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1. UVOD



U bolesnica s premalignim promjenama vrata maternice prisutne su povecana lipidna
peroksidacija te promjene u antioksidacijskom sustavu, Sto upucuje na vaznost oksidacijskoga
stresa ve¢ u ranoj fazi karcinogeneze. Kako bismo rasvijetlili ulogu oksidacijskoga stresa u
razvoju premalignih promjena vrata maternice ispitat ¢emo paraoksonaznu i arilesteraznu
aktivnost paraoksonaze 1 (PON1), enzima koji sudjeluje u uklanjanju karcinogenih radikala
lipidne peroksidacije te razdiobu fenotipova PONL1 i ucestalost polimorfizmama gena ponl

koji utjeu na enzimsku aktivnost i koncentraciju.

1.1.Definicija problema

Cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN) oznauje intraepitelni predstadij raka vrata
maternice (Kumar i sur., 2007.). Koja ¢e premaligna lezija vrata maternice napredovati prema
malignoj, a koja krenuti prema regresiji, pitanje je na koje za sada znanost nije dala jasno
odreden odgovor. Uz prisutnost infekcije humanim papiloma virusom (HPV) i drugi kofaktori
pridonose malignoj progresiji kao primjerice povecani oksidacijski stres (Di Domenici i sur.,
2012.). Oksidacijski stres i reaktivni kisikovi spojevi (ROS, od engl. reactive oxygen species)
ukljuceni su u patogenezu razvoja raznih karcinoma. U bolesnica s rakom vrata maternice
utvrdena je povecana lipidna peroksidacija te promjene u enzimskim i neenzimskim
antioksidacijskim sustavima (Arioz i sur., 2009.; Ahmed i sur., 1999.; Balci i sur., 2012.;
Beevi i sur., 2007.; Camuzcuoglu i sur., 2009.; Delimaris i sur. 2007.; Manju i sur., 2002a.;
Manju i sur., 2002b.). Povecana lipidna peroksidacija dokazana je i u bolesnica s CIN-om, Sto
upuéuje na to da je oksidacijski stres vazan faktor u ranoj fazi karcinogeneze (Kim i sur.,
2003.; Looi 1 sur., 2008.). Povec¢ana lipidna peroksidacija ima vaznu ulogu u razvoju raka, a
oksidirani LDL smatra se glavnim oblikom lipidnih hidroperoksida koji je odgovoran za
karcinogenezu povezanu s oksidacijskim stresom (Camuzcuoglu i sur., 2009.). Unatrag
nekoliko godina sve vise se istrazuju mehanizmi koji sprjecavaju oksidaciju LDL-a, a jedan je
od njih i enzim PON1 (Sozmen i sur., 2008.).

PONI1 je u cirkulaciji najve¢im dijelom vezan za lipoprotein velike gusto¢e (HDL), a
povezanost PON1 s HDL-om nuzna je za odrZzavanje normalne serumske aktivnosti ovog
enzima. PON1 posjeduje organofosfataznu, paraoksonaznu i laktonaznu aktivnost te
hidrolizira niz supstrata. Nadalje, PON1 djeluje antiaterogeno i antioksidacijski; Stiti HDL i

lipoprotein male gusto¢e (LDL) od oksidacije i uniStava bioloski aktivne oksidirane lipide na



lipoproteinima i u arterijskim stanicama (Grdi¢ Rajkovi¢ i sur., 2011.). PON1 sudjeluje u
uklanjanju karcinogenih radikala lipidne peroksidacije koji su topljivi u lipidima te se taj
enzim smatra jednim od endogenih sakupljaca slobodnih radikala u ljudskom tijelu (Elkirani
sur., 2007.). Utvrdeno je da je aktivnost PON1 snizena kod raznih vrsta raka, primjerice kod
raka dojke, prostate, pluca i jajnika (Balci i sur, 2012.; Camuzcuoglu i sur., 2009.; Elkiran i
sur., 2007.; Samra i sur., 2011.). Prema naSim spoznajama samo jedno istrazivanje provedeno
je u svrhu odredivanja aktivnosti PON1 u bolesnica s rakom vrata maternice te je i ovdje
pokazano sniZenje enzimske aktivnosti (Samra i sur., 2011.).

Na aktivnost 1 koncentraciju PON1 djeluje niz negenskih ¢imbenika koji ukljucuju
okolisne ¢imbenike (pusenje, alkohol, prehrana, kemikalije iz okolisa, lijekove, dob) i razna
fizioloska i patoloska stanja. Uz negenske ¢imbenike na koncentraciju i aktivnost PON1
djeluju 1 genski Cimbenici koji obuhvacaju polimorfizme u promotorskoj, intronskim i
kodiraju¢im regijama gena ponl. Poznato je viSe od 160 polimorfizama ovog gena od kojih su
detaljno istrazeni polimorfizmi kodirajuce regije Q192R i L55M. U promotorskoj regiji gena
postoji barem pet polimorfizama od kojih je -108C>T takoder detaljno ispitan. 1z literaturnih
je podataka poznat utjecaj polimorfizama kodiraju¢e (Q192R i L55M) i promotorske (-
108C>T) regije gena ponl na aktivnost i koncentraciju PON1 (Grdi¢ Rajkovi¢ i sur., 2011.).
Buduc¢i da ti polimorfizmi gena ponl utje¢u na koncentraciju i aktivnost PON1, smatra se da
bi odredeni genotip mogao biti rizicni ¢imbenik za razvoj i napredovanje CIN-a. Koliko
znamo, u literaturi nema dostupnih podataka o razdiobi genotipova Q192R, L55M i -108C>T
polimorfizmima gena ponl u bolesnica s premalignim promjenama vrata maternice ni u

bolesnica s rakom vrata maternice.

1.2.Ciljevi rada

Specifiéni ciljevi rada su u kontrolnoj skupini i u skupini ispitanica s CIN-om:

1. odrediti paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1 u serumu,

2. odrediti fenotip PON1 u serumu,

3. odrediti razdiobu genotipova i alela polimorfizma Q192R, L55M i -108C>T gena ponl,

4. ispitati utjecaj polimorfizma Q192R, L55M i -108C>T gena ponl na paraoksonaznu i
arilesteraznu aktivnost PON1,

5. odrediti koncentracije parametara oksidacijskoga stresa: malondialdehida (MDA),

reduciranog glutationa (GSH) i slobodnih tiolnih skupina u serumu,



6. odrediti koncentracije parametara lipidnoga statusa: triglicerida, ukupnog kolesterola, HDL
kolesterola, LDL Kkolesterola, apolipoproteina Al (apoAl) i apolipoproteina B (apoB) u
serumu,

7. ispitati jesu li paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1, lipidni parametari i biljezi

oksidacijskoga stresa potencijalni biomarkeri u dijagnostici CIN-a.

1.3.Radne hipoteze

Snizena aktivnost PON1, antioksidacijskog enzima koji sudjeluje u uklanjanju
karcinogenih radikala lipidne peroksidacije, te veca ucestalost alela gena ponl Koji su
povezani s nizom enzimskom koncentracijom i aktivno$¢u moguéi su ¢imbenici koji, uz
ostale rizi¢ne Cimbenike, dovode do nastanka i napredovanja premaligne promjene vrata
maternice, Sto u konacnici moze rezultirati razvojem raka vrata maternice. Pregledom
literature utvrdili smo da je ovo prvo istrazivanje kojim se odreduje aktivnost PONI i
razdioba genotipova i alela polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena ponl u ispitanica s
CIN-om.

1.4.Zadatci rada i metodologija istrazivanja

Ispitanice ¢emo podjeliti u dvije skupine. Ispitivanu skupinu cinit ¢e Zene kojima je
redovitim citoloskim probirom (Papa-testom) dijagnosticiran CIN, a on ¢e biti potvrden
kolposkopskim pregledom, odnosno patohistoloSkom analizom tkiva vrata maternice.
Kontrolnu skupinu ¢init ¢e ispitanice koje redovitim citoloSkim probirom unatrag dvije
godine nisu imale citoloskih abnormalnosti u Papa-testu. Kontrolna ¢e skupina biti izabrana
prema kriterijima S$to vece podudarnosti s ispitanicama s CIN-om po dobi, nacinu Zivota i
utjecaju okoliSa. Kriterij za isklju¢ivanje iz istrazivanja bit ¢e prisutnost bubrezne bolesti,
jetrene bolesti, hipertenzije, sr¢anog udara, mozdanog udara, angine pektoris, Secerne bolesti,
policisti¢nih jajnika, endometrioze te druge maligne bolesti. Nadalje, iskljucit ¢e se ispitanice

koje uzimaju lijekove koje remete metabolizam masti i ugljikohidrata te trudnice.



Za odredivanje biokemijskih parametara iskoristit ¢e se uzorak seruma, a za
utvrdivanje prisutnosti polimorfizama gena ponl uzorak pune krvi uzet na antikoagulans
EDTA.

DNA ¢e se izolirati iz pune krvi uzete na EDTA pomoc¢u kompleta Flexi Gene DNA.
Odredivanje polimorfizama QI192R, L55M, -108C>T provodit ¢e se metodom lancane
reakcije polimerazom (PCR, od engl. polymerase chain reaction) nakon koje ¢e slijediti
metoda polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP, od engl. restriction fragment
length polymorphism).

Paraoksonazna aktivnost PON1 odredivat ¢e se upotrebom supstrata paraoksona, a
arilesterazna aktivnost PON1 odredit ¢e se upotrebom substrata fenilacetata.

Fenotip PON1 odredit ¢e se racunski metodom dvostrukog supstrata (paraokson i
fenilacetat) iz omjera NaCl-stimulirane paraoksonazne aktivnosti i arilesterazne aktivnosti
PONL1.

