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1 UVOD

1.1 Grada Zenskog spolnog sustava

Zenski spolni sustav graden je od vanjskih i unutarnjih spolnih organa. Vanjske &ine predvorje
rodnice sa zlijezdama, Venerin brezuljak, velike i male usne te erektivni organi, a unutarnje spolne

organe &ine rodnica, maternica (cerviks i korpus), jajovodi i jajnici (Simuni¢ i sur., 2001).

1.1.1 Vrat maternice

Vrat maternice (cerviks, grli¢, lat. cervix uteri), je donji dio maternice koji je misi¢no-vezivnim
tkivom (istmusom) spojen na tijelo maternice (lat. corpus uteri). Cerviks je cilindri¢na struktura
kroz koju prolazi kanal, dug oko 3 cm. Cervikalni kanal se sastoji od unutarnjeg djela, odnosno
endocerviksa i vanjskog djela, egzocerviksa. Egzocervikalni dio kanala prekriven je mnogoslojnim
plocastim epitelom koji se nastavlja na plocasti epitel rodnice, a endocervikalni dio kanala je
prekriven jednoslojnim cilindri¢nim epitelom te se nastavlja na cilindri¢ni epitel sluznice maternice
(Slika 1). Na taj nacin cervikalni kanal povezuje maternicu i rodnicu. Ispod epitela, stijenka
cerviksa gradena je pretezito od elasti¢nih i kolagenih vlakana uz malo glatkih miSiénih stanica
zbog ¢ega nema kontraktilnu ve¢ viSe potpornu mehanicku funkciju (Leppert i Yu, 1991). PovrSina
endocerviksa se sastoji od sustava usjeklina i tunela nazvanih “kriptama®. Kripte su, kao i
endocervikalni dio kanala, prekrivene jednoslojnim cilindri¢nim epitelom koji proizvodi sluz
¢itavom svojom povrSinom (Fluhmann, 1961). 1z tog razloga, endocervikalne kripte se cesto

nazivaju i endocervikalnim zlijezdama.



ZLIJEZDA
ENDOCERVIKSA

JEDNOSLOJNI

CILINDRICNI
EPITEL

ENDOCERVIKSA

N VEZIVNO TKIVO

MNOGOSLOJNI PLOCASTI EPITEL
EGZOCERVIKSA

Slika 1. A. Zenski reproduktivni sustav. B. Uveéani dio slike A — vrat maternice (cerviks). Prikaz grade
egzocerviksa i endocerviksa (preuzeto i prilagodeno od Alzamil i sur., 2021). C. Uvecani dio slike B - histoloski
preparat Zljezdanog tkiva vrata maternice obojan Schiffovim perjodnim reagensom (PAS) i alcijanskim
modrilom (AB), s 0ozna¢enim dijelovima endocervikalne Zlijezde i okolnog tkiva. E — jednoslojni cilindri¢ni

epitel, L — lumen, V — vezivno tkivo. Mjerna skala: 20 um.

1.2 Cervikalna sluz

Cervikalna sluz je glikoproteinski gel koji uvelike utje¢e na normalnu funkciju i zastitu zenskog
spolnog sustava. Sadrzi vodu (90-98%) i sloZzenu smjesu anorganskih iona, aminokiselina,
kolesterola, lipida, glukoze, askorbinske Kkiseline, polisaharida, mucina, plazma proteina, enzima i
baktericidnih proteina (Gipson, 2001). Ispunjava endocervikalni kanal te kontrolira ulazak
spermija, ali i mikroorganizama u unutarnje spolne organe zene (Tsibris, 1987). Glavna
komponenta zasluzna za viskozna i elasti¢na svojstva cervikalne sluzi su mucini (Bansil i Turner,
2006).

Istrazivanja su pokazala da je cervikalna sluz ¢imbenik koji moZe utjecati na plodnost Zena stoga
je promatranje izlucene sluzi postala klinicka metoda u istrazivanju neplodnosti, ali 1 u pracenju
plodnih dana s ciljem zaceca (Katz, 1991). Cervikalna sluz moze biti uzrok neplodnosti ukoliko ne
stvara pogodan okoli$ za spermije, primjerice zbog ucestalih infekcija uslijed kojih je uoceno
stvaranje drugacije sluzi koju Odeblad (1968) naziva tip Q. Osim toga, cervikalna sluz moze biti
uzrok neplodnosti ukoliko pH vrijednost nije prigodna za spermije, uslijed geneti¢kih poremecaja,
primjerice cisti¢na fibroza (Gervais i sur., 1996), hormonalnih poremecaja ili zbog nekih vanjskih

utjecaja poput unosa droge, nikotina itd. (Turner, 1988).



1.3 Mucini

Mucini su izvanstani¢ni glikoproteini velike molekularne mase. Za njihovu proizvodnju,
skladistenje 1 sekreciju zasluzne su epitelne stanice sluznice respiratornog, gastrointestinalnog,
auditornog i urogenitalnog sustava sisavaca (Kim i sur., 1991). Mucini lubrificiraju i $tite sluznicu,
olaksavaju prolazak sadrzaja, odrzavaju hidratantni sloj iznad epitela, Cine prepreku ulasku
patogena 1 Stetnih tvari te stvaraju propusni gelozni sloj za izmjenu plinova i hranjivih tvari s

epitelom (Bansil i Turner, 2006).

1.3.1 Grada mucina

Strukturna osnova svih mucina je ista te se sastoji od jedne ili vise O-glikoliziranih domena bogatih
treoninom i/ili serinom i prolinom (Slika 2). Povezivanje oligosaharidnih lanaca s proteinskom
osnovicom preko kisika, razlikuje mucine od ostalih glikoproteina. Manje glikozilirane regije
sadrze manje serina i treonina ali su bogate cisteinom koji omogucuje stvaranje disulfidnih mostova

izmedu molekula mucina ¢ime doprinose viskoznoj strukturi sluzi (Krause, 2000).

Treonin | | O-glikan

COOH

Proteinska okosnica

Slika 2. Shematski prikaz sekretornog mucina koji prikazuje okosnicu MUC proteina s pripadajué¢im O-
glikanima vezanima na treonin ili serin unutar TR (tandem repeat) domena (preuzeto i prilagodeno od Rose,
2006).



1.3.2 VVrste mucina

Histokemijski mucine mozemo svrstati u dvije velike skupine: neutralne i kisele mucine koji
ukljucuju sulfomucine (sulfatirani mucini) i sijalomucine (karboksilirani mucini). S obzirom na
bioloSku ulogu, mogu biti transmembranski, odnosno epitelni 1 gel — formirajudi.
Transmembranske mucine karakterizira COOH terminalna domena koja se veZze za povrSinu
stanicne membrane dok gel-formiraju¢i mucini dolaze u obliku gusto pakiranih polimernih
struktura te su glavna sastavnica sluzi. Udio razli¢itih vrsta mucina razlikuje se u razli€itim
organima te ovisi i o fiziolo§kim i patoloSkim stanjima u kojem se organizam nalazi. Primjerice,
pokazalo se da koli¢ina mucina poraste kod pacijenata oboljelih od raka debelog crijeva, dojki,
jajnika, pluca, gusterace, ali i kod nekih upalnih procesa u raznim tkivima zbog ¢ega se poznavanje

mucina moze dobro koristiti u dijagnostici (Ali i sur., 2012).

U literaturi je opisano 20 mucinskih gena (Ali i Mahmoud, 2007). Svaki gen pokazuje ekspresiju
u nekoliko tkiva, a i zastupljenost odredenih vrsta mucina varira u pojedinim tkivima. Gel
formiraju¢e mucine u ljudskom organizmu kodiraju MUC2, MUCS5SAC, MUC5B, MUC6 te
MUC19 (Kesimer i sur., 2010). U endocerviksu je najzastupljeniji gel-formiraju¢i mucin kojeg
kodira MUCS5B, a u cervikalnoj sluzi se nalaze i mucini koje kodiraju MUC2, MUC5AC i MUC6
(Curlin i Bursaé, 2013).

1.3.2.1 Kiseli i neutralni mucini

Osnovna razlika izmedu kiselih 1 neutralnih mucina je grada Secerne komponente. Kiseli mucini
glikozilirani su Secerima koji sadrze karboksilne ili sulfatne skupine zbog cega su negativno
nabijeni dok neutralni mucini sadrze Secere bez kiselih skupina (fukoza 1 galaktoza) te nemaju
naboj. Proteinska osnova je uglavnom ista, ali se pokazalo da u gradi neutralnih mucina sudjeluje
viSe prolina, leucina i valina dok kisele mucine u ve¢oj mjeri ¢ine treonin i serin (Bhattacharyya i
sur., 1990). Andersch-Bjorkman i suradnici (2007) su biokemijskih analizama sluzi pokazali da se
mucini razlikuju prije, za vrijeme i poslije ovulacije najvise po gradi Sec¢ernih komponenti zbog
¢ega postoji mogucénost da upravo kiseli, odnosno neutralni mucini utjecu i na strukturu cervikalne

sluzi.



1.3.3 Biosinteza mucina

Biosinteza mucina prvi je korak proizvodnje i lu¢enja sluzi. Translacija MUC mRNA se dogada na
ribosomima, u citoplazmi, a proteinski se produkt, za vrijeme trajanja translacije, premjesta u
endoplazmatski retikulum. U endoplazmatskom retikulumu se dogada pocetna N-glikozilacija
djelovanjem N-acetilgalaktozaminil peptidiltransferaze, GalNAc, ¢ime se mijenja konformacija
globularnih apomucina u linearne molekule $to olakSava O-glikozilaciju. O-glikozilacija se dogada
u Golgijevom tjelescu (u cis-Golgiju) gdje se Se¢erni lanci dodaju hidroksilnim skupinama treonina
I serina, sulfatiraju se Se¢erne komponente te se stvaraju oligomeri/multimeri povezani disulfidnim
vezama (Perez-Vilar, 1999, 2007). Zreli mucini namijenjeni izlu¢ivanju, nakupljaju se sekrecijskim
mjehuri¢ima, u citoplazmi Zljezdanih stanica, pri niskom pH i visokoj razini kalcijevih iona, Ca®*
(Muchekehu, 2010). Takvi uvjeti Stite negativno nabijena mjesta mucina od elektrostatskog
odbijanja Sto omoguéuje kondenziranje mucina u zrncima (Verdugo, 1990). Izlucivanju,

razmotavanju i Sirenju sluzi prethodi bubrenje sekrecijskih mjehurica.