Za odredivanje koncentracije triglicerida, kolesterola, HDL Kkolesterola, LDL
kolesterola, apoAl i apoB primjenjivat ¢e se komercijalni testni paketi, a mjerenja ¢e se
obavljati na automatskom biokemijskom analizatoru.

Koncentracije MDA odredivat ¢e se metodom visokotla¢ne tekuéinske kromatografije
(HPLC, od eng. high performance liquid chromatography). Koncentracije GSH-a i slobodnih
tiolnih skupina odredivat ¢e se spektofotometrijskom metodom s 5,5'-ditiobis-2-

nitrobenzojevom kiselinom (DTNB).
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2.1.PREMALIGNE PROMJENE VRATA MATERNICE

2.1.1. Premaligne promjene vrata maternice

U Hrvatskoj je rak vrata maternice na osmom mjestu po ucestalosti svih malignoma u
zena. Unato¢ golemom napretku u otkrivanju tog raka, ¢ak u 1 — 2 % zena u Hrvatskoj starijih
od 40 godina razvit ¢e se rak vrata maternice. Oko 400 zena godisnje ¢e oboljeti, a oko 100
umrijeti (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2011.; Juki¢, 1999.).

Rak vrata maternice nastaje zbog napredovanja premalignih promjena na vratu
maternice koje se nazivaju cervikalnom intraepitelnom neoplazijom (CIN) ili displazijom
(Solomon i sur., 2002.). Intraepitelni stadij oznacuje pojavu diskarioti¢nih i atipi¢nih stanica
unutar epitela vrata maternice. Pri tome postoje smetnje u razvoju i sazrijevanju epitela vrata
maternice s razli¢itim stupnjem stanicne atipije, koja podrazumijeva nepravilan izgled jezgre,
nepravilnu veli¢inu jezgre, nepravilan odnos jezgre i citoplazme te promjene u kromatinu
(Kumar i sur., 2007.).

HistoloSka prosudba CIN-a zasniva se na kvalitativnim i kvantitativnim promjenama
cijele debljine zahvacenog epitela. Pri tome su klju¢ni elementi: diferencijacija (sazrijevanje,
stratifikacija), nuklearne abnormalnosti te mitotska aktivnost stanica (slika 1.) (Cosette,
2007.).

ZDRAVO TKIVO

povrsinske
stanice

parabazalne
stanice

bazalne
stanice
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bazalna

membrana

HPYV 1
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ZDRAVO TKIVO — R INVAZIVNI

DISPLAZIJA LTI KARCINOM

Slika 1. Shematski prikaz razvoja CIN-a (slika preuzeta iz literaturnog navoda Cosette,
2007.).



CIN 1 najblaZi je oblik cervikalne intraepitelne neoplazije. Mjereéi od bazalne
membrane, promjene na stanicama ne zahvacaju viSe od 1/3 debljine epitela. U bazalnome
sloju nalazi se mali broj mitoza, a atipiCne stanice s atipi¢nim jezgrama su rijetke.
Citomorfoloski, u ovom se stadiju nalazi diskarioza povrSinskih stanica, citoplazma je
intaktna i izdiferencirana, a jezgra je blago povecana, nepravilna oblika s hiperkromazijom ili

grudicastim kromatinom (slike 2. i 3.) (Kurman i sur., 2011.).

o e %% LW
Sllka 2 Hlstoloskl |zgled CIN 1 (sllka Slika 3. Citoloski izgled stanica vrata
preuzeta iz literaturnog navoda Kurman i maternice kod CIN 1 (slika preuzeta iz
sur., 2011.). literaturnog navoda Kurman i sur.,

2011.).

CIN 2 srednje je teski poremecaj pri kojemu su promjene na stanicama nesto
izraZenije i prisutne su u donje 2/3 epitela sluznice mjere¢i od bazalne membrane. Osim toga,
postoji poremecaj u rasporedu i sazrijevanju stanica, uz vidljivu prisutnost nezrelih stanica s
povecanim sadrzajem kromatina. Sloj bazalnih stanica je proSiren i sadrzava veci broj mitoza
te veci broj stanica atipi¢na izgleda. Citomorfoloski, nalazi se diskarioza na povrsinskim i

intermedijarnim stanicama (slike 4. i 5.) (Kurman i sur., 2011.).

-
Slika 4. Hlstoloskl |zgled CIN 2 Slika 5. Citoloski izgled stanica vrata
(slika preuzeta iz literaturnog maternice kod CIN 2 (slika preuzeta iz
navoda Kurman i sur., 2011.). literaturnog navoda Kurman i sur., 2011.).
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CIN 3 skupina promjena obuhvaca najtezi oblik displazije i karcinom in situ (CIS). U
ovome stadiju displasticne Sse stanice nalaze u viSe od 2/3 debljine epitela. Prisutne su
mnogobrojne mitoze te brojne stanice s izrazitim promjenama na jezgrama. Znakovi
sazrijevanja 1 diferencijacije epitela nalaze se tek u gornjoj trecini epitela. Citomorfoloski
diskarioza stanica nalazi se u cijeloj debljini sluznice, tj. u slojevima povrsinskih,
intermedijarnih i parabazalnih stanica (slika 6. i 7.). | kod CIS-a su prisutne ove promjene s
dodatno maksimalno izrazenim citomorfoloskim i histoloskim znakovima atipije (Corusi¢ i
sur., 2005.; Kumar i sur., 2007.). Brojna su istrazivanja potvrdila da je CIN ujedno i preteca
invazivne maligne bolesti (Richart i sur., 1969.). Razlika izmedu CIS-a i invazivnog raka
vrata maternice histoloSke je naravi. Kod CIS-a tanka bazalna membrana koja dijeli epitel od

subepitelnoga vezivnoga tkiva u kojemu se nalaze limfne i krvne Zile (stroma) joS uvijek je

intaktna. Pri invazivnom raku dolazi do prodora atipi¢nih (malignih) stanica kroz bazalnu
membranu (Broders, 1932.).

kL 2

e

Slika 6. Histoloski izgled CIN 3
(slika preuzeta iz literaturnog navoda
Kurman i sur., 2011.).

Slika 7. Citoloski izgled stanica vrata
maternice kod CIN 3 (slika preuzeta
iz literaturnog navoda navoda Corusié
i sur., 2005.).



2.1.2. Premaligne promjene vrata maternice i humani papiloma virus

Model nastanka CIN-a vezan je za infekciju epitela vrata maternice HPVV-om. HPV je
ikozaedarski virus promjera 52 do 55 nm, graden od DNA genoma uklopljenog u ovojnicu
sastavljenu od dviju proteinskih molekule. Virusnu kapsidu ¢ini 12 pentavalentnih i 60
heksavalentnih kapsomera. Genom virusa ¢ini kruzno postavljena dvolan¢ana molekula DNA
veli¢ine oko 7,9 kilobaza i molekulske mase 5,2 x 10°® Daltona. HPV inficira epitel koze 1

sluznica, gdje moZe izazvati benigne, premaligne i maligne promjene (Zekan i sur., 2011.).

Slika 8. HPV (slika preuzeta iz literaturnog navoda Zekan i sur., 2009.).

Do danas je potpuno genotipizirano vise od 100 tipova HPV-a. Svi humani papiloma
virusi pokazuju izrazenu sklonost inficiranju epitela te varijabilnost s obzirom na mjesta
epitela u kojemu se nalaze i na vrstu oStecenja koje uzrokuju. U genitalnoj regiji otkriveno je
oko 40 genotipova HPV-a, od kojih najvise 15 moZe uzrokovati zlo¢udne promjene vrata

maternice (Division of STD Prevention, 1999.).

HPV je glavni etioloski ¢imbenik zlocudne preobrazbe epitela vrata maternice. U tkivu
raka vrata maternice u viSe od 99,7 % sluCajeva moze se izolirati DNA visokorizi¢noga
genotipa HPV-a (Smith i sur., 2007.). HPV 16 je dominantno onkogeni genotip (51 %) u
skvamoznim lezijama, dok je HPV 18 naj¢esci (56 %) uzro¢nik glandularnog karcinoma. Ta
dva genotipa uzrokuju 74 % svih malignih promjena (Bohmer i sur., 2003.). Onkogeni tipovi
HPV-a imaju sposobnost ugradnje vlastita genoma u genom stanice domacina (Zekan i sur.,
2005.). Brojna epidemioloska istraZzivanja upucuju na ¢injenicu da je genitalna infekcija HPV-

om najéeScéa virusna spolno prenosiva bolest (Bosch i sur., 1995.). Rizik od infekcije tijekom



Zivota najmanje je 50 %. Vrh je pojavnosti infekcije HPV-om izmedu 19. i 22. godine Zivota.
U vecini slucajeva rijec je o latentnoj infekciji s prosje¢nim trajanjem oko 12 mjeseci. U vise
od 90 % inficiranih Zena opaza se spontana eliminacija HPV-a (izljeCenje) tijekom sljedece 2
godine. Perzistencija infekcije nakon prve godine jest 25 — 30 %, a nakon druge godine oko 9
%. NuZan preduvjet zlocudne promjene stanice jest trajna infekcija onkogenim genotipom
HPV-a (Munoz i sur., 2003.; Walboomers i sur., 1999.).
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Slika 9. Infekcija HPV-om (slika preuzeta iz literaturnog navoda Kahn, 2009.).

U prvom koraku dolazi do mikrotraume i infekcije bazalnoga sloja viSeslojnog
plocastog epitela genitalnoga trakta (slika 9.) (Kahn, 2009.). Virus se veze za stani¢nu
membranu, ulazi u stanicu i razmnozava se u jezgri. Naj¢eS¢e nastaje latentna virusna
infekcija (stvaranje stabilnoga neintegriranog episoma, tzv. episomsko razmnoZavanje).
Latentno, minimalno umnaZzanje prati i ne remeti diobu bazalnih stanica. U maloga broja
zarazenih dolazi do proliferacije plocastog epitela uz stvaranje bradavica i Siljastih kondiloma
tzv. vegetativna replikacija (Schiffman i sur., 2007.). Kljuénu ulogu u replikaciji virusa imaju
virusni proteini E6 i E7 (slika 10.; Zekan i sur., 2011.). Vezanje onkoproteina E7 za protein
Rb aktivira transkripcijski faktor E2F, koji je odgovoran za ekspresiju proteina potrebnih za

replikaciju DNA. Nepravilnosti u tijeku S-faze stani¢nog ciklusa u fizioloskim uvjetima
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dovode do apoptoze posredovane proteinom p53. Medutim, u stanicama inficiranim HPV-om
taj je proces onemogucen djelovanjem proteina E6, koji dovodi do proteolitiCke razgradnje
p53. Stalna aktivnost virusnih proteina E6 i E7 dovodi do nestabilnosti genoma, nakupljanja
mutacija, gubitka kontrole stani¢nog rasta i na kraju do razvoja karcinoma. Putem prirodenog
i steCenog imunosnog odgovora organizam prepoznaje i suzbija strane agense, ali, u slu¢aju
infekcije HPV-om, taj je odgovor pokatkad nedovoljan. Infekcija HPV-om dovodi do gubitka
ekspresije citokina djelovanjem E6 i E7 onkoproteina, posebice potiskivanjem ekspresije gena
za interferon (Zekan i sur., 2011.).
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Slika 10. Replikacija HPV-a (preuzeto iz literaturnog navoda Zekan i sur., 2011.)

Perzistirajuca infekcija HPV-om visokog rizika zasluzna je za nastanak i napredovanje
CIN-a. No kao $to je ve¢ spomenuto, viSe od 90 % infekcija HPV-om, neovisno o tome jesu li
uzrokovale citoloske promjene ili nisu, obi¢no prolaze bez posljedica za nekoliko mjeseci ili u
dvije godine (Stanley, 2006.). Stoga ta ¢injenica namece dvojbu je li sama infekcija dovoljna
za razvoj zlo¢udne bolesti. Brzi razvoj bolesti u imunosno kompromitiranih bolesnica te
skraceni vremenski interval od pocetka infekcije do invazivnog raka vrata maternice upucuje
na vaznost cjelokupnoga imunosnog sustava u lijeCenju infekcije, ali i zaustavljanja ili
usporavanja procesa. U relativno zdrave osobe od infekcije HPV-om do histoloski potvrdenog
CIN 3 potrebno je u prosjeku od 7 do 15 godina (Bosch i sur., 2003.; Bosch i sur., 2007.).

Infekcija HPV-om visokog rizika je nuzna, ali tek ako je udruZena s drugim ¢imbenicima
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dovodi do nastanka i napredovanja CIN-a (Di Domenico i sur., 2012.). Neki od ¢imbenika
rizika jesu pusSenje, infekcije drugim mikroorganizmima, promjene hormonskoga statusa,
imunosupresija te oksidacijski stres. Aktivno ili pasivno pusenje cigareta jedan je od mogucih
¢imbenika procesa karcinogeneze na vratu maternice (Slattery i sur., 1989.). PuSenje potiskuje
pravodobnu imunosnu reakciju smanjujuci broj Langerhansovih stanica u genitalnom epitelu,
Sto rezultira smanjenom efikasnos$¢u lokalne imunosti na HPV (Hawthorn i sur., 1988.; Viac i
sur., 1990.). Jedan od mogucih ¢imbenika jest i infekcija drugim mikroorganizmima, zbog
Cega dolazi do narusavanja integriteta cervikalnog epitela i njegove sposobnosti popravka
(Castle i sur., 2003.). Hormonska kontracepcija koja se primjenjuje duZe od pet godina
povecava rizik za razvoj CIN-a za 2-4 puta, a poveCane doze estrogena i stanje
imunosupresije u trudno¢i dovode do jateg umnazanja HPV-a (Moreno i sur., 2002.,
Schneider i sur., 1987.). Bolesti koje izazivaju sustavnu imunosnu supresiju kao infekcija
HIV-om, Hodgkinova bolest, leukemije, kolagenske vaskularne bolesti te ijatrogeno izazvana
imunosupresija u bolesnica s transplantiranim bubregom imaju povecanu ucestalost CIN-a u
usporedbi s ukupnom populacijom (Clifford i sur., 2006.; Sillman i sur., 1984.). Jedan od
¢imbenika razvoja CIN-a smatra se i prehrana (Garcia-Closas i sur., 2005.). Nedostatak
vitamina A ili beta-karotena te smanjeni unos vitamina C i E povisuju ucestalost CIN-a
(Patterson i sur., 1997.). Nadalje, istrazivanja su pokazala promjene u lipidnoj peroksidaciji i
antioksidacijskim sustavima organizma te su potvrdila prisutnost oksidacijskoga stresa u zena
s CIN-om i rakom vrata maternice (Di Domenico i sur., 2012.; Looi i sur., 2008.). Povecani
oksidacijski stres smatra se mogu¢im ¢imbenikom za razvoj i napredovanje CIN-a, ali i

jednim od ¢imbenika razvoja raka vrata maternice.
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Slika 11. Model karcinogeneze raka vrata maternice (slika preuzeta iz literaturnog navoda
Basta i sur., 2006.)
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2.1.3. Oksidacijski stres i premaligne promjene vrata maternice

Sluznica vrata maternice inficirana HPV-om izloZena je reaktivnim spojevima kisika
(ROS) i reaktivnim spojevima dusSika (RNS) koje zajednicki oznacujemo nazivom RONS (De
Marco, 2013.). U ROS ubrajamo slobodne radikale superoksid, hidroksilni radikal, peroksilni
radikal, alkoksilni radikal i hidroperoksilni radikal, a u spojeve koji nisu radikali ubrajamo
vodikov peroksid, hipoklorit i singletni kisik. U RNS ubrajamo slobodne radikale duSikov(ll)
oksid i duSikov(IV) oksid te spojeve koji nisu radikali nitritnu kiselinu i peroksinitrit
(Cepelak, 2009). RONS nastaju u oksidacijskim procesima u stanici, primjerice pri redukciji
molekularnog kisika u vodu u mitohondrijima te u vrijeme mikrosomalne peroksisomalne
oksidacije. Osim toga, RONS nastaju tijekom upale, infekcije, imunosnih reakcija, izlaganjem
ultravioletnom zracenju, ioniziraju¢emu zracenju te kod mehanickog i kemijskoga stresa (De
Marco, 2013.). U normalnim uvjetima izmedu Stvaranja i neutralizacije RONS-a postoji
ravnoteZza koja osigurava minimalne promjene bioloskih molekula. U stanicama i tkivima
postoje antioksidacijski sustavi koji uklanjaju ove spojeve. Oksidacijski stres nastaje kada
stvaranje RONS-a preraste sposobnost antioksidacijskih sustava da uklone te spojeve te dolazi
do njihove reakcije s bioloskim molekulama (proteini, lipidi i DNA), uz molekulske i
fizioloSke promjene (Shacter i sur., 2000.). U procesu karcinogeneze biokemijski ucinci
RONS-a ocituju se genskim oStecenjima, strukturnim ostecenjima proteina te promjenom
funkcije proteina zbog promjene transkripcije gena (De Marco, 2013.). Obi¢no se
pretpostavlja, premda nema sigurnih znanstvenih dokaza, da stanje stanice u ranim fazama
virusne infekcije (faza virusne adsorpcije, faza ulaska virusa u stanicu i faza virusne
ekspresije) ¢ini klju¢ni dogadaj za ishod infekcije HPV-om koja ¢e, ovisno o tome, rezultirati
spontanim ozdravljenjem, produktivnom infekcijom ili neoplasticnom transformacijom (De
Marco, 2013.). Nakon virusne infekcije, temeljne tocke u karcinogenezi jesu uspjesnost i
toc¢nost replikacije DNA. Oksidacijski stres moZe snazno utjecati na replikaciju DNA, pri
¢emu Ce se stvoriti uvjeti za ucinkovitu virusnu integraciju u stanicu domacina (De Marco,
2013.). Udruzen s virusnim onkogenim djelovanjem oksidacijski stres stvara sinergisticko
okruzenje pogodno za umnaZzanje i integraciju HPV-a u stanicu domacina (Boner i sur.,
2002.). Nadalje, oksidacijski stres sudjeluje u potiskivanju apoptoze, Sto je temeljni
mehanizam za razvoj karcinogeneze, tj. dopusStanja opstanka transformiranih klonova (De
Marco, 2013.).
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Stoga se smatra da postoji sinergistiCki uéinak genotoksi¢noga djelovanja oksidacijskoga
stresa i genomske nestabilnosti stanice izazvane infekcijom HPV-om na jednoj ili vise

molekulskih faza neoplasti¢ne inicijacije i njezine progresije (De Marco, 2013.).
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2.2. PARAOKSONAZA

Porodicu gena pon ¢ine tri ¢lana ponl, pon2 i pon3. Geni su locirani na dugome kraku
kromosoma 7 i dijele veliku strukturnu sli¢nost. Geni pokazuju oko 70 % podudarnosti u
nukleotidnome slijedu i oko 60 % podudarnosti u slijedu aminokiselina. Produkti tih gena jesu
enzimi paraoksonaza 1 (PON1), paraoksonaza 2 (PON2) i paraoksonaza 3 (PON3). Sva tri
enzima posjeduju antioksidacijsko djelovanje. Najistrazivaniji ¢lan ove porodice enzima jest
PON1 (Grdi¢ Rajkovi¢ i sur.,, 2011.). Medu ostalim, PON1 se smatra jednim od sakupljaca
slobodnih radikala i njihovih metabolickih produkata te se ubraja u enzimski antioksidacijski

sustav organizma (Sozmen i sur., 2008.).

Slika 12. Struktura PONL1 (slika preuzeta iz literaturnog navoda Yeung i sur., 2004.)