1.4 Izluc¢ivanje sluzi

Egzocitirani mucini zadrzavaju se u obliku zgusnutih nakupina, egzosoma, na povrsini stanica te
moraju biti hidratirani kako bi sluz primila odgovarajuca reoloSka svojstva (Flori i sur., 2007). Za
razliku od kalcijevih i oksonijevih iona, ¢ija koncentracija utjece na ,,pakiranje sluzi u sekrecijske
mjehurice, hidrogenkarbonatni ioni, HCO3", utjeCu na kona¢no formiranje izlucene sluzi i1 na
njezina odgovarajuéa reoloska svojstva (Skelin, 2018). Hidrogenkarbonatni ioni vezu na sebe
katione (Ca?" i H") koji $tite mucine od elektrostatskih odbijanja i omoguéuju gusto pakiranje
mucina u sekrecijskim mjehuri¢ima. Kada su kationi uklonjeni, mucini se dekondenziraju, Sire i
volumen im se poveéa 1000 puta u nekoliko sekundi (Verdugo, 1990). Osim toga, odbojne
elektrostatske sile uzrokuju nizak koeficijent trenja izmedu molekula mucina §to smanjuje
viskoznost sluzi te uzrokuje istjecanje sluzi iz endocervikalnih kripti u cervikalni kanal (Yang i
sur., 2013). Odsustvo hidrogenkarbonatnih iona primijec¢eno je kod oboljelih od cisti¢ne fibroze, a
uzrokuje zadrZavanje sluzi u lumenu mukoznih Zlijezdi zbog prevelike viskoznosti (Muchekehu,

2010).



1.5 Utjecaj pH na cervikalnu sluz

Na strukturu cervikalne sluzi utje¢e promjena pH okoline. Raspored mucina u strukturi sluzi
uvelike utjeCe na viskoznost sluzi (Odeblad, 2002). Primjerice, ako promotrimo gradu
najzastupljenijeg gel-formiraju¢eg mucina u cervikalnoj sluzi, MUC5B, mozemo vidjeti da se
sastoji od srediSnje regije 1 dvije vanjske regije. SrediSnja regija jako je hidrofilna te je sklona
savijanju i stvaranju agregata dok su vanjske regije hidrofobne (Zbilut i sur., 2003). Izracunate su
izoelektri¢ne tocke tih triju regija: izoelektri¢na tocka srediSnje regije iznosi 8.1, a vanjskih regija
5.3 (desna) 1 5.6 (lijeva). Zbog navedenih karakteristika, sredisnja regija mucina MUCS5B sklona je
stvaranju globularne strukture, pri ovulacijskoj pH vrijednosti (kompatibilno s izoelektricnom
tockom srediSnje regije). Hidrofobni dijelovi sredisnje regije su prepoznati kao regije bogate
cisteinom koji stvara disulfidne veze sa susjednim mucinima te tako stabilizira ¢itavu strukturu.
Vanjske regije, pri smanjenju pH, imaju tendenciju povezivati se u niti koje stvaraju gustu,
nepropusnu mreZu, a lateralno povezivanje mucina preko srediSnje regije je onemoguceno zbog

elektrostatskih odbijanja (Brunelli i sur., 2007).

1.6 Cikli¢ke promjene u jajniku

Sastav i reoloSka svojstva sluzi mijenjaju se pod utjecajem ciklickih hormona - estrogena i
progesterona (Curlin i Bursaé, 2013). Razine spolnih hormona Zena cikli¢ki se izmjenjuju kroz
ovarijski ciklus tijekom kojeg se odvijaju tri faze — folikularna i luteinska faza te ovulacija koja se
dogada izmedu te dvije faze. Citav proces reguliran je hormonima hipotalamusa (GnRH —
gonadotropin-oslobadaju¢i hormon) i hipofize (FSH — folikulostimuliraju¢i hormon i LH —

luteiniziraju¢i hormon) Sto je shematski prikazano na slici 3.

l CanRe Dy CFsH D < Estrogen
Hipotalamus ———— Hipofiza < ——  Jajnici ("\';_ Z <
— —. o - - —
(C_lH D <

T " Progesteron

Slika 3. Shematski prikaz utjecaja hormona hipotalamusa na hipofizu koja lu¢enjem hormona potice jajnike

na luéenje estrogena i progesterona (preuzeto i prilagodeno od Koopman, 2013).



Tijekom folikularne faze, u jajniku raste i sazrijeva jajni folikul koji, netom prije ovulacije, sadrzi
zrelu jajnu stanicu, spremnu za oplodnju. Folikularna faza zapo¢inje prvim danom menstrualnog
krvarenja kada je razina folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH) visoka, a sazrijevanjem jajne
stanice zavrsava te slijedi ovulacija. lako je ciklus svake zene drugaciji, folikularna faza u prosjeku
traje 14 dana. Tijekom razvoja folikula, visoka razina FSH poti¢e lucenje estrogena koji, izmedu
ostalog, inicira promjene (zadebljanje) endometrija koji ¢e prihvatiti oplodenu jajnu stanicu (ako
do oplodnje dode). Na pocetku folikularne faze nastane 20-30 folikula, ali samo jedan ¢e stvoriti

jajnu stanicu.

Po zavrSetku folikularne faze, raste razina luteiniziraju¢eg hormona (LH) koji uzrokuje pucanje
folikula i ovulaciju (izbacivanje zrele jajne stanice prema jajovodu). Ovulacija traje jedan do dva
dana, a uglavnom se dogada izmedu 10 i 16 dana prije idu¢eg menstrualnog krvarenja (ljustenja

endometrija).

Luteinska faza se jo$ naziva i faza zutog tijela buduci da pod utjecajem LH, od ostatka folikula
nastaje zuto tijelo (lat. corpus luteum) ¢ija je glavna uloga proizvodnja progesterona i U manjoj
mjeri estrogena. Ukoliko je doslo do oplodnje, a potom i do implantacije (prihvac¢anje oplodene
jajne stanice u maternici), embrij proizvodi humani korionski gonadotropin (hCG) koji odrzava
zuto tijelo. Zuto tijelo se poveéava i nastavlja luditi hormone koji utje¢u na bujanje sluznice
maternice. U periodu od 13. do 17. tjedna trudnoce, Zuto tijelo propada, a njegovu ulogu preuzima
posteljica koja nastavlja lu¢iti hCG. Ako do oplodnje nije doslo, zuto tijelo propada te vise ne luci

hormone zbog ¢ega opet dolazi do krvarenja, odnosno do kraja ciklusa (Slika 4).
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Slika 4. Prikaz ovarijskog i menstruacijskog ciklusa Zene.

preuzeto: https://viosfertility.com/blog/the-menstrual-cycle/

1.6.1 Utjecaj cikli¢ckih promjena hormona na cervikalnu sluz

Tijekom svih navedenih faza i promjena razina spolnih hormona, dolazi i do promjena cervikalne
sluzi u vidu koli¢ine ali i strukture (Katz, 1991). Ve¢ 1969., Odeblad dijeli cervikalnu sluz na tip E
(estrogenska sluz) i na tip G (progesteronska sluz) s obzirom na promjene sastava sluzi uslijed
ciklicke promjene hormona estrogena i progesterona. Neposredno prije ovulacije, poraste razina
estrogena zbog Cega je i proizvodnja sluzi povecana (Brown i sur., 1985). U luteinskoj fazi sluz
postaje gusca 1 viskoznija, ¢ime se stvara barijera za spermije. Ova promjena odgovara povecanoj
razini progesterona (Gipson, 1999). Gel-formiraju¢i mucini uzrok su viskoznosti cervikalne sluzi

zbog Cega bi sluz tijekom ovulacije, kad je razina estrogena visoka te se poveca koli¢ina mucina,


https://viosfertility.com/blog/the-menstrual-cycle/

trebala biti vrlo viskozna. Ipak, to u stvarnosti nije tako. Sluz je tijekom ovulacije vrlo rijetka i
elasticna (Brown 1 sur., 1985). Iako nije u potpunosti jasno zasto je to tako, pretpostavlja se da je
uzrok tome pojacana hidratacija mucina, ¢ime se zapravo njihova koncentracija smanjuje, a sluz

postaje vodenasta (Kopito, 1973).

Osim ciklicke promjenjivosti sluzi, pretpostavlja se da endocervikalne Zlijezde s razli¢itim
smjeStajem unutar cerviksa proizvode razli¢itu vrstu sluzi, ovisno o stimulaciji estrogenom
(Odeblad, 1959; Rudolfsson, 1971; Menarguez i sur., 2003). Prema toj hipotezi, zlijezde smjestene
u gornjem dijelu cervikalnog kanala izlucuju manje viskoznu sluz, a zlijezde iz nizih dijelova ¢e
proizvesti viskozniju sluz. Na viskoznost sluzi utjee 1 O-glikozilacija mucina Sto su opisali
Andersch-Bjorkman i sur. (2007). Detektirali su veci broj neutralnih Secera mucina tijekom
ovulacije (manje viskozna sluz) dok su glikani prije i poslije ovulacije sli¢nog sastava te su ¢esce
negativno nabijeni, odnosno sluz se sastoji od veéeg broja kiselih mucina (viskozna sluz). S
obzirom na to, pretpostavka ovog rada je da se i udio kiselih odnosno neutralnih mucina razlikuje

u gornjem i donjem dijelu cerviksa.

1.7 Postupci prikazivanja kiselih i neutralnih mucina u tkivima

IstraZivanje mucina se, osim molekularnom 1 biokemijskom analizom cervikalne sluzi, provodi 1
na histoloskim uzorcima epitelnog tkiva koje proizvodi cervikalnu sluz (Skelin, 2018). Na njima

se razli¢itim tehnikama mogu prikazati kiseli i neutralni mucini.

1.7.1 Histokemijske metode prikazivanja mucina u tkivima

Zbog visokog stupnja oligosaharidne supstitucije, za prikazivanje mucina koriste se histokemijske
metode koje se temelje na prisutnosti ugljikohidrata: bojanje mucikarminom, PAS reakcijom,
alcijanskim modrilom, koloidnim zeljezom, HID (engl. high iron diamine) tehnikom,

metakromatskim bojama te kombinacije navedenih tehnika.



1.7.1.1 Bojanje Schiffovim perjodnim reagensom (PAS)

PAS (perjodna kiselina (HIO4) - Schiff) je najsvestranije koriStena i §iroko prihvaéena tehnika za
prikaz ugljikohidrata te mucina. Vrijednost ove metode ogleda se u tome $to pomocu nje mozemo
prikazati neutralne mucine, s obzirom na to da se mehanizam bojenja ne zasniva na prisutnosti
kiselih skupina, nego na prisutnosti slobodnih aldehidnih skupina u sastavu monosaharidnih
jedinica. Vrlo je osjetljiva metoda za prikaz neutralnih mucina, kao i kiselih mucina koji sadrze
znacajan udio sijali¢ne kiseline u svojoj strukturi. Pocetnu reakciju ¢ini oksidacija hidroksilnih
skupina vezanih na susjedne ugljikove atome perjodnom kiselinom (HIO4). Oksidacijom navedenih
diola nastaju Schiff reaktivne aldehidne skupine. Nakon dodatka Schiffovog reagensa nastaje
ljubi¢astocrveno (magenta) obojenje, a intenzitet boje dobivene nakon dodatka Schiffovog
reagensa proporcionalan je koncentraciji reaktivnih hidroksilnih skupina (Bancroft, 2008). Kako bi
se izbjegla pozitivna reakcija glikogena u bazalnoj membrani na PAS, obi¢no se uzorci prethodno

tretiraju amilazom.

1.7.1.2 Bojanje alcijanskim modrilom

Kiseli mucini mogu se prikazati kationskim bojama (elektrostatskom interakcijom). Alcijansko
modrilo (AB) tetravalentna je kationska boja sastavljena od kompleksa bakra 1 ftalocijanata s Cetiri
izotiouronijske skupine. Proizvedeno je mnostvo razlicitih varijanti alcian modrila koje se razlikuju
prema broju izotiouronijskih skupina te na¢inu razrjedivanja. Obzirom da izotiouronijske skupine
sadrze kvaterne amonijeve ione, pozitivno su nabijene zbog ¢ega je moguca interakcija s odredenim
polianionima, iako to¢an mehanizam kojim alcian plavo boji ugljikohidrate nije poznat. Acijansko
modrilo 8GX preporuéena je boja za histoloske metode bojenja. Mijenjaju¢i pH otopine AB
moguce je prikazati razlicite vrste kiselith mucina. Svi kiseli mucini, karboksilirani 1 sulfatirani, bit
¢e ionizirani u obliku RCOO™ i SOs% pri pH 2,5. U prisutnosti kiselih mucina dolazi do plavog
obojenja. Cesto se koristi kombinacija AB i PAS metode bojenja za razlikovanje neutralnih od
kiselih mucina (Mowry, 1956). Primjenom AB pri pH 2,5 svi kiseli mucini obojat ¢e se
tamnoplavo. Daljnjom primjenom PAS tehnike bojenja, neutralni mucini obojat ¢e se magenta
bojom. Tkiva ili stanice koje sadrze i neutralne 1 kisele mucine, obojat ¢e se tamnoplavo ili

ljubicasto. S obzirom da se kombiniranom metodom prikazuju neutralni, kao i kiseli mucini, ona
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2 CILJ RADA

2.1 Opéi cilj

Cilj ovog rada je usporediti udjele neutralnih i kiselih mucina u gornjem (kranijalnom) i donjem
(kaudalnom) dijelu cervikalnog kanala te usporediti udjele neutralnih i kiselih mucina s razinama

estrogena u serumu zena.

2.2 Specificni ciljevi

1. Prikazati neutralne mucine u tkivima endocerviksa bojanjem sa Schiffovim perjodnim
reagensom (PAS) i kisele mucine alcijanskim modrilom (AB).

2. Izmjeriti povrsine tkiva obojane PAS-om i AB-om te odrediti udjele neutralnih i kiselih
mucina u obojanim podru¢jima endocervikalnog sekrecijskog epitela.
Statisticki usporediti dobivene rezultate za gornji i donji dio cerviksa.

4. Statisticki odrediti korelaciju izmedu udjela neutralnih i kiselih mucina i razine spolnih

hormona u serumu, zasebno za gornji i donji dio cerviksa.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 Uzorci tkiva vrata maternice

Istrazivanje je provedeno na uzorcima ljudskog tkiva endocerviksa i krvi uzetih od 15 ispitanica
koje su bile podvrgnute operativnom zahvatu uklanjanja maternice i cerviksa (histerektomija) u
Klinici za Zenske bolesti i porode - KBC Zagreb. Sve ispitanice su zene u reproduktivnoj dobi,

zdrave, ali u razdoblju perimenopauze (prosjecna dob 48 + 5 godina).

Ispitanice su odabrane temeljem uklju¢nih i isklju¢nih kriterija. Ukljuéni kriteriji su bili da je
ispitanica prema anamnestickim pokazateljima u reproduktivnoj dobi, a iskljucni kriteriji su bili:
maligni procesi reproduktivnog sustava, hormonska kontracepcija unutar zadnjih Sest mjeseci,
intrauterina spirala unutar zadnjih godinu dana, nepravilnosti u nalazu Papanicolau testa i
menopauza (Skelin, 2018). Zbog stroge primjene isklju¢nih kriterija, pocetnih 20 ispitanica
smanjeno je na 15 ispitanica. Naknadna analiza hormona u krvi i patohistoloska analiza tkiva
maternice pokazala je da su od preostalih 15 ispitanica tri ispitanice bile u postmenopauzi, sedam
ispitanica u folikularnoj fazi, a pet ispitanica u luteinskoj fazi ciklusa.

Ispitanice su bile obavijeStene o postupku i svrsi istrazivanja te su potpisale informirani pristanak

za provodenje istrazivanja i publikaciju rezultata.

Prikupljanje uzoraka i provodenje predloZenog istraZzivanja odobrilo je Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu prilikom odobrenja teme doktorske disertacije za ¢iju

izradu su prikupljeni navedeni uzorci (Obrazac DR.SC.-02 — Skelin Marta.doc).

3.2 Uzorci krvi

Uzorci krvi uzeti su iz ispitanica na dan operacije te odmah proslijedeni u biokemijski laboratorij
Klinike za zenske bolesti i porode KBC-a Zagreb, gdje je kemiluminiscentnim postupkom (CMIA,
engl. chemiluminescent microparticle immuno assay) na analizatoru Architect i1000 (Abbott,

SAD) odredena razina spolnih hormona (Tablica 1).
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Tablica 1. Prikaz izmjerene razine hormona (E2 — estradiol, P4 — progesteron) te faza ciklusa

(M —menopauza, F — folikularna, L — luteinska faza) svake ispitanice.

ISPITANICE

01|02 03| 04 05 | 06 07 08 | 09 | 10 11 12 | 13 14 15

— E2 51 | 60 | 87 | 1587 | 585 | 414 | 1460 | 131 | 498 | 495 | 387 | 165 | 152 | 273 | 580
Z | pmol/L
Q[ pa

b 04|04 |0,3 0,6 0,7 | 0,7 1,3 o5(04 |06 |136| 78 | 6,4 | 39,5 | 25,5
noc nmol/L

T _Faza M M M F F F F F F F L L L L L
ciklusa

3.3 Priprema histoloskih rezova tkiva

Neposredno nakon operativnog zahvata, iz cerviksa je izrezan uzduzni isje¢ak debljine 3 mm koji
je popre¢nim rezom podijeljen na dva dijela: gornji (kranijalni) 1 donji (kaudalni) dio. Dobiveni
uzorci su fiksirani u 4% vodenoj otopini paraformaldehida u trajanju od 24 sata, nakon ¢ega su
stavljeni na ispiranje pod teku¢om vodom preko noci. Uzorci su potom dehidrirani u ulaznom nizu
etanola (20%, 50%, 70%, 96%, 99%, 2 x 100%) u svakoj otopini po 3-5 minuta. Uzorci su stavljeni
u ksilol na 5 minuta, zatim u otopinu 1:1 ksilola i parafina Biowax (Bignost) na 5 minuta pri
temperaturi od 58-60 °C te u 100% parafin, uz tri izmjene, na nekoliko sati pri 56 °C. Uklopljeni u
parafin, uzorci su narezani na rezove debljine 5 pm pomoc¢u rotacijskog mikrotoma (Leitz 1512) i

pohranjeni na sobnu temperaturu.

3.4 Bojanje AB - PAS

Prije bojanja, svi su uzorci uronjeni na dva puta po 5 minuta u ksilol kako bi se napravila
deparafinacija. Slijedila je dehidracija u silaznom nizu alkohola (100%, 100%, 96%, 70%,
destilirana voda, po 3 minute u svakome). Uzorci su uronjeni u 1% vodenu otopinu alcijanskog
modrila (Merck), pri pH 2,5 na 20 minuta, te su isprani u destiliranoj i teku¢oj vodi u trajanju od 3
minute. Nakon toga, uzorci su uronjeni u 0,5% perjodnu kiselinu u mraku, na 10 minuta. Zatim su
uronjeni u Schiffov reagens (Sigma-Aldrich), 30 minuta u mraku, a onda su opet isprani teku¢om
destiliranom vodom u trajanju od 3 minuta. Potom su uranjani u 0,5% K-metabisulfit (K2S20s), s

time da je otopina promijenjena tri puta, pa su isprani u destiliranoj i tekucoj vodi, 3 minute. Na
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kraju su uzorci ponovo dehidrirani ulaznim nizom alkohola (96%, 96%, 100%), uronjeni po 5
minuta u mjesavinu ksilola i alkohola (1:1) te dva puta u ksilol. Rezovi su poklopljeni sredstvom

za poklapanje Biomount (Biognost).

Obojani preparati su analizirani i fotodokumentirani mikroskopom BX53 s ugradenom kamerom

(Olympus) primjenom objektiva s povec¢anjem 40X.

3.5 Postupak kvantifikacije mucina

Uzorci tkiva gornjih i donjih dijelova cerviksa od 15 ispitanica (ukupno 30 uzoraka tkiva cerviksa),
rezani su serijski te su iz svakog uzorka za analizu odabrana tri preparata, svaki peti rez u seriji. Na
svakom preparatu analizirano je deset polja (kadrova na mikroskopskim snimkama tkiva
primjenom objektiva povecanja 40x) koji su pomoc¢u programa Paint.net (dotPDN LLC, Rick
Brewster) izdvojeni kao zasebne slike. Predvideno je da na taj naéin za daljnju analizu bude
pripremljeno 900 slika, no s obzirom da na 13 preparata ili nije bilo Zlijezda ili nije bilo pozitivne
reakcije niti na PAS niti na AB, pripremljeno je ukupno 770 slika.