2.2.1. Paraoksonaza 1

PONL1 se sintetizira u jetri, a nakon sinteze izlucuje se u krv, gdje je najve¢im dijelom

vezan za HDL. Manjim se djelom PON1 nalazi vezan i na postprandijalnim hilomikronima i
na lipoproteinu vrlo niske gusto¢e (VLDL). PON1 je protein izgraden od 354 aminokiselinska
ostatka, relativne molekulske mase oko 43 — 45 kDa. PON1 na svojem N-kraju ima
hidrofobni signalni peptid koji je kljuéan za povezivanje PON1 s HDL-om (Draganov i sur.,
2004.; Fuhrman i sur., 2005.; Mackness i sur., 1998a.). Nakon izlu¢ivanja iz stanica PON1 se
s pomoc¢u hidrofobnoga signalnog peptida na N-kraju veze za fosfolipide HDL-a. Povezanost
PON1 s HDL-om nuZna je za odrZavanje normalne serumske aktivnosti ovog enzima. HDL
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stimulira izlucivanje 1 stabilizira izluCeni enzim te osigurava amfipatsku okolinu koja Stiti
hidrofobno podrué¢je enzima na N-kraju i koje je vjerojatno nuzno za interakciju enzima sa
supstratima. Vec¢ina PON1 vezana je za HDL koji sadrzava apoAl. Ovaj apolipoprotein nije
nuzdan za vezanje PON1 na HDL, ali je bitan za stabilizaciju enzima i za enzimsku aktivnost.
Oko 30 % ukupnog PON1 vezano je za HDL koji sadrzava klastrin (apolipoprotein J)
(Aviram, 2004a.; Deakin i sur., 2004.; James i sur., 2004.; Sorenson i sur., 1999.).

HDL u plazmi cini heterogenu skupinu lipoproteina koji imaju dva zajednicka
svojstva, veliku gusto¢u (> 1,063 g/mL) i malu veli¢inu (5 — 17 nm). PON1 nije vezan za sve
frakcije HDL-a. Manje od 10 % ukupnog HDL-a reagira s protutijelima na PON1 (von
Eckardstein i sur., 2001.; James i sur., 2004.).

2.2.2. Uloga paraoksonaze 1

PON1 je enzim Kkoji svojom paraoksonaznom, arilesteraznom i laktonaznom
aktivno$¢u hidrolizira Siroki spektar supstrata. PON1 takoder posjeduje i nisku razinu
peroksidazne aktivnosti i aktivnost sli¢nu fosfolipazi A2 (Draganov i sur., 2004.; Ng i sur.,
2005.).

PON1 hidrolizira oksone paraokson, klorpirifos okson i1 diazokson, toksicne
metabolite organofosfornih insekticida parationa, klorpirifosa i diazinona (slika 13.).
Hidrolizira i neurotoksi¢ne agense kao $to su sarin i soman (slika 14.) (Davies i sur., 1996.;

Draganov i sur., 2004.).

R—O, —0, HQ
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S 0C,Hs o OCaHs tH0 07 \OCQHs
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OzN+ Cl o \
Z paraokson Ny Korpirifos NS diazokson
R= R= | okson = |
Z N
|

C N

Slika 13. Hidroliza oksona (slika preuzeta iz literaturnog navoda Draganov i sur., 2004.).
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RO R PON1 Rzo\ Ry
P, » b
R1=CH3 R2=CH{(CH3)2 X=F izopropil metilfosfonofluoridat (sarin)

R1=CH3 R2=CH(CH3)C{CH3)3 X=F pinakolil metilfosfonofluoridat (soman)

Slika 14. Hidroliza neurotoksi¢nih agensa (slika preuzeta iz literaturnog navoda Draganov,

2004).

Nadalje, PONL1 hidrolizira aromatske estere primjerice fenilacetat, tiofenilacetat i 2—
naftilacetat (slika 15.), te razliite aromatske i alifatske laktone i ciklicne karbonate,
primjerice lakton homogentizinske kiseline, dihidrokumarin, y—butirolakton i homocistein
tiolakton (slika 16.). PONI1 takoder katalizira reverzibilnu reakciju laktonizacije y 1 o—
hidroksikarboksilnih kiselina (slika 16.) (Billecke i sur., 2000.; Draganov i sur., 2004.;
Jakubovski i sur., 2000.; Teiber i sur., 2003.).

O\ PONI O\ L
A O
&+ (¢
o~ O HH,0 OH Fe
(S) (SH)

{tio) fenilacetat
Slika 15. Hidroliza (tio)fenilacetata (slika preuzeta iz literaturnog navoda Draganov i sur.,

2004.)

I—{CHzln PONI I—{CHz)n
L — | L
0 OH OH

0 + H,0 o

B - propriolakton
¥ - hutirolakton
5 - valerolakton
£ - kaprolakton

Slika 16. Hidroliza laktona i laktonizacija hidroksikarboksilnih Kkiselina s pomo¢u PON1

(slika preuzeta iz literaturnog navoda Draganov i sur., 2004.).
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PON1 posjeduje i antiaterogeno djelovanje; Stiti HDL i LDL od oksidacije i uniStava bioloski
aktivne oksidirane lipide na lipoproteinima i u arterijskim stanicama. JoS uvijek nije poznat
fizioloski supstrat PONI te isto tako nije poznat to¢an mehanizam njegova antiaterogenoga
djelovanja. DosadaSnja su istraZzivanja pokazala da je laktonazna aktivnost najvjerojatnije
fizioloSka aktivnost PON1, a kao potencijalni fiziolodki supstrati predloZzeni su neki od
laktona prisutnih u hrani, lijekovima (statin, spirinolakton) ili derivatima masnih kiselina koji
nastaju zbog oksidacije, npr. lakton 5-hidroksi—6E,8Z,11Z,14Z—eikosatetraenoi¢ne kiseline
(5-HETE lakton) koji se nalazi na HDL-u (Aviram, 2004a.; Su i sur., 2009.). U nedostatku
znanja o fizioloskim supstratima, aktivnost PON1 najceS¢e se odreduje sa supstratima
paraoksonom (paraoksonazna aktivnost) ili fenilacetatom (arilesterazna aktivnost).

Uvjeti za hidroliti¢ku i antioksidacijsku aktivnost PON1 nisu jednaki. PON1 posjeduje
dva vezna mjesta za kalcij. Jedno je vezno mjesto vazno za stabilizaciju nativne strukture, a
drugo je bitno za kataliticku aktivnost. Kalcij je bitan za paraoksonaznu i arilesteraznu
aktivnost PONL1 te vezanje kalcija s kelatirajucim sredstvima dovodi do inhibicije enzimske
aktivnosti. S druge pak strane, kalcijevi ioni nisu nuzni za sprecavanje oksidacije LDL-a koja
je izazvana bakrovim ionima. U strukturi PON1 mnogo je aminokiselinskih ostataka koji su
vazni za organofosfataznu i arilesteraznu aktivnost. Medu ostalim, potrebno je izdvojiti tri
cisteinska ostatka, cisteinski ostatak na poziciji 284 (C284) koji je slobodan i cisteinske
ostatke na pozicijama 42 (C42) i 353 (C353) koji su vezani disulfidnom vezom. C284 nije
klju¢an za paraoksonaznu/arilesteraznu aktivnost buduci da zamjena ovoga aminokiselinskog
ostatka sa serinom ili alaninom smanjuje, ali ne dovodi do potpuna gubitka ovih aktivnosti. S
druge pak strane, ovaj je aminokiselinski ostatak nuzdan za sprjecavanje oksidacije LDL-a.
Smatra se da je C284 smjeSten u blizini aktivnoga sredista enzima te da je bitan za orijentaciju
I vezanje supstrata. Zamjena C42 i C353 alaninom rezultirala je inaktivacijom i smanjenim
izlu€ivanjem enzima te se stoga ovi aminokiselinski ostatci smatraju vaznima za izlucivanje i
kataliticku aktivnost PON1. Dosadasnja istrazivanja nisu uspjela dokazati postojanje dva
kataliticka mjesta pa Aviram i suradnici smatraju da se kataliticko mjesto odgovorno za
hidroliti¢ku i ono odgovorno za antioksidacijsku aktivnost preklapaju (Aviram i sur., 1998.;
Draganov i sur., 2004.; Grdi¢ Rajkovi¢ i sur., 2011., Josse i sur., 1999.; Kuo i sur., 1998.;
Yeung i sur., 2004.).

18



2.2.3. Varijacije u aktivnosti paraoksonaze 1

Aktivnost 1 koncentracija PON1 pokazuju znatnu interindividualnu varijaciju.
Aktivnost PON1 varira do 40 puta, dok koncentracija PON1 varira do 13 puta. Mnoga su
istrazivanja dokazala utjecaj razliCitih negenskih i1 genskih cimbenika na aktivnost i
koncentraciju PONI1 u serumu. Negenski ¢imbenici obuhvacaju razne okoliSne ¢imbenike te
fizioloSka i patoloska stanja, dok genski ¢imbenici obuhvacaju velik broj polimorfizama u
promotorskoj, kodiraju¢im i intronskim regijama gena ponl (Costa i sur., 2005.; Draganov i
sur., 2004.; Deakin i sur., 2004.; Durrington i sur., 2002.; Marchegiani i sur., 2008.).

Aktivnost PON1 smanjuje prehrana bogata trans-nezasi¢enim masnim kiselinama i
prehrana bogata mascu s visokim udjelom oksidiranih lipida. S druge pak strane, aktivnost
PONI1 povecava se djelovanjem oleinske kiseline iz maslinova ulja. Porast aktivnosti takoder
je uo¢en nakon konzumacije soka od nara koji je bogat polifenolima i antioksidansima (Costa
i sur., 2005.; Deakin i sur., 2004.).

Istrazivanja su pokazala da i puSenje i konzumacija alkohola utjecu na aktivnost
enzima. Umjerena konzumacija piva, crnog vina i1 zZestokih pi¢a dovodi do povecanja i
aktivnosti i koncentracije PONL1. Istodobno umjereno konzumiranje alkohola dovodi do
porasta i koncentracije HDL-a i apoAl Sto u konacnici moze rezultirati porastom
koncentracije enzima. Medutim, rezultati nisu dosljedni jer neka istrazivanja nisu dovela u
vezu konzumiranje alkohola i aktivnost PON1. Istrazivanja su pokazala da ekstrakt dima
cigarete dovodi do smanjenja aktivnosti PON1, a ucinak je ovisan o duzini izlozenosti i
koncentraciji ekstrakta. U¢inak je cigaretnog dima, ¢ini se, reverzibilan jer bivsi pusaci imaju
aktivnosti PON1 kao i nepusaci (Costa i sur., 2005.; Deakin i sur., 2004.; Marchegianini i
sur., 2008.; Nishio i sur., 1997.).

Aktivnost PON1 ovisna je o dobi. Aktivnost je vrlo niska nakon rodenja, postupno se
povecéava i dostize vrijednosti kao i kod odraslih ve¢ u 6. — 15. mjesecu zivota. Do smanjenja
aktivnosti dolazi u starijoj zivotnoj dobi (Costa i sur., 2005.; Deakin i sur.; 2004.).

FizioloSka i patoloska stanja utjeCu na aktivnost PON1. Primjerice, shiZena aktivnost
PONI1 nadena je u trudnica isto kao i u bolesnika koji boluju od Secerne bolesti tipa 1 1 tipa 2,
kroni¢nog zatajenja bubrega koji se lije¢e hemodijalizom, hipertireoidizma, kroni¢ne bolesti
jetre. Snizena je aktivnost povezana i s inzulinskom rezistencijom, upalom i visokom
koncentracijom kolesterola (Costa i sur., 2005.; Deakin i sur.; 2004.; Mackness i sur., 2004a.;
Mackness i sur., 2002.).
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Toga PONI:
I~ -inhihicija LDL oksidarije
4 r_ber-MdrnHza organofosfata
U -metabolizam nekih lijekova

PON1 modulacija:
-oJinlisne kemilcalije
-lijeloovi

-puienje

-prehrana

-alkohel

-doh

-fizioloslka stanja
-patoloilka stanja

Slika 17. Bioloski u¢inak i modulacija PON1 aktivnosti (slika preuzeta iz literaturnog navoda
Costa i sur., 2005.)

Do danas je opisano vise od 160 polimorfizama u kodirajué¢im, intronskim i
promotorskoj regiji gena ponl. Dva su polimorfizma u kodirajucoj regiji najviSe istrazivana i
to su polimorfizmi Q192R i L55M (Costa i sur., 2005.).

Polimorfizam Q192R oznacuje zamjenu aminokiseline glutamina argininom na
poziciji 192. Ta je zamjena rezultat zamjene nukleotida A s G u egzonu 6 gena ponl, Sto
rezultira zamjenom kodona CAA u CGA. Aloenzimi Q192 i R192 razlikuju se u afinitetu i u
kataliti¢koj aktivnosti prema raznim supstratima. Opazena razlika u enzimskoj aktivnosti u
usporedbi s razli¢itim supstratima posljedica je toga Sto je arginin na poziciji 192 vazan
aminokiselinski ostatak aktivnoga sredista enzima. Aloenzim R192 hidrolizira paraokson Sest
puta brze nego aloenzim Q192. Nasuprot tomu, aloenzim Q192 hidrolizira sarin, soman i
diazokson brZze u odnosu prema aloenzimu R192. In vivo i in vitro pokusu nisu dokazali isti
uc¢inak tih aloenzima na ispitivane supstrate. Aloenzim R192 in vitro pokazuje veéi zastitni
ucinak od toksi¢noga djelovanja paraoksona i klorpirifos oksona, dok aloenzim Q192 ima
veéi u¢inak prema diazoksonu. PONL1 in vivo ima vaznu ulogu u detoksifikaciji diazoksona i
Klorfirifos oksona, ali ne i paraoksona. Pokusi s miSevima koji nemaju gen za PON1 koji su
primili jednake koli¢ine aloenzima Q192 i R192 pokazali su da oba aloenzima in vivo pruzaju
jednaki zastitni ucinak prema diazoksonu te da je aloenzim R192 ucinkovitiji u zastiti od

Klorpirifos oksona. In vivo se pokazalo da nijedan aloenzim ne pruza zastitu od toksi¢noga
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djelovanja paraoksona. Nadalje, ti aloenzimi se razlikuju u brzini hidrolize nekih laktona i
karbonilnih estera. S druge pak strane, oba aloenzima hidroliziraju supstrat fenilacetat
podjednakom brzinom. Aloenzim Q192 efikasniji je u zastiti LDL-a od oksidacije in vitro
negoli aloenzim R192 (Adkins i sur., 1993.; Aviram i sur., 1998.; Billecke i sur., 2000.; Davis
i sur., 1996.; Deakin i sur., 2004.; Harel i sur., 2004.; Li i sur., 2000.; Mackness i sur, 1999.;
Mackness i sur., 1998b.).

Polimorfizam L55M oznacuje zamjenu aminokiseline leucina metioninom na poziciji
55, a to je posljedica zamjene nukleotida T s A u egzonu 3 gena ponl, Sto dovodi do zamjene
kodona TTG u ATG. Polimorfizam L55M utjeCe na razinu mRNA, na koncentraciju i
aktivnost PON1. Aloenzim M55 povezan je s nizom razinom mRNA s nizom koncentracijom
I aktivnoséu enzima u usporedbi s aloenzimom L55. Nasuprot tomu, aloenzim M55 je
ucinkovitiji u spre¢avanju oksidacije LDL-a. IstraZzivanja su pokazala da je aloenzim L55
stabilniji i otporniji na proteolizu, Sto djelomice objaSnjava povezanost aloenzima L55 s
ve¢om serumskom koncentracijom (Adkins i sur., 1993.; Blatter Garin i sur., 1997.; Brophy i
sur., 2000.; Deakin i sur., 2004.; Harel i sur., 2004.; Leviev i sur., 2001.; Leviev i sur., 2000.;
Leviev i sur., 1997.; Mackness i sur., 1998b.).

U promotorskoj regiji gena postoji barem pet polimorfizama koji se nalaze na
pozicijama — 909 (G ili C), - 832 (A ili G), =162 (A ili G), -126 (C ili G) i -108 (C ili T),
kada se baza koja prethodi starthom kodonu oznaci s —1 (Deakin i sur., 2004.). Istrazivanja su
pokazala da polimorfizmi na pozicijama —108, — 832, —=162 i — 909 utjecu na ekspresiju gena.
-108C, —-832A, -162A i -909G imaju veéu razinu ekspresije te, posljedicno, i veéu
koncentraciju i aktivnost u odnosu na —108T, —832G, —-162G i —909C. Analiza doprinosa
pojedina¢nog polimorfizma u promotorskoj regiji gena ponl na serumsku koncentraciju i
aktivnost PON1 komplicirana je zbog postojanja neravnotezne povezanosti izmedu
polimorfizama promotorske regije te izmedu polimorfizama u promotorskoj regiji i
polimorfizama Q192R i L55M u kodirajué¢im regijama gena ponl (Brophy i sur., 2001a,;
Brophy i sur., 2001b.; Deakin i sur., 2004.; Draganov i sur., 2004.; Leviev i sur., 2000.;
Suehiro i sur., 2000.).

Smatra se da polimorfizam —108C>T najvise pridonosi varijaciji PON1 u serumu i da
objasnjava oko 23 — 24 % ukupne varijacije PON1. Dio promotorske regije od oko 200 pb
koji sadrzi polimorfno mjesto —108 ¢ini najvazniju regulacijsku regiju promotora ponl.
Pokazano je da je polimorfno mjesto —108 smjeSteno unutar veznoga mjesta za transkripcijski

faktor Spl (specifi¢ni protein 1). Ako je na poziciji —108 prisutan nukleotid T, narusen je
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slijed koji prepoznaje transkripcijski faktor Spl te je vezanje tog faktora u tom sluc¢aju slabije
nego kada je na toj poziciji nukleotid C. Treba svakako napomenuti da je promotorska
aktivnost —108 T mnogo manja od — 108C, ali je ona prisutna, Sto upucuje na to da ova regija
samo djelomi¢no regulira transkripciju gena ponl (Deakin i sur., 2004.; Draganov i sur.,
2004.).

2.2.4. Fenotip paraoksonaze 1

PON1 je u organizmu prisutan u dvama genski odredenim oblicima aloenzima,
aloenzim A i aloenzim B koji oba posjeduju paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost.
Aloenzim B posjeduje relativno visoku paraoksonaznu aktivnost i ta je aktivnost jace
stimulirana s 1M NaCl u odnosu prema aloenzimu A. Ovo se svojstvo aloenzima iskoristava
u svrhu odredivanja fenotipa PON1 (Sozmen i sur., 2008.). Molekularna osnova polimorfne
razdiobe paraoksonazne aktivnosti PON1 jest polimorfizam Q192R. Humbert i suradnici
ustvrdili su da se na poziciji 192 u ispitanika s aloenzimom B nalazi arginin, dok se kod
ispitanika s aloenzimom A nalazi glutamin. Fenotip AA odgovara genotipu QQ, fenotip AB
genotipu QR, a fenotip BB genotipu RR (Humbert i sur., 1993.). Dva aloenzima imaju
razli¢ite prometne brojeve za supstrat paraokson i slicne prometne brojeve za supstrat
fenilacetat (Eckerson i sur., 1983.). Vazno je napomenuti da, budu¢i da arilesterazna aktivnost
nema polimorfnu razdiobu, ona sluzi za procjenu koncentracije PON1 u serumu. Arilesterazna
aktivnost korelira s koncentracijom PON1 neovisno o genotipu polimorfizma Q192R, dok
paraoksonazna aktivnost korelira samo s koncentracijom PON1 unutar odredenog genotipa
tog polimorfizma (Kujiraoka i sur., 2000.; Nevin i sur., 1996.;).