Pripremljene slike su potom obradene u programu Ilastik (program fondacije Free Software
Foundation s licencom General Public License, version 2 koja svakom korisniku dozvoljava
dijeljenje i mijenjanje tog programa). Prvo je bilo potrebno istrenirati program da podruéja obojana
PAS-om oznaci crvenom bojom, podru¢ja obojana AB-om plavom bojom, a pozadinu zelenom
bojom. Program je treniran na 30 razli¢itih slika, dok se nije postiglo precizno prepoznavanje

obojanih podru¢ja. Svih 770 slika, Ilastik je obradio na isti, naué¢en nacin.

Udio neutralnih i kiselih mucina u obojanom epitelu prikazan je kao omjer povrsina epitela
obojanih PAS-om (neutralni polisaharidi) i AB-om (kiseli polisaharidi). Povrsina epitela obojena
crveno PAS-om i povrsina epitela obojena plavo AB-om, odredena je FIJI ina¢icom programa

Image-J (National Institutes of Health, Wayne Rasband).
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3.6 Statistika

Nakon analize distribucije vrijednosti omjera C/P, provedena je statisticka analiza njihovih
logaritmiranih vrijednosti koje su pokazale lognormalnu distribuciju. Razlika u udjelu neutralnih i
kiselih mucina u gornjem i donjem dijelu cerviksa te u udjelu neutralnih i kiselih mucina s obzirom
na fazu ciklusa provedena je Hi kvadrat testom. Postupkom REML (engl. restricted maximum
likelihood) i Hi kvadrat testom provjereno je postojanje interaktivnosti utjecaja faze ciklusa i
polozaja zlijezda unutar cerviksa (gornji i donji) na udio neutralnih i kiselih mucina. Korelacija
izmedu udjela neutralnih i kiselih mucina u epitelu i razine estrogena i progesterona u serumu,
testirana je takoder Hi kvadrat testom, nakon testiranja normalnosti raspodjele podataka i
interaktivnosti utjecaja razine spolnih hormona i polozaja zlijezde na udio neutralnih i kiselih

mucina. Znac¢ajnom razlikom smatrala se ona na razini stupnja vjerojatnosti od p < 0,05.

Svi statisticki testovi provedeni su pomocu programa RStudio (AGPL v3, RStudio).
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4 REZULTATI

4.1 Histokemijski prikaz neutralnih i kiselih mucina u Zljezdanom tkivu
endocerviksa

Bojanjem uzoraka tkiva ljudskog endocerviksa, kombinacijom Shiffovog perjodnog reagensa
(PAS) i alcijanskog modrila (AB), prikazani su neutralni i kiseli mucini. Neutralni mucini obojani

su crveno, PAS-om, dok su kiseli mucini obojani plavo, AB-om (Slika 5).

Slika 5. Histoloski preparati Zljezdanog tkiva ljudskog vrata maternice obojani Schiffovim perjodnim
reagensom (PAS) i alcijanskim modrilom (AB). A. Zlijezda s ve¢im udjelom kiselih mucina, plavo obojanih

AB-om. B. Zlijezda s ve¢im udjelom neutralnih mucina, crveno obojanih PAS-om. Mjerna skala: 20 um.

Osim neutralnih mucina, crvenom bojom, PAS-om, obojan je i glikogen Kkoji se obi¢no nalazi u
bazalnom dijelu (Slika 6). U daljnjoj analizi isklju¢uju se bazalni dijelovi stanica, odnosno
glikogen.

Slika 6. Histoloski preparati Zljezdanog tkiva ljudskog vrata maternice obojani Schiffovim perjodnim
reagensom (PAS) i alcijanskim modrilom(AB). Glikogen se u bazalnim dijelovima stanica boji PAS-om

(strelice). Mjerna skala: 20 um.
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Na Sest preparata, rezom nisu bile zahvacéene Zlijezde, stoga se ti preparati nisu koristili u daljnjoj

obradi. S druge strane, Zlijezde na sedam preparata nisu pokazale pozitivnu reakciju na PAS i AB
(Slika 7).

Slika 7. Histoloski preparati Zljezdanog tkiva ljudskog vrata maternice Koji nisu imali pozitivhu reakciju na
Schiffov perjodni reagens (PAS) niti na alcijansko modrilo (AB). Mjerna skala: 20 pm.

4.2 Udio neutralnih i kiselih mucina izrazen kao omjer obojanih povrsina C/P

Kako bi se razlike u bojanju preparata, dobivenih iz gornjih i donjih dijelova endocerviksa
ispitanica iz razlic¢itih faza menstruacijskog ciklusa, mogle kvantitativno izraziti i statisticki

obraditi, bilo je potrebno obraditi svjetlosnomikroskopske snimke preparata na odgovarajuci nacin
(Slika 8).

Slika 8. Primjeri polja izdvojenih iz snimki histoloskih preparata Zljezdanog tkiva ljudskog vrata maternice

obojanih Schiffovim perjodnim reagensom (PAS) i alcijanskim modrilom (AB). Mjerna skala: 10 um.



Svaka tako dobivena slika obradena je u programu llastik. Crvenom bojom obojani su PAS-
pozitivni dijelovi Zljezdanog epitela, odnosno neutralni mucini. Plavom bojom obojani su AB-
pozitivni dijelovi zljezdanog epitela, odnosno kiseli mucini. Pozadina (lumen Zlijezde, okolno

tkivo, mjehuri¢i i smeée) obojana je zelenom bojom. Program je istreniran tako da crvenu boju uz

bazalnu membranu (glikogen) prepoznaje kao pozadinu koju prikazuje zelenom bojom. (Slika 9).

Slika 9. Izdvojena polja iz histoloskih preparata Zljezdanog tkiva ljudskog vrata maternice sa slike 8,
obradena programom Ilastik. Crvenom bojom obojani su neutralni mucini, plavom kiseli mucini, a zelenom

pozadina.

Slike u .tif formatu dobivene programom llastik su obradene u FIJI inacici programa Image-J, na
nacin da su razdvojene na dva kanala: jedan koji prikazuje samo povrSinu prekrivenu crvenom
bojom (neutralnim mucinima) i drugi koji prikazuje samo povrSinu prekrivenu plavom bojom

(kiselim mucinima) (Slika 10).
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Slika 10. Izdvojena polja iz histolo$kih preparata Zljezdanog tkiva ljudskog vrata maternice sa slike 8,

razdvojena na crveni (gore) i plavi (dolje) kanal, u F1JI ina¢ici programa Image-J.

U FIJI inacici programa Image-J, izmjerena je povrsina prekrivena crvenom, odnosno plavom
bojom. U Excel tablici su prikazani rezultati mjerenja svih 770 polja. Prikazane su pripadajuce
vrijednosti za svaku ispitanicu, posebno za gornji, a posebno za donji dio cerviksa (Prilog). Udjeli
crveno obojane povrsine i plavo obojane povrSine na analiziranom podruc¢ju postavljeni su u omjer
(udio crvene boje na analiziranom podru¢ju/udio plave boje na analiziranom podrucju), ¢ime je
dobivena vrijednost koja je nazvana omjer C/P (Prilog). Ta se vrijednost koristila u daljnjoj

statisti¢koj obradi.

U tablicama 2 i 3, prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije za svaku ispitanicu,

posebno za gornji, a posebno za donji dio cerviksa.
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Tablica 2. Srednje vrijednosti i pripadajuce standardne devijacije udjela neutralnih i kiselih mucina

u gornjem dijelu cerviksa.

SREDNJE VRUUEDNOSTI STANDARDNE DEVIJACIE
o Udjeli neutralnih Udjeli kiselih o Udjeli . Udjeli kiselih
Ispitanice . . Ispitanice neutralnih .
mucina mucina mucina mucina
GO1 / / GO1 / /
G02 0,05305 0,39437 G02 0,03761 0,17969
GO03 0,12536 0,30673 GO3 0,07907 0,13478
G04 0,06629 0,46326 G04 0,02512 0,07622
GO05 0,10917 0,42583 GO5 0,07113 0,12469
GO06 0,05139 0,42846 G06 0,02584 0,07825
GO07 0,09206 0,38872 GO07 0,05834 0,08793
G08 0,03788 0,43932 G08 0,02095 0,16298
G09 0,12998 0,2812 G09 0,06719 0,11574
G10 0,17785 0,33465 G10 0,05651 0,12863
G1l1 0,03295 0,28574 G11 0,01264 0,08444
G12 0,04142 0,35151 G12 0,03541 0,12227
G13 0,08376 0,20624 G13 0,04438 0,07845
G14 0,20882 0,26653 G14 0,12684 0,12096
G15 0,04271 0,255 G15 0,02436 0,117

0,6

0,5

0

=

0

w

Srednja vrijednost

0

%]

0

[

[spitanice

. i iiil iil ‘jihijj
G01 G02 G03 G04 GO05 G06 GO7 GO08 G09 G10 G11 G12

B Udjeli neutralnih mucina

B Udjeli kiselih mucina

G13 G14 G15

Slika 11. Grafi¢ki prikaz srednjih vrijednosti i standardnih devijacija udjela neutralnih i kiselih mucina u

gornjem dijelu cerviksa.
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Tablica 3. Srednje vrijednosti i pripadajuce standardne devijacije udjela neutralnih i kiselih

mucina u donjem dijelu cerviksa.