Paraoksonazna aktivnost PON1 raspodijeljena je bimodalno i ta aktivnost omoguéuje
razdvajanje fenotipa AA (homozigoti za nisku aktivnost) od fenotipa AB (heterozigoti) i BB
(homozigoti za visoku aktivnost). Nasuprot tomu, arilesterazna aktivnost PON1 raspodijeljena
je unimodalno. Danas se za odredivanje PON1 fenotipa rabi metoda s dvama supstratima.
Razdioba je omjera paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 trimodalna i omogucuje
razdvajanje sva tri fenotipa PON1. Medutim, takav omjer aktivnosti ne omogucuje uvijek
razdvajanje fenotipa AB i BB pa se primjerice primjenjuju metode u kojima se, uz supstrat
paraokson, rabi i supstrat diazokson, ¢ime se postize bolje razdvajanje AB i BB fenotipa
(Eckerson i sur., 1983.; Furlong, 2008.).
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Li i suradnici uvode 1993. termin status PON1. Status PON1 daje informaciju o
funkcionalnim aloformama PON192 i o koncentraciji PON1 u serumu. Pokazalo se da je
status PON1 bitan za odredivanje rizika od razli¢itih bolesti (Richter i sur., 2010.). Status
PON1 odreduje se upotrebom metode dvaju supstrata ili mjerenjem enzimske aktivnosti i

koncentracije (Deakin i sur., 2004.).

2.2.5. Paraoksonaza 1 i oksidacijski stres

Porast slobodnih radikala i poremecaj antioksidacijskoga statusa vazni su procesi koji
sudjeluju u patofizioloskim mehanizmima razli¢itih bolesti kao primjerice pri razvoju
ateroskleroze, Secerne bolesti i raka. Enzimski i neenzimski antioksidacijski sustavi, kao
primjerice superoksidna dizmutaza (SOD), katalaza (CAT), glutationska peroksidaza (GPx),
PONL i vitamin E vazni su sakupljaci slobodnih radikala i njihovih metabolickih produkata te
sudjeluju u odrzavanju normalnih stani¢nih funkcija i u sprje¢avanju razvoja bolesti (Sozmen
i sur., 2008.).

Velik broj dosadasnjih istrazivanja bazirao se na ispitivanjima uloge PON1 u razvoju
ateroskleroze. Poznato je da HDL stiti LDL od oksidacije i umanjuje biolosku aktivnost LDL-
a. Antioksidacijsko i antiaterogeno djelovanje HDL-a pripisuje se, medu ostalim, proteinima
koji se nalaze na HDL-u, a jedan je od njih i PON1. PONL1 §titi HDL i LDL od oksidacije i
uniStava bioloski aktivne oksidirane lipide na lipoproteinima. PONL1 Stiti antiaterogenu ulogu
HDL-a u reverznom transportu kolesterola sprje¢avajuci njegovu oksidaciju. PON1 sudjeluje
u razgradnji fosfolipidnih i kolesterol-esterskih lipidnih peroksida na LDL-a i HDL-a te
takoder hidrolizira lipidne perokside u arterijskim stanicama i u makrofagima smanjujuci
njihovu aterogenost (Aviram, 2004a.; Aviram i sur. 2004b.; Aviram, 1999a.; Aviram i sur.,
1999Db; Draganov i sur., 2004.; Mackness i sur., 2004b.; Ng i sur., 2005.).

Oksidacijski stres i oksidirani LDL (oLDL) ne povezuju se samo S razvojem
ateroskleroze nego, medu ostalim, i s razvojem raka. Djelovanje ROS-a na bioloSke
membrane i/ili lipoproteine dovodi do oksidacijskih promjena polinezasi¢enih masnih kiselina
u procesu koji se naziva lipidnom peroksidacijom. Lipidna peroksidacija dovodi do
poremecaja membranske fluidnosti, smanjenja membranskog potencijala, nakupljanja
mutagenih lipidnih epoksida, hidroperoksida, alkoksila i peroksilnih radikala i do povecanog

rizika od razvoja metastaza (Delimaris i sur., 2007.). Oksidacijski stres uzrokuje oksidacijske
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modifikacije LDL-a u subendotelnom prostoru arterijske stijenke. Odredena koli¢ina oLDL-a
iz tog se prostora oslobada u krvotok. Tijekom oksidacije LDL-a dolazi do oksidacijskih
promjena i proteina i lipida te do nastajanja metabolita lipidne peroksidacije. Istrazivanja su
pokazala da je oLDL nezavisni mitogeni faktor koji inducira proliferaciju ili stani¢nu smrt te
moZe pridonijeti razvoju i progresiji raka povecavajuéi otpustanje citokina i faktora rasta
(Delimaris i sur., 2007.). Dosadasnja istrazivanja nisu razjasnila odrazava li oLDL
oksidacijski stres koji nastaje zbog razvoja raka ili je uklju¢en u maligni proces kao neovisni
rizi¢ni ¢imbenik. Istrazivanja pokazuju pozitivnu korelaciju izmedu poveéane koncentracije
oLDL-a i povecanog rizika primjerice od raka debeloga crijeva, dojke i ovarija (Delimaris i
sur., 2007.; Suzuki i sur., 2004.; Zabirnyk i sur., 2010.).
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3. ISPITANICE | METODE
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3.1.ISPITANICE

3.1.1. Ispitanice s premalignim promjenama vrata maternice

Ispitivanje je provedeno u uzorcima 65 Zena s CIN-om. U svih je ispitanica proveden
citoloski probir (Papa-test). Jednokratnim Spatulama po Ayreu za uzimanje ektocervikalnih i
endocervikalnih uzoraka uziman je obrisak iz straznjeg svoda rodnice te s vrata maternice, a
iz cervikalnog kanala obrisak je wuzet ,Cervical Brush cetkicama®“ za uzimanje
endocervikalnog uzorka. Uzorci su preneseni na predmento staklace te fiksirani 96 %-tnim
alkoholom i transportirani u citolodki laboratorij. Nakon bojenja preprata aparatom za
automatsko bojenje po Papanicolaou nalaz je klasificiran prema medunarodno priznatom
obrascu ,,Zagreb 2002. (slika 18.; Ovanin-Rakié i sur., 2003.). Zene &iji su citoloski nalazi
klasificirani kao CIN wupucene su u kolposkopsku ambulnatu na pregled. Svim je
ispitanicama napravljen kolposkopski pregled vrata maternice te ciljana biopsija. Pregled je
ucinjen kolposkopom marke Leisegang, modelom 3MLW, uz uvecanje 7,5/15/30 puta.
Rodnica i vrat maternice obrisani su 5 %-tnom octenom kiselinom kako bi se uklonila sluz, a
zatim Lugolovom otopinom (1 - 5 %-tna jodna tinkturom koju sa¢injava 126,5 mg/L joda).
Vidljive morfoloSke promjene na vratu maternice klasificirane su prema kolposkopskom
obrascu ,,Rio de Janeiro / Zagreb 2011.“ (slika 19.; www.hdgo.hr) prema najnovijoj
kolposkopskoj klasifikaciji Rio de Janeiro 2011 (Bornstein, i sur., 2012., Grubisi¢, 2011.). S
mjesta najve¢e morfoloske promjene klijeStima za biopsiju po Tischler Morganu uzet je
uzorak tkiva koji je odloZzen u otopinu formalina. Uzorci tako dobivenoga tkiva vrata
maternice obradeni su standardnom patohistoloSkom metodom (PHD analiza) koja ukljucuje
fiksaciju tkiva u 10 %-tnom puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove, rezanje
na debljinu 5 pum, deparafiniranje i bojenje standardnom metodom hemalaun-eozin (HE).
Klasifikacija CIN-a odredena je prema klasifikaciji tumora Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO) (Devilee, 2003.). Prema toj klasifikaciji CIN promjene dijele se na CIN1, CIN2 i
CIN3. U radu je rabljena ,,The Bethesda claffications®, klasifikacija kojom se CIN promjene
dijele u skupinu niskog rizika (LG; od eng. low grade) koje su WHO Kklasifikacijom prema
PHD analizi svrstane u skupinu CIN1 promjena i na skupinu visokog rizika (HG; od eng.
high grade) koje su WHO Klasifikacijom prema PHD analizi klasificirane u CIN2, CIN3 i
karcinom in situ (CIS) promjene (Salomon i sur., 2002.).
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Kriteriji za ukljucivanje u ispitivanu skupinu bili su patohistoloska potvrda dijagnoze
CIN-a. Kriteriji za iskljucivanje iz ispitivane skupine bili su: prisutnost bubrezne bolesti,
jetrene bolesti, hipertenzije, sr¢anog udara, mozdanog udara, angine pektoris, Se¢erne bolesti,
policisti¢nih jajnika, endometrioze te maligne bolesti. Nadalje, iz ispitivane su skupine
iskljuéene ispitanice koje uzimaju lijekove koji remete metabolizam masti i ugljikohidrata te
trudnice.

Od 65 Zena s patohistoloski potvrdenim CIN-om 18 ispitanica imalo je promjene
Klasificirane kao CIN1, 23 ispitanice imale su promjene Klasificirane kao CIN2, a 24 su

ispitanice imale promjene klasificirane kao CIN3, odnosno skupinu LG je ¢inilo 18, a skupinu
HG 47 ispitanica.
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Slika 18. Citoloski obrazac ,,Zagreb 2002.“ (Ovanin-Raki¢ i sur., 2003.).
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Slika 19. Kolposkopski obrazac ,,Rio de Janeiro / Zagreb 2011.* (www.hdgo.hr)
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3.1.2. Kontrolna skupina ispitanica

Kontrolna skupina ispitanica, njih 109, izabrana je prema kriterijima S$to vece
podudarnosti s ispitanicama s CIN-om po dobi, na¢inu zivota i utjecaju okolisa. Kontrolnu
skupinu c¢ine zdrave Zene koje su podvrgnute sistematskom pregledu s urednim nalazom
Papa-testa u zadnje dvije godine.

Kriterij za iskljucivanje ispitanica iz kontrolne skupine bili su prisutnost bubrezne
bolesti, jetrene bolesti, hipertenzije, sr¢anog udara, mozdanog udara, angine pektoris, Secerne
bolesti, policisti¢nih jajnika, endometrioze te maligne bolesti. Nadalje, iz ispitivane su
skupine iskljucene ispitanice koje uzimaju lijekove koji remete metabolizam masti |

ugljikohidrata te trudnice.

3.1.3. Uzorci

Uzorci seruma i pune krvi uzete na antikoagulans EDTA uzorkovani su 12 sati nakon
uzimanja zadnjeg obroka, u jutarnjim satima. Za odredivanje biokemijskih parametara
rabljeni su uzorci seruma, a za utvrdivanje prisutnosti polimorfizama uzorci pune krvi. Uzorci
krvi uzeti bez antikoagulansa centrifugirani su nakon 30 minuta stajanja tijekom 15 minuta na
3000 okretaja/minuti, nakon ¢ega je odvojen uzorak seruma. Uzorci su do izvodenja analiza
razdijeljeni u manje volumene i pohranjeni na —20 °C. Sve ispitanice ukljucene u istrazivanje
potpisale su informirani pristanak, a ispitivanje su odobrila eticka povjerenstva Klinickog
bolnickog centra ,Sestre milosrdnice”, Poliklinike ,,Aviva“ i Eticko povjerenstvo

Medicinskog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu.
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3.2.METODE

3.2.1. Instrumenti i uredaji

o centrifuga Biofuge Stratos Heraeus, Kendro Laboratory Products, Njemacka

o suha kupelj, Termomixer comfort, Eppendorf AG, Njemacka

0 GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, SAD

osustav za elektroforezu SEA 2000, Elchrom Scientific AG, Svicarska

o sustav za hladenje MultiTemp III, Amersham Biosciences, Svicarska

o UV lampa, Bioblock Scientific, Francuska

o sustav za slikanje gelova Uvitec, Uvitec, Velika Britanija

o biokemijski automatski analizator BC-AU 680, Beckman Coulter, Brea, SAD

o biokemijski automatski analizator Cobas Integra 400 plus, Roch Diagnostics,
Mannheim, Njemacka

o spektrofotometar Cecil 9000, Cecil Instruments Limited, Velika Britanija

o spektrofotometar Cecil Aquarius CE 7200, Cecil Instruments Limited, Velika Britanija

0 ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica 1420 Victor®, Perkin Elmer, SAD

o0 HPLC s UV/VIS detektorom, Shimadzu Corporation, Japan

0 Lab 850 pH metar, Schott Instruments, Njemacka

0 analiticka kolona obrnute faze C18, 125-4 mm, Merck, Njemacka

3.2.2. Kemikalije i reagensi

test paket FlexiGene DNA, Qiagen GmbH, Njemacka
izopropanol, Kemika, Hrvatska

etanol, Kemika, Hrvatska

pocetnice, Microsynth GmbH, Svicarska

TaKaRa, Takara Biotehnology, Japan

agaroza, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka
Tris—HCI, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka
natrijev acetat, Kemika, Hrvatska

EDTA, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka

O 0O 0O 0O 0O o o o o
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etidijev bromid, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka

saharoza, Kemika, Hrvatska

bromfenolno plavilo, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka

ksilen cijanol FF, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka

standard DNA, O'RangeRuler™ 50bp DNA ladder, Fermentas Life Sciences, Litva
restrikcijski enzim Alwl, New England Biolabs, Velika Brtanija

10x pufer za restrikcijski enzim Alwl, New England Biolabs, Velika Brtanija
restrikcijski enzim Hinlll, Thermo Scientific, Litva

10x pufer za restrikcijski enzim Hinlll, Thermo Scientific, Litva

restrikcijski enzim BsrBl, New England Biolabs, Velika Brtanija

10x pufer za restrikcijski enzim BsrBl, New England Biolabs, Velika Brtanija
kalcijev klorid, Kemika, Hrvatska

natrijev klorid, Lach-Ner Ltd, Ceska

paraokson, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka

fenilacetat, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka

metanol, Kemika, Hrvatska

5,5'-ditio-bis—2—nitrobenzojeva kiselina (DTNB), Sigma Aldrich GmbH, Njemacka
butilirani hidroksi toluen (BHT), Sigma Aldrich GmbH, Njemacka

fosfatna kiselina, Kemika, Hrvatska

tiobarbiturna kiselina (TBA), Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka

voda HPLC cistoc¢e, Merck, Njemacka

kalcijev dihidrogen fosfat, Merk, Njemacka

metanol HPLC ¢istoc¢e, Kemika, Hrvatska

trigliceridi, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka

kolesterol, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka

HDL kolesterol, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka

LDL kolesterol, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka

apoAl, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka

aboB, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka
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3.2.3. I1zolacija DNA

DNA iz pune krvi uzete na antikoagulans EDTA izolirana je pomocu kompleta
FlexiGene DNA. Postupak izolacije obuhvaca nekoliko koraka. U prvom se koraku dodaje
1250 pL lizirajuceg pufera i 500 pL pune krvi. Sadrzaj se promijeSa, centrifugira 6 minuta na
10000 x g da bi se istalozile stani¢ne jezgre i mitohondriji. Nadsloj se odlije, talog posusi
okretanjem mikroepruvete na stani¢evinu, nakon ¢ega Se otopi u 250 pL smjese pufera za
denaturaciju i proteaze. Smjesa za jedan uzorak sastoji se od 2,5 L proteaze i 250 pL pufera
za denaturaciju. Nakon potpuna otapanja taloga dodaje se 150 uL pufera za denaturaciju,
reakcijska se smjesa promijesa i inkubira 10 minuta na 65 °C. Ovaj korak izolacije omoguéuje
uspjesno uklanjanje oneciS¢enja poput, primjerice, proteina. Nakon zavrSene inkubacije za
taloZzenje DNA iz vodenoga sloja upotrebljava se 300 pL 100 %-tnog izopropanola. Nakon
dodatka izopropanola smjesa se dobro promijesSa te dolazi do taloZzenja DNA. Reakcijska se
smjesa centrifugira 6 minuta na 10000 x g, nadsloj se odlije, a talog DNA posusi se
okretanjem mikroepruvete na stanicevinu. Za ispiranje taloga izolirane DNA rabi se 250 pL
70 %-tnog etanola, nakon cega slijedi taloZenje centrifugiranjem na 10000 x g tijekom 6
minuta. Nadsloj se ponovno odlijeva, a talog se osuSi na zraku. Na posuSeni talog DNA
dodaje se 200 pL pufera za hidrataciju (10 mmol/L Tris—HCI, pH 8,5) te se DNA otapa preko

noé¢i na 65 °C.

3.2.4. Provjera Cistoce i koncentracije DNA

Svim izoliranim uzorcima DNA odreduje se koncentracija i provjerava se Cistoca.
Spektofotometrijski se mjeri koli¢ina apsorbiranog zracenja od nukleotidnih baza na 260 nm.
Mjerenje apsorbancije na dvjema valnim duljinama od 260 nm i 280 nm omoguéuje
odredivanje Cistoce pripravka DNA. Na valnoj duljini od 280 nm apsorbiraju proteini, a DNA
zadovoljavajuce kvalitete ima omjer Azeo nm / Azso nm od 1,8 do 2,0. Uzorak DNA razrjeduje
se ultracistom vodom u omjeru 1:20 te se mjeri apsorbancija na 260 i 280 nm. Mjerenje se
obavlja na spektofotometru Cecil Aquarius CE 7200 prema destiliranoj vodi kao slijepoj

probi.
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Koncentracija i ¢istoca DNA odreduju se prema sljede¢im formulama:

ng/mL DNA = Azsonm * A * R = Aggonm * 50 * 20

A-— apsorbancija 1,0 odgovara koncentraciji dvolancane DNA od 50 ug/mL
R —razrjedenje DNA (1:20)

¢isto¢a DNA = Ao nm / A280nm

3.2.5. Lancdana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (PCR, od engl. polymerase chain reaction) brza je,
specifi¢na i osjetljiva metoda umnaZzanja kratkoga slijeda DNA u veliki broj istovjetnih kopija

uz termostabilni enzim DNA polimerazu.

———————— kalupDNA
pocetnice,
nukleotidi, DNA
polimeraza, pufer
[ ] Faza 1:
—— denaturacija dvolan¢ane
l DNA
- I Faza 2:
- Sparivanje pocetnica
— Faza 3:
produljenje lanca DNA

ponavljanje ciklusa

Slika 20. Lancana reakcija polimerazom
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U reakcijskoj smjesi za PCR uz DNA polimerazu nalaze se i kalup DNA Kkoji Zelimo
umnoziti, par pocetnica, smjesa Cetiriju oligonukleotida u jednakom omjeru (deoksiadenozin—
5'—trifosfat dATP, deoksigvanozin-5'-trifosfat dGTP, deoksicitidin-5'-trifosfat dCTP,
deoksitimidin—5'-trifosfat dTTP) i odgovaraju¢i pufer za PCR. Pocetnica je kraci
jednolancani oligonukleotidni niz. Par pocetnica je komplementaran krajevima kalupa DNA
koji se zZeli umnoziti te one omeduju ciljani slijed koji sadrzava polimorfno mjesto. PCR
reakcija odigrava se u tri faze: faza denaturacije dvolancane DNA u dva jednolancana lanca,
faza sparivanja poc¢etnica s DNA lancem i faza produljenja lanca DNA (slika 20.). Ova se tri
ciklusa ponavljaju mnogo puta, Sto rezultira eksponencijalnim rastom koli¢ine umnozene
DNA. U kona¢nici nastaje 2" kopija dijela DNA koji se umnaza, gdje ,,n“ predocuje broj
ciklusa.