SREDNJE VRUUEDNOSTI STANDARDNE DEVIJACIE
o Udjeli neutralnih Udjeli kiselih o Udjeli . Udjeli kiselih
Ispitanice . . Ispitanice neutralnih .
mucina mucina mucina mucina
D01 / / D01 / /
D02 0,16939 0,3708 D02 0,08313 0,1224
D03 0,21483 0,15818 D03 0,04961 0,05554
D04 0,06176 0,369 D04 0,05359 0,1437
D05 0,0969 0,45181 D05 0,07565 0,1337
D06 0,02525 0,40709 D06 0,01762 0,16436
D07 0,06408 0,40012 D07 0,04605 0,14084
D08 0,1232 0,28093 D08 0,05483 0,0911
D10 0,18201 0,45606 D10 0,07265 0,08943
D12 0,283 0,15989 D12 0,12634 0,15867
D13 0,05027 0,24538 D13 0,04769 0,10874
D14 0,13428 0,36083 D14 0,08007 0,12752
D15 / / D15 / /
06

0

w

0

=Y

0

(5]

Srednja vrijednost

0

o]

0

[

Do1 D02 D03 D04 D05 D06 DO7 D08 D10 D12

Ispitanice

B Udjeli neutralnih mucina

B Udijeli kiselih mucina

D13 D14 D15

Slika 12. Grafi¢ki prikaz srednjih vrijednosti i standardnih devijacija udjela neutralnih i kiselih mucina u
donjem dijelu cerviksa.
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4.3 Statisticka usporedba omjera C/P u gornjem i donjem dijelu cerviksa

Iz statisticke obrade isklju¢ena su polja koja nisu sadrzavala Zlijezde ili nisu pokazale pozitivnu
reakciju na PAS i AB. Budu¢i da oba uzorka tkiva ispitanice broj 1 (D01 i GO1) nisu imala pozitivne
reakcije niti na jednom preparatu, te su ispitanice izbac¢ene iz statisticke analize te je ukupan broj

ispitanica uklju¢enih u analizu bio 14.

Testiranje interaktivnosti utjecaja faze ciklusa te polozaja Zlijezda unutar cerviksa (gornji i donji)
na udio neutralnih i kiselih mucina pokazalo je da utjecaj faza ciklusa na rezultate testiranja
korelacije polozaja Zlijezda i udjela neutralnih i kiselih mucina nije znac¢ajan (Hi kvadrat =2,4802,
p =0,2894). Stoga je testiranje korelacije omjera C/P i polozaja zlijezda provedeno prema
aditivnom modelu, koji iskljucuje interaktivni utjecaj faze ciklusa i polozaja zlijezda unutar

cerviksa (gornji i donji) na udio neutralnih i kiselih mucina.

Primjenom Hi kvadrat testa pokazano je da korelacija polozaja Zlijezda u cerviksu i omjera C/P
nije znacajna (Hi kvadrat =2,102, p =0,1271). Drugim rije¢ima, ne postoji razlika u udjelu

neutralnih i kiselih mucina u gornjem i donjem dijelu cerviksa.

Takoder, pokazano je da ni korelacija faze ciklusa i omjera C/P nije znacajna (Hi kvadrat =1,7688,

p =0,413).

4.4 Korelacija omjera C/P i razine spolnih hormona u serumu

Kako bi se testirala povezanost omjera C/P i razine spolnih hormona, zasebno za gornji i donji dio
cerviksa, predlozen je linearni mijeSani model koji pretpostavlja da korelacija omjera C/P i razine
spolnih hormona ovisi o polozaju Zlijezde unutar cerviksa (gornji ili donji dio). Testiranjem tog
modela, pokazano je da ne postoji navedena interakcija (Hi kvadrat = 3,2523, p = 0,1967) te da
zasebna statistiCka analiza korelacije omjera C/P 1 razine spolnih hormona za gornji 1 donji dio
cerviksa nece dati statisti¢ki znacajnu razliku. Stoga je u analizi prihvac¢en aditivni model koji
iskljucuje utjecaj polozaja zlijezde na korelaciju omjera C/P i razine spolnih hormona. Primjenom
Hi kvadrat testa na sve uzorke tkiva (i gornje i donje dijelove cerviksa), pokazano je da korelacija
omjera C/P i razine spolnih hormona nije znacajna niti za estradiol (Hi kvadrat =3,8455, p =0,1462)
niti za progesteron (Hi kvadrat =2,3074, p =0,3155).
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5 RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je usporediti udjele neutralnih i kiselih mucina u gornjem i donjem dijelu
ljudskog cerviksa te usporediti utjecaj spolnih hormona na udjele neutralnih i kiselih mucina. Kako
je struktura cervikalne sluzi odredena, izmedu ostalog, vrstom mucina koji prevladavaju u
zljezdanom epitelu, postavljena je pretpostavka da je u gornjem dijelu ljudskog cerviksa veci udio
neutralnih mucina (manje viskozna sluz), za razliku od donjeg dijela, gdje je veci udio kiselih
mucina (viskoznija sluz). Osim toga, s obzirom na faze ciklusa u kojima su se nalazile ispitanice
u vrijeme uzimanja uzoraka, kao i izmjerenih razina hormona (E2 i P4), bilo je o¢ekivano je da ¢e
viSa razina estrogena (folikularna faza, pri ovulaciji) biti povezana s manje viskoznom sluzi,

odnosno da ¢e kod tih ispitanica biti zamije¢en veci udio neutralnih mucina.

Rezultati su pokazali da ne postoji korelacija polozaja zlijezda i udjela neutralnih i Kiselih mucina
(omjer C/P u rezultatima), $to nije u skladu s istrazivanjima koja su proveli Odeblad (1959),
Rudolfsson (1971) i Menarguez (2003) u kojima zaklju¢uju da na drugaciju strukturu sluzi utjece

polozaj zlijezdi koje proizvode sluz pod stimulacijom estrogena.

Isto tako, faza ciklusa zene, prema ovom istrazivanju, nije povezana s udjelom neutralnih i kiselih
mucina u promatranom podrucju zljezdanog epitela cerviksa. Budu¢i da se razine hormona u
jajnicima razlikuju u razli¢itim fazama smatra se da faza ciklusa u kojoj se nalazi zena utjece na
strukturu sluzi, odnosno na udio neutralnih i kiselih mucina u zljezdanom epitelu (Gipson, 1999).
Tijekom folikularne faze raste razina estrogena u serumu, a time se luéi viSe sluzi koja je obi¢no
vodenasta. Sukladno istrazivanju koje su proveli Andersch-Bjorkman i sur. (2007), vodenasta sluz,
tijekom ovulacije, proizvod je Zlijezdi s ve¢im udjelom neutralnih mucina, dok je sluz prije
ovulacije (folikularna faza) i poslije ovulacije (luteinska faza) viskoznija te proizvod Zzlijezdi s
ve¢im udjelom kiselih mucina. Uzimaju¢i sve navedeno u obzir, moguce je navesti nekoliko
razloga koji su mogli utjecati na dobivene rezultate istrazivanja, koji nisu u skladu s ocekivanjima.
Prvenstveno, na rezultate je vjerojatno utjecala ¢injenica da su sve ispitanice bile u perimenopauzi.
Starenjem cerviksa smanjuje se lucenje vodenaste sluzi te se uglavnom luci viskoznija sluz, $to
upucuje na promjene u zljezdanom epitelu cerviksa. Nadalje, unato¢ pazljivom probiru ispitanica,
nije u potpunosti iskljueno da su ispitanice imale zdravstvenih problema koji su mogli utjecati na

stanje cerviksa i cervikalne sluzi. Takoder, poznato je da je raspon normalnih vrijednosti razina
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spolnih hormona tijekom folikularne i luteinske faze ciklusa relativno $irok te da postoje znacajne
individualne razlike u razinama spolnih hormona 1 reakciji cervikalnih zlijezda na hormonske
poticaje, pa je tesko na relativno malom broju uzoraka posti¢i ujednacenost rezultata (Brown,
2010). Rezultati bi bili precizniji kada bi se mogle usporediti vrijednosti omjera C/P kod iste Zene
u razli¢itim fazama ciklusa. U ovom istrazivanju imali smo dostupne podatke za svaku zenu samo

u jednom trenutku unutar menstruacijskog ciklusa.

Na dobivene rezultate moZze utjecati i sam postupak bojanja, odabir polja unutar obojanih preparata
te nacin obrade tih polja programima Ilastik i ImageJ. Upotrebom alcijanskog modrila i Schiffovog
reagensa, prikazuju se neutralni i kiseli mucini, pri ¢emu je vazan redoslijed bojanja jer se bojanjem
alcijanskim modrilom bojaju svi kiseli mucini te se blokira pozitivna reakcija na PAS. Kako bi se
izbjegla pozitivna reakcija glikogena na PAS, preporucuje se koriStenje amilaze prije tretmana
PAS-om (Dos Santos i sur., 2014). Budu¢i da u ovom istrazivanju nije koriStena amilaza, bilo je
potrebno istrenirati program llastik da na bazalnim dijelovima stanice zanemari crveno obojenje
jer se smatra da je na tom podruc¢ju doslo do pozitivne reakcije glikogena na PAS, a ne kiselih
mucina. Iako se usporedbom izvornih slika polja i slika obradenih u Ilastiku program pokazao

preciznim, moguce je da postoje pogreske u obradi.

Protokol bojanja modificiran je prema protokolu proizvodaca Schiffovog reagensa koriStenog u
bojanju (Sigma), a specifi¢no je ispiranje u tekuc¢oj vodi nakon svakog bojanja. Razliciti protokoli
se razlikuju i po trajanju inkubacija u pojedinim otopinama, $to svakako moze utjecati na reakciju
tkiva na AB i PAS. Tijekom cijelog postupka vodila se briga o ravnomjernom rasporedivanju
uzoraka u serijama, kao 1 ujednac¢enom postupku, a na odabir polja utjecala je 1 prisutnost i brojnost

zlijezda.

S obzirom na sve navedeno, prijedlog je da se u budu¢im istrazivanjima analizira ve¢i broj uzoraka,
odnosno da u istrazivanju sudjeluje veci broj ispitanica. Kako je teSko do¢i do velikog broja
ispitanica i uzoraka tkiva mladih Zena (histerektomija se uglavnom provodi kod zena u visokoj
reproduktivnoj dobi), vrlo dobra alternativa su brisevi ljudskog endocerviksa. Briseve je puno
jednostavnije prikupiti te se mogu primijeniti 1 za Zene u mladoj reproduktivnoj dobi, ¢ime se
ujedno povecava i raznolikost i broj uzoraka. Vazno je dodatno istraziti ove korelacije jer sva nova
saznanja o cervikalnoj sluzi te ¢imbenicima koji na nju utjeCu, mogu pomoc¢i pri rjeSavanju

problema neplodnosti te u mnogim podruc¢jima medicinske dijagnostike.
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6 ZAKLJUCCI

U ovom radu analizirani su udjeli neutralnih i kiselih mucina u Zljezdanom epitelu gornjeg i donjeg
cervikalnog kanala, na uzorcima ljudskog tkiva endocerviksa (N=15). Radene su usporedbe udjela

neutralnih i kiselih mucina s razinama spolnih hormona u serumu ispitanica.

1. Neutralni i kiseli mucini se se mogli primjereno razlikovati primjenom histokemijskog
bojanja Schiffovim perjodnim reagensom (PAS) i alcijanskim modrilom (AB) na 14
ispitanica. Neutralni mucini pokazali su pozitivnu reakciju na PAS, a kiseli mucini na AB.

2. Analizirani omjeri povrsina obojanih PAS-om i AB-om u zljezdanom epitelu endocerviksa,
upotrebom programa FIJI, pokazali su da ne postoji statisticki znacajna korelacija polozaja
zlijezda i udjela neutralnih i kiselih mucina, kao ni faze menstruacijskog ciklusa i udjela
neutralnih i kiselih mucina.

3. Nije potvrdena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu udjela neutralnih i kiselih mucina i
razine spolnih hormona (estrogena i progesterona) u serumu ispitanica te je pokazano da to
vrijedi jednako za gornji kao i za donji dio cerviksa.

4. Kako bi se potvrdili ili opovrgnuli rezultati dobiveni ovim istrazivanjem, s obzirom na
vaznost poznavanja cervikalne sluzi radi boljeg shvacanja neplodnosti zena, potrebna su
daljnja istraZivanja, po mogucénosti na ve¢em broju ispitanica te na brisevima endocerviksa

koji bi omoguc¢ili sudjelovanje ispitanica mlade reproduktivne dobi.
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9 PRILOG

Prilog rada je tablica sirovih podataka. SadrZi oznake ispitanica, pripadajuce faze menstruacijskog
ciklusa, polozaj Zljezdanog epitela u ljudskom vratu maternice te opisuje pripadajuce preparate —
redni broj preparata (od maksimalno 3 po uzorku) te redni broj analiziranog polja. U tablici se
nalaze i vrijednosti omjera C/P (omjer povrsina obojanih crvenom i plavom bojom) za svako
analizirano polje izdvojeno iz snimki histoloSkih preparata Zzljezdanog tkiva ljudskog vrata

maternice obojanih Schiffovim perjodnim reagensom (PAS) i alcijanskim modrilom (AB).
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' .ID . Faza Polotaj Redniji broj Redni.broj Omjer C/P
ispitanice | ciklusa preparata polja
102 F D 1 0 0,42245
102 F D 1 2 0,44859
102 F D 1 3 0,10495
102 F D 1 4 0,09272
102 F D 1 5 0,05601
102 F D 1 6 0,14751
102 F D 1 7 0,37290
102 F D 1 8 0,52012
102 F D 1 9 0,40057
102 F D 1 10 0,27258
102 F D 2 1 0,08995
102 F D 2 2 0,10652
102 F D 2 3 0,22864
102 F D 2 4 0,19801
102 F D 2 5 0,08229
102 F D 2 6 0,22917
102 F D 2 7 0,17288
102 F D 2 8 0,01890
102 F D 2 9 0,02565
102 F D 2 10 0,00701
102 F D 3 1 0,01222
102 F D 3 2 0,12736
102 F D 3 3 0,42829
102 F D 3 4 0,25759
102 F D 3 5 0,30906
102 F D 3 6 0,40642
102 F D 3 7 0,01968
102 F D 3 8 0,10680
102 F D 3 9 0,14737
102 F D 3 10 0,07888
102 F G 1 1 0,09020
102 F G 1 2 0,08462
102 F G 1 3 0,18626
102 F G 1 4 0,21357
102 F G 1 5 0,15972
102 F G 1 6 0,11907
102 F G 1 7 0,13910
102 F G 1 8 0,09698
102 F G 1 9 0,20573
102 F G 1 10 0,13792
102 F G 2 1 0,13277
102 F G 2 2 0,05884
102 F G 2 3 0,09465
102 F G 2 4 0,06127
102 F G 2 5 0,06963
102 F G 2 6 0,12063
102 F G 2 7 0,19741




102 F G 2 8 0,09272
102 F G 2 9 0,16924
102 F G 2 10 0,18449
102 F G 3 1 0,16929
102 F G 3 2 0,09286
102 F G 3 3 0,21931
102 F G 3 4 0,16917
102 F G 3 5 0,16661
102 F G 3 6 0,20540
102 F G 3 7 0,15489
102 F G 3 8 0,20294
102 F G 3 9 0,29221
102 F G 3 10 0,07819
103 F D 1 0 0,27508
103 F D 1 2 0,48241
103 F D 1 3 1,14646
103 F D 1 4 1,11564
103 F D 1 5 0,15945
103 F D 1 6 0,12260
103 F D 1 7 0,06274
103 F D 1 8 0,08322
103 F D 1 9 0,01939
103 F D 1 10 0,03853
103 F D 2 1 0,25513
103 F D 2 2 0,30340
103 F D 2 3 0,17705
103 F D 2 4 0,24546
103 F D 2 5 1,30731
103 F D 2 6 0,39402
103 F D 2 7 0,19420
103 F D 2 8 0,38340
103 F D 2 9 0,04608
103 F D 2 10 0,01752
103 F D 3 1 0,09948
103 F D 3 2 0,06853
103 F D 3 3 0,10565
103 F D 3 4 0,20581
103 F D 3 5 0,24765
103 F D 3 6 0,28900
103 F D 3 7 0,08393
103 F D 3 8 0,18503
103 F D 3 9 0,07036
103 F D 3 10 0,20506
103 F G 1 1 0,09197
103 F G 1 2 0,09874
103 F G 1 3 0,12751
103 F G 1 4 0,14482
103 F G 1 5 0,15207
103 F G 1 6 0,21500
103 F G 1 7 0,16625




103 F G 1 8 0,15804
103 F G 1 9 0,11624
103 F G 1 10 0,06536
103 F G 2 1 0,67854
103 F G 2 2 0,32842
103 F G 2 3 0,18377
103 F G 2 4 0,29979
103 F G 2 5 0,06664
103 F G 2 6 0,11070
103 F G 2 7 0,16113
103 F G 2 8 0,08460
103 F G 2 9 0,15939
103 F G 2 10 0,33933
103 F G 3 1 0,18426
103 F G 3 2 0,56360
103 F G 3 3 0,15208
103 F G 3 4 0,32986
103 F G 3 5 0,61786
103 F G 3 6 1,32429
103 F G 3 7 0,79961
103 F G 3 8 0,38248
103 F G 3 9 0,43794
103 F G 3 10 0,25967
104 L D 1 0 0,34116
104 L D 1 2 0,24029
104 L D 1 3 0,15997
104 L D 1 4 0,44062
104 L D 1 5 0,19543
104 L D 1 6 0,11105
104 L D 1 7 0,28731
104 L D 1 8 0,42420
104 L D 1 9 0,48957
104 L D 1 10 0,53135
104 L D 2 1 0,09925
104 L D 2 2 0,21617
104 L D 2 3 0,24896
104 L D 2 4 0,35030
104 L D 2 5 0,24734
104 L D 2 6 0,10140
104 L D 2 7 0,11049
104 L D 2 8 0,11177
104 L D 2 9 0,23740
104 L D 2 10 0,25060
104 L D 3 1 1,81381
104 L D 3 2 0,59846
104 L D 3 3 0,72218
104 L D 3 4 1,16822
104 L D 3 5 0,60113
104 L D 3 6 0,89079
104 L D 3 7 0,49732




104 L D 3 8 0,55485
104 L D 3 9 0,57735
104 L D 3 10 0,94495
104 L G 1 1 0,19241
104 L G 1 2 0,03351
104 L G 1 3 0,16790
104 L G 1 4 0,14627
104 L G 1 5 0,17240
104 L G 1 6 0,07268
104 L G 1 7 0,03266
104 L G 1 8 0,11634
104 L G 1 9 0,27072
104 L G 1 10 0,12379
104 L G 2 1 0,00000
104 L G 2 2 0,00000
104 L G 2 3 0,00000
104 L G 2 4 0,00000
104 L G 2 5 0,00000
104 L G 2 6 0,00000
104 L G 2 7 0,00000
104 L G 2 8 0,00000
104 L G 2 9 0,00000
104 L G 2 10 0,00000
104 L G 3 1 0,00000
104 L G 3 2 0,00000
104 L G 3 3 0,00000
104 L G 3 4 0,00000
104 L G 3 5 0,00000
104 L G 3 6 0,00000
104 L G 3 7 0,00000
104 L G 3 8 0,00000
104 L G 3 9 0,00000
104 L G 3 10 0,00000
105 L D 1 0 0,64743
105 L D 1 2 0,69576
105 L D 1 3 0,37852
105 L D 1 4 0,11735
105 L D 1 5 0,25881
105 L D 1 6 0,36035
105 L D 1 7 0,31411
105 L D 1 8 0,13264
105 L D 1 9 0,85839
105 L D 1 10 0,46847
105 L D 2 1 0,00000
105 L D 2 2 6,13077
105 L D 2 3 2,67017
105 L D 2 4 1,70914
105 L D 2 5 1,90159
105 L D 2 6 0,45310
105 L D 2 7 2,14451




105 L D 2 8 4,24635
105 L D 2 9 1,16284
105 L D 2 10 0,15308
105 L D 3 1 0,00000
105 L D 3 2 0,00000
105 L D 3 3 0,00000
105 L D 3 4 0,00000
105 L D 3 5 0,00000
105 L D 3 6 0,00000
105 L D 3 7 0,00000
105 L D 3 8 0,00000
105 L D 3 9 0,00000
105 L D 3 10 0,00000
105 L G 1 1 0,24820
105 L G 1 2 0,18078
105 L G 1 3 0,30007
105 L G 1 4 0,50012
105 L G 1 5 0,25537
105 L G 1 6 0,19062
105 L G 1 7 0,19235
105 L G 1 8 0,43327
105 L G 1 9 0,22258
105 L G 1 10 0,11235
105 L G 2 1 0,07535
105 L G 2 2 0,08515
105 L G 2 3 0,08256
105 L G 2 4 0,04275
105 L G 2 5 0,02843
105 L G 2 6 0,01770
105 L G 2 7 0,00647
105 L G 2 8 1,00000
105 L G 2 9 0,02132
105 L G 2 10 0,04208
105 L G 3 1 0,02295
105 L G 3 2 0,01068
105 L G 3 3 0,03928
105 L G 3 4 0,06790
105 L G 3 5 0,07986
105 L G 3 6 0,02665
105 L G 3 7 0,15597
105 L G 3 8 0,08026
105 L G 3 9 0,13529
105 L G 3 10 0,08987
106 L D 1 0 0,48660
106 L D 1 2 0,40491
106 L D 1 3 0,59431
106 L D 1 4 0,68661
106 L D 1 5 0,26777
106 L D 1 6 0,43269
106 L D 1 7 0,62213




106 L D 1 8 1,97990
106 L D 1 9 0,48157
106 L D 1 10 0,56446
106 L D 2 1 0,02921
106 L D 2 2 0,06868
106 L D 2 3 0,10386
106 L D 2 4 0,12984
106 L D 2 5 0,11448
106 L D 2 6 0,11621
106 L D 2 7 0,08695
106 L D 2 8 0,16973
106 L D 2 9 0,14088
106 L D 2 10 0,14818
106 L D 3 1 0,05344
106 L D 3 2 0,06920
106 L D 3 3 0,11093
106 L D 3 4 0,02616
106 L D 3 5 0,07653
106 L D 3 6 0,10840
106 L D 3 7 0,12907
106 L D 3 8 0,06848
106 L D 3 9 0,10048
106 L D 3 10 0,04053
106 L G 1 1 0,23665
106 L G 1 2 0,38923
106 L G 1 3 1,50682
106 L G 1 4 0,49160
106 L G 1 5 0,45295
106 L G 1 6 0,45617
106 L G 1 7 0,30380
106 L G 1 8 0,30941
106 L G 1 9 0,23175
106 L G 1 10 0,77496
106 L G 2 1 0,21738
106 L G 2 2 0,15031
106 L G 2 3 0,14055
106 L G 2 4 0,14814
106 L G 2 5 0,17574
106 L G 2 6 0,38154
106 L G 2 7 0,21415
106 L G 2 8 0,57780
106 L G 2 9 0,54999
106 L G 2 10 0,25027
106 L G 3 1 0,32932
106 L G 3 2 0,44111
106 L G 3 3 0,65594
106 L G 3 4 0,86008
106 L G 3 5 0,54711
106 L G 3 6 0,56830
106 L G 3 7 0,31884




106 L G 3 8 0,53211
106 L G 3 9 0,37644
106 L G 3 10 0,30552
107 F D 1 0 0,04651
107 F D 1 2 0,03796
107 F D 1 3 0,03729
107 F D 1 4 0,03373
107 F D 1 5 0,07794
107 F D 1 6 0,10447
107 F D 1 7 0,03791
107 F D 1 8 0,07313
107 F D 1 9 0,04606
107 F D 1 10 0,02611
107 F D 2 1 0,06031
107 F D 2 2 0,03791
107 F D 2 3 0,05102
107 F D 2 4 0,00980
107 F D 2 5 0,10936
107 F D 2 6 0,16704
107 F D 2 7 0,12750
107 F D 2 8 0,14857
107 F D 2 9 0,03769
107 F D 2 10 0,22366
107 F D 3 1 0,02682
107 F D 3 2 0,02751
107 F D 3 3 0,03361
107 F D 3 4 0,07676
107 F D 3 5 0,08972
107 F D 3 6 0,01264
107 F D 3 7 0,01547
107 F D 3 8 0,04020
107 F D 3 9 0,14269
107 F D 3 10 0,09314
107 F G 1 1 0,08644
107 F G 1 2 0,15730
107 F G 1 3 0,24750
107 F G 1 4 0,13249
107 F G 1 5 0,27102
107 F G 1 6 0,10260
107 F G 1 7 0,09407
107 F G 1 8 0,11848
107 F G 1 9 0,10396
107 F G 1 10 0,27143
107 F G 2 1 0,06031
107 F G 2 2 0,08434
107 F G 2 3 0,05815
107 F G 2 4 0,15449
107 F G 2 5 0,10136
107 F G 2 6 0,10260
107 F G 2 7 0,11799




107 F G 2 8 0,10124
107 F G 2 9 0,20071
107 F G 2 10 0,07238
107 F G 3 1 0,11691
107 F G 3 2 0,03636
107 F G 3 3 0,13562
107 F G 3 4 0,07404
107 F G 3 5 0,02802
107 F G 3 6 0,13527
107 F G 3 7 0,09262
107 F G 3 8 0,13256
107 F G 3 9 0,09885
107 F G 3 10 0,10992
108 L D 1 0 0,12236
108 L D 1 2 0,24610
108 L D 1 3 0,11656
108 L D 1 4 0,20085
108 L D 1 5 0,18448
108 L D 1 6 0,10573
108 L D 1 7 0,16195
108 L D 1 8 0,24231
108 L D 1 9 0,19694
108 L D 1 10 0,24100
108 L D 2 1 0,86109
108 L D 2 2 0,13396
108 L D 2 3 0,23852
108 L D 2 4 0,39963
108 L D 2 5 0,58616
108 L D 2 6 1,31422
108 L D 2 7 0,46874
108 L D 2 8 0,61753
108 L D 2 9 0,54666
108 L D 2 10 0,33434
108 L D 3 1 1,23772
108 L D 3 2 0,39188
108 L D 3 3 0,63135
108 L D 3 4 0,67732
108 L D 3 5 1,44343
108 L D 3 6 0,25385
108 L D 3 7 0,22745
108 L D 3 8 0,26325
108 L D 3 9 0,20703
108 L D 3 10 0,94924
108 L G 1 1 1,34353
108 L G 1 2 0,74137
108 L G 1 3 2,90888
108 L G 1 4 0,24405
108 L G 1 5 0,11129
108 L G 1 6 0,13294
108 L G 1 7 0,39050




108 L G 1 8 2,89295
108 L G 1 9 0,12116
108 L G 1 10 0,37886
108 L G 2 1 1,42522
108 L G 2 2 0,47575
108 L G 2 3 0,52112
108 L G 2 4 0,78481
108 L G 2 5 1,79333
108 L G 2 6 0,33348
108 L G 2 7 0,61664
108 L G 2 8 3,79371
108 L G 2 9 0,74589
108 L G 2 10 1,52595
108 L G 3 1 0,72076
108 L G 3 2 0,18522
108 L G 3 3 0,31182
108 L G 3 4 0,35932
108 L G 3 5 0,98641
108 L G 3 6 2,08361
108 L G 3 7 0,77122
108 L G 3 8 0,74806
108 L G 3 9 1,59364
108 L G 3 10 1,75912
110 F D 1 0 0,15070
110 F D 1 2 0,79544
110 F D 1 3 0,05381
110 F D 1 4 0,08536
110 F D 1 5 0,06277
110 F D 1 6 0,14971
110 F D 1 7 0,21172
110 F D 1 8 0,23856
110 F D 1 9 0,07679
110 F D 1 10 0,13572
110 F D 2 1 0,13167
110 F D 2 2 0,04775
110 F D 2 3 0,16710
110 F D 2 4 0,06691
110 F D 2 5 0,15802
110 F D 2 6 0,38127
110 F D 2 7 0,31498
110 F D 2 8 0,08189
110 F D 2 9 0,07845
110 F D 2 10 0,03716
110 F D 3 1 0,16368
110 F D 3 2 0,30736
110 F D 3 3 0,19512
110 F D 3 4 0,20109
110 F D 3 5 0,06728
110 F D 3 6 0,09497
110 F D 3 7 0,04181




110 F D 3 8 0,24827
110 F D 3 9 0,26323
110 F D 3 10 0,21389
110 F G 1 1 0,19995
110 F G 1 2 0,39093
110 F G 1 3 0,30150
110 F G 1 4 0,25909
110 F G 1 5 0,26431
110 F G 1 6 0,12564
110 F G 1 7 0,21503
110 F G 1 8 0,19713
110 F G 1 9 0,12310
110 F G 1 10 0,20521
110 F G 2 1 0,21028
110 F G 2 2 0,14522
110 F G 2 3 0,33439
110 F G 2 4 0,07622
110 F G 2 5 0,13748
110 F G 2 6 0,07844
110 F G 2 7 0,15796
110 F G 2 8 0,20505
110 F G 2 9 0,46801
110 F G 2 10 0,68910
110 F G 3 1 0,00000
110 F G 3 2 0,00000
110 F G 3 3 0,00000
110 F G 3 4 0,00000
110 F G 3 5 0,00000
110 F G 3 6 0,00000
110 F G 3 7 0,00000
110 F G 3 8 0,00000
110 F G 3 9 0,00000
110 F G 3 10 0,00000
112 L D 1 0 0,00000
112 L D 1 2 0,00000
112 L D 1 3 0,00000
112 L D 1 4 0,00000
112 L D 1 5 0,00000
112 L D 1 6 0,00000
112 L D 1 7 0,00000
112 L D 1 8 0,00000
112 L D 1 9 0,00000
112 L D 1 10 0,00000
112 L D 2 1 0,00000
112 L D 2 2 0,00000
112 L D 2 3 0,00000
112 L D 2 4 0,00000
112 L D 2 5 0,00000
112 L D 2 6 0,00000
112 L D 2 7 0,00000




112 L D 2 8 0,00000
112 L D 2 9 0,00000
112 L D 2 10 0,00000
112 L D 3 1 0,00000
112 L D 3 2 0,00000
112 L D 3 3 0,00000
112 L D 3 4 0,00000
112 L D 3 5 0,00000
112 L D 3 6 0,00000
112 L D 3 7 0,00000
112 L D 3 8 0,00000
112 L D 3 9 0,00000
112 L D 3 10 0,00000
112 L G 1 1 0,03593
112 L G 1 2 0,01052
112 L G 1 3 0,02738
112 L G 1 4 0,13424
112 L G 1 5 0,03053
112 L G 1 6 0,30551
112 L G 1 7 0,34668
112 L G 1 8 0,39919
112 L G 1 9 0,15929
112 L G 1 10 0,18014
112 L G 2 1 0,17535
112 L G 2 2 0,29686
112 L G 2 3 0,23575
112 L G 2 4 0,18417
112 L G 2 5 0,14311
112 L G 2 6 0,07888
112 L G 2 7 0,10476
112 L G 2 8 0,23127
112 L G 2 9 0,21294
112 L G 2 10 0,28746
112 L G 3 1 0,17538
112 L G 3 2 0,19070
112 L G 3 3 0,14613
112 L G 3 4 0,08172
112 L G 3 5 0,18890
112 L G 3 6 0,19373
112 L G 3 7 0,13206
112 L G 3 8 0,13663
112 L G 3 9 0,25931
112 L G 3 10 0,32289
113 F D 1 0 0,27252
113 F D 1 2 0,28657
113 F D 1 3 0,27854
113 F D 1 4 0,29763
113 F D 1 5 0,35626
113 F D 1 6 0,23454
113 F D 1 7 0,38422




113 F D 1 8 0,40096
113 F D 1 9 0,35844
113 F D 1 10 0,68149
113 F D 2 1 0,15423
113 F D 2 2 0,23403
113 F D 2 3 0,38513
113 F D 2 4 1,09666
113 F D 2 5 3,08198
113 F D 2 6 0,87647
113 F D 2 7 0,12304
113 F D 2 8 0,33739
113 F D 2 9 0,25540
113 F D 2 10 0,70789
113 F D 3 1 0,25390
113 F D 3 2 0,43633
113 F D 3 3 0,26952
113 F D 3 4 0,49113
113 F D 3 5 0,40549
113 F D 3 6 0,90678
113 F D 3 7 1,17774
113 F D 3 8 0,48600
113 F D 3 9 0,61650
113 F D 3 10 0,79685
113 F G 1 1 0,01776
113 F G 1 2 0,07102
113 F G 1 3 0,08258
113 F G 1 4 0,11146
113 F G 1 5 0,10491
113 F G 1 6 0,15722
113 F G 1 7 0,16013
113 F G 1 8 0,02598
113 F G 1 9 0,03954
113 F G 1 10 0,03314
113 F G 2 1 0,05503
113 F G 2 2 0,01629
113 F G 2 3 0,06120
113 F G 2 4 0,02483
113 F G 2 5 0,08426
113 F G 2 6 0,00981
113 F G 2 7 0,04676
113 F G 2 8 0,05607
113 F G 2 9 0,06360
113 F G 2 10 0,07923
113 F G 3 1 0,21116
113 F G 3 2 0,15816
113 F G 3 3 0,30127
113 F G 3 4 0,15998
113 F G 3 5 0,14788
113 F G 3 6 0,24012
113 F G 3 7 0,10658




113 F G 3 8 0,13404
113 F G 3 9 0,29598
113 F G 3 10 0,12302
114 P D 1 0 0,43011
114 P D 1 2 0,52711
114 P D 1 3 1,18582
114 P D 1 4 1,07861
114 P D 1 5 1,75728
114 P D 1 6 0,40504
114 P D 1 7 0,48203
114 P D 1 8 0,24893
114 P D 1 9 0,42616
114 P D 1 10 0,26945
114 P D 2 1 0,11373
114 P D 2 2 0,10162
114 P D 2 3 0,21045
114 P D 2 4 0,16436
114 P D 2 5 0,16834
114 P D 2 6 0,11869
114 P D 2 7 0,17534
114 P D 2 8 1,28774
114 P D 2 9 0,33011
114 P D 2 10 0,55700
114 P D 3 1 1,35279
114 P D 3 2 0,86970
114 P D 3 3 1,35331
114 P D 3 4 1,07083
114 P D 3 5 0,28684
114 P D 3 6 0,80540
114 P D 3 7 0,42085
114 P D 3 8 0,25941
114 P D 3 9 0,22363
114 P D 3 10 0,49016
114 P G 1 1 0,11076
114 P G 1 2 0,41260
114 P G 1 3 0,16526
114 P G 1 4 0,28008
114 P G 1 5 0,23439
114 P G 1 6 0,03780
114 P G 1 7 0,04096
114 P G 1 8 0,12405
114 P G 1 9 #DIV/0!
114 P G 1 10 0,41178
114 P G 2 1 0,10736
114 P G 2 2 0,21314
114 P G 2 3 0,03540
114 P G 2 4 0,27287
114 P G 2 5 0,42984
114 P G 2 6 0,10647
114 P G 2 7 0,07114




114 ) G 2 8 0,33980
114 P G 2 9 0,34064
114 ) G 2 10 0,07291
114 P G 3 1 0,04847
114 ) G 3 2 0,04989
114 P G 3 3 0,08386
114 ) G 3 4 0,04372
114 P G 3 5 0,02076
114 ) G 3 6 0,14787
114 P G 3 7 0,10032
114 ) G 3 8 0,14026
114 P G 3 9 0,14996
114 ) G 3 10 0,10348
115 F D 1 0 1,22946
115 F D 1 2 0,67938
115 F D 1 3 0,53401
115 F D 1 4 0,74529
115 F D 1 5 1,63618
115 F D 1 6 1,82303
115 F D 1 7 2,23693
115 F D 1 8 1,55675
115 F D 1 9 1,48494
115 F D 1 10 2,51056
115 F D 2 1 4,04447
115 F D 2 2 2,43783
115 F D 2 3 2,02487
115 F D 2 4 1,11092
115 F D 2 5 0,80704
115 F D 2 6 0,73902
115 F D 2 7 2,12393
115 F D 2 8 2,07331
115 F D 2 9 1,03016
115 F D 2 10 1,39738
115 F D 3 1 0,73090
115 F D 3 2 0,69070
115 F D 3 3 0,74643
115 F D 3 4 0,53250
115 F D 3 5 0,90627
115 F D 3 6 0,77221
115 F D 3 7 0,80029
115 F D 3 8 0,90355
115 F D 3 9 1,18979
115 F D 3 10 1,32281
115 F G 1 1 0,76132
115 F G 1 2 0,71470
115 F G 1 3 0,49121
115 F G 1 4 0,46745
115 F G 1 5 0,79638
115 F G 1 6 0,78790
115 F G 1 7 0,36149




115 F G 1 8 0,41420
115 F G 1 9 0,22554
115 F G 1 10 0,42769
115 F G 2 1 1,13581
115 F G 2 2 0,37835
115 F G 2 3 0,30784
115 F G 2 4 1,06354
115 F G 2 5 0,51581
115 F G 2 6 1,12520
115 F G 2 7 1,69455
115 F G 2 8 0,82989
115 F G 2 9 0,96862
115 F G 2 10 0,28600
115 F G 3 1 0,13154
115 F G 3 2 0,13885
115 F G 3 3 0,26931
115 F G 3 4 1,06354
115 F G 3 5 0,16184
115 F G 3 6 0,13907
115 F G 3 7 0,17682
115 F G 3 8 0,23291
115 F G 3 9 0,18139
115 F G 3 10 1,58727
116 P D 1 0 1,12096
116 P D 1 2 1,22047
116 P D 1 3 0,86859
116 P D 1 4 1,26393
116 P D 1 5 0,88622
116 P D 1 6 1,11142
116 P D 1 7 3,34519
116 P D 1 8 1,24271
116 P D 1 9 0,87440
116 P D 1 10 1,29604
116 P D 2 1 1,48758
116 P D 2 2 1,29654
116 P D 2 3 1,71823
116 P D 2 4 1,47863
116 P D 2 5 1,26963
116 P D 2 6 3,08661
116 P D 2 7 1,90006
116 P D 2 8 2,97427
116 P D 2 9 1,87209
116 P D 2 10 1,03702
116 P D 3 1 1,46931
116 P D 3 2 1,46605
116 P D 3 3 1,80044
116 P D 3 4 1,28076
116 P D 3 5 2,01368
116 P D 3 6 2,15090
116 P D 3 7 0,88318




116 P D 3 8 1,31487
116 P D 3 9 0,90592
116 P D 3 10 0,91688
116 P G 1 1 0,12585
116 P G 1 2 0,20190
116 P G 1 3 0,30971
116 P G 1 4 0,19755
116 P G 1 5 0,47231
116 P G 1 6 0,19239
116 P G 1 7 0,12801
116 P G 1 8 0,13317
116 P G 1 9 0,27408
116 P G 1 10 0,22695
116 P G 2 1 0,62009
116 P G 2 2 0,80165
116 P G 2 3 0,55173
116 P G 2 4 0,73041
116 P G 2 5 0,53306
116 P G 2 6 0,30308
116 P G 2 7 0,40151
116 P G 2 8 0,66739
116 P G 2 9 0,68969
116 P G 2 10 0,67850
116 P G 3 1 0,28660
116 P G 3 2 0,24415
116 P G 3 3 0,25243
116 P G 3 4 0,35269
116 P G 3 5 0,36471
116 P G 3 6 0,53725
116 P G 3 7 0,70976
116 P G 3 8 0,60412
116 P G 3 9 0,54254
116 P G 3 10 0,41920
117 F D 1 0 0,23555
117 F D 1 2 0,28629
117 F D 1 3 0,64857
117 F D 1 4 0,61838
117 F D 1 5 0,92441
117 F D 1 6 0,74900
117 F D 1 7 0,77670
117 F D 1 8 0,22142
117 F D 1 9 0,19718
117 F D 1 10 0,32161
117 F D 2 1 0,38281
117 F D 2 2 0,53373
117 F D 2 3 0,36004
117 F D 2 4 0,41701
117 F D 2 5 0,59677
117 F D 2 6 0,40909
117 F D 2 7 0,61518




117 F D 2 8 0,46568
117 F D 2 9 0,24111
117 F D 2 10 0,30579
117 F D 3 1 0,17891
117 F D 3 2 0,11920
117 F D 3 3 0,14933
117 F D 3 4 0,33744
117 F D 3 5 0,44763
117 F D 3 6 0,65460
117 F D 3 7 0,68674
117 F D 3 8 0,79471
117 F D 3 9 0,20901
117 F D 3 10 0,11202
117 F G 1 1 0,65201
117 F G 1 2 0,47215
117 F G 1 3 1,04366
117 F G 1 4 0,69938
117 F G 1 5 0,67705
117 F G 1 6 1,25243
117 F G 1 7 0,36727
117 F G 1 8 0,83544
117 F G 1 9 0,63345
117 F G 1 10 1,10401
117 F G 2 1 0,24311
117 F G 2 2 0,43866
117 F G 2 3 0,49818
117 F G 2 4 0,51869
117 F G 2 5 0,26919
117 F G 2 6 0,29999
117 F G 2 7 0,30752
117 F G 2 8 0,29583
117 F G 2 9 0,49477
117 F G 2 10 0,28897
117 F G 3 1 0,20073
117 F G 3 2 0,47458
117 F G 3 3 1,08490
117 F G 3 4 0,43705
117 F G 3 5 0,61563
117 F G 3 6 0,69647
117 F G 3 7 1,02038
117 F G 3 8 1,10133
117 F G 3 9 0,62535
117 F G 3 10 0,65751