Tablica 1. Uvjeti provodenja PCR reakcije.

Uvjeti PCR reakcije Temperatura Vrijeme

pocetna denaturacija 95°C 12 min

35 ciklusa umnazanja

denaturacija 94 °C 30s

Sparivanje pocetnica Ta* 30s

produljenje lanca DNA 72 °C 60 s
zavrsno produljivanje lanca 72 °C 7 min

*Ta — temperatura sparivanja pocetnica

Za umnazanje dijelova DNA koji sadrZzavaju polimorfna mjesta Q192R (egzon 6 gena ponl;
SNP ID rs662), L55M (egzon 3 gena ponl; SNP ID rs854560) i —108C>T (promotorsko
podrucje gena ponl; SNP ID rs705381) primjenjivana je PCR metoda koju su opisali Campo i
suradnici uz dvije modifikacije (Campo i sur., 2004.). Promijenjen je slijed pocetnice lc |
temperatura vezanja pocetnica za polimorfizam —108C>T. Ukupni volumen za umnoZavanje
pojedinac¢nih polimorfnih odsje¢aka DNA je 25 pL. Reakcijska smjesa sadrzava 100 ng
genomske DNA, 0,4 umol/L svake pocetnice, 0,2 mmol/L svakog deoksinukleotida, 0,6
jedinica Platinum Taq DNA polimeraze i 2,5 pL 10x reakcijskog pufera za PCR (100 mmol/L
Tris—HCI, pH 8,3, 500 mmol/L kalijev klorid i 15 mmol/L MgCl,). UmnaZanje DNA provodi
se u uredaju za PCR GeneAmp PCR System 9700. Uvjeti provodenja PCR reakcije prikazani
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su u tablici 1., a pocCetnice, temperature sparivanja pocetnica i veli¢ine PCR produkata za
svaki ispitivani polimorfizam u tablici 2. PCR produkti ostavljaju se najmanje 10 minuta u
uredaju za PCR na + 4 °C.

Tablica 2. Pocetnice, temperature sparivanja pocetnica i1 velicina PCR produkata za

polimorfizme Q192R, L55M i -108C>T gena ponl.

Temperatura Velicina

Polimorfizam Pocetnica sparivanja PCR
pocetnica produkta
Q192R lor: 5 TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG 3' 60 °C 238 pb

20r: 5 CCTGAGAATCTGAGTAAATCCACT 3

L55M 1.m: 5 CCTGCAATAATATGAAACAACCTG 3' 63 °C 172 pb
2.m: 5 TGAAAGACTTAAACTGCCAGTC 3'

-108C>T lcr: 5 AGCTAGCTGCCGACCCGGCGGGGAGGaG 3 69 °C 240 pb
2¢1: 5 GGCTGCAGCCCTCACCACAACCC 3

Malo slovo ,,a” u 1lcr pocetnici oznacuje uvodenje dodatnog nukleotida zbog kreiranja restrikcijskog mjesta za
enzim BsrBlI.

Uspjesnost reakcije PCR provjerava se elektroforezom umnoZenih fragmenata u 2 %-
tnom agaroznom gelu u sustavu za elektroforezu SEA 2000 uz sustav za hladenje MultiTemp
I1l. Elektroforetska pokretljivost fragmenta DNA ovisi o obliku i veli¢ini molekule.
Koncentracija agaroze, jakost i smjer elektricnog polja, sastav pufera za elektroforezu, kao i
prisutnost interkaliraju¢ih boja utjeCu na ucinkovitost razdvajanja. Dvopostotni agarozni gel
priprema se otapanjem 2 g agaroze u 100 mL TAE pufera za elektroforezu (0,04 mol/L Tris—
HCI, 5 mmol/L natrijev acetat, 0,04 mmol/L EDTA, pH 7,9). U agarozni se gel dodaje 5 pL
(konac¢ne koncentracije 0,5 pg/mL) etidijeva bromida. 5 uLL PCR produkta pomijesa se s 2 puL
pufera za nanoSenje uzoraka (30 %-tna saharoza, 0,25 %-tno bromfenolno plavilo i 0,25 %-tni
ksilen cijanol FF). Elektroforeza se provodi u TAE puferu 20-25 minuta na 120 V uz
temperaturu od 15 °C, a vizualizacija razdvojenih fragmenata izvodi se pod UV svjetlom i
fotografira sustavom Uvitec.
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3.2.6. Polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata

Umnozeni dijelovi DNA Kkoji sadrzavaju polimorfna mjesta analizirani su metodom
polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP, od engl. restriction fragment length
polymorphism) koju su opisali Campo i suradnici uz izmjenu restrikcijskog enzima za
polimorfizam —108C>T (Campo i sur., 2004.). Cilj je metode otkrivanje toc¢kastih mutacija ili
polimorfizama koji uklju¢uju promjenu slijeda DNA u jednom nukleotidu (SNP, od engl.
single nucleotide polymorphism) upotrebom restrikcijskih enzima. Preduvjet za primjenu te
metode jest da polimorfizam mijenja nukleotidni slijed u umnoZzenom fragmentu DNA kao
nastanak ili gubitak specifi¢noga restrikcijskog mjesta koje prepoznaje restrikcijski enzim.
Mjesto raspoznavanja odredeno je specificnim nukleotidnim slijedom koji je najcesce kratki
motiv dug 4-6 pb i na kojemu restrikcijski enzim kida dvolanc¢anu DNA. Ovisno o nukleotidu
u polimorfnom mjestu do¢i ¢e do kidanja umnozenog fragmenta DNA ili ¢e ono izostati.
Razdvajanje produkata kidanja restrikcijskim enzimom na agaroznom gelu omoguéuje

odredivanje genotipova ispitivanog polimorfizma (slika 21.).

PCR produkt ' '
1

Restrikcijski enzim

alel 1 (sadrZava alel 2 (ne sadrZava
restrikcijsko mjesto) v restrikcijsko mjesto)

[ A4 ] [ A4 ]

EEt——— EEE——

Tockasta mutacija ili polimorfizam (X)
stvara restrikcijsko mjesto ili dovodi do
njegova gubitka u odredenom alelu v

Razdvajanje produkata kidanja
elektroforezom u agaroznom gelu

Slika 21. Polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata
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Tablica 3. Restrikcijski enzimi i veli¢ine RFLP produkata.

Polimorfizmi Restrikcijski enzim Veli¢ina RFLP produkta
Q192R Alwl Q alel: 238 pb

R alel: 175 + 63 pb
L55M Hinlll L alel: 172 pb

M alel: 103 + 69 pb
-108C>T BsrBI Calel: 212 + 28 pb

T alel: 240 pb

Reakcijska smjesa za kidanje sadrzava odgovarajuéi restrikcijski enzim za svaki
polimorfizam, odgovaraju¢i pufer za restrikcijski enzim i umnoZeni odsjeCak DNA. Za
polimorfizam Q192R rabi se restrikcijski enzim Alwl, za polimorfizam L55M rabi se
restrikcijski enzim Hinlll, a za polimorfizam —-108C>T rabi se restrikcijski enzim BsrBlI.
Slijed koji raspoznaje restrikcijski enzim Alwl je 5 ...GGATC (N)4/ ...3', slijed za Hinlll je 5'
..CATG/... 3"i slijed za BsrBl je 5'... GAG/CGG...3' (kosa crta oznacuje mjesto kidanja).

Restrikcijska smjesa za kidanje (ukupnog volumena 15 pl) sadrzava: 4 jedinice
restrikcijskog enzima Alwl, 1,5 uLL 10x pufera za restrikciju (200 mmol/L Tris—acetat, pH 7,9,
100 mmol/L magnezijev acetat, 500 mmol/L kalijev acetat i 1 mg/mL BSA) i 9 uL PCR
produkta za polimorfizam Q192R; 5 jedinica restrikcijskog enzima Hinl1II, 1,5 uL 10x pufera
za restrikciju (100 mmol/L Tris—HCI, pH 7,5, 100 mmol/L magnezijev klorid, 500 mmol/L
natrijev klorid i 1 mg/mL BSA) i 10 uL PCR produkta za polimorfizam L55M; 3 jedinice
restrikcijskog enzima BsrBI, 1,5 uL 10x pufera za restrikciju (200 mmol/L Tris—acetat, pH
7,9, 100 mmol/L magnezijev acetat, 500 mmol/L Kkalijev acetat i 1 mg/mL BSA) i 9 uL PCR
produkta za polimorfizam —108C>T. Sve tri restrikcijske smjese inkubirane su preko no¢i na
37 °C. Produkti kidanja sa specificnim restrikcijskim enzimom za svaki ispitivani
polimorfizam prikazani su u tablici 3.

Analiza produkata kidanja restrikcijskim enzimom provodi se elektroforetskim
razdvajanjem fragmenata u 4 %-tnom agaroznom gelu u sustavu za elektroforezu SEA 2000
uz sustav za hladenje MultiTemp III. Agarozni se gel priprema otapanjem 4 g agaroze u 100
mL TAE pufera za elektroforezu. U agarozni gel dodaje se 5 uL (kona¢ne koncentracije 0,5

pg/mL) etidijeva bromida. Elektroforeza se provodi u TAE puferu 60—70 minuta na 120 V uz
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temperaturu od 15 °C, a vizualizacija razdvojenih fragmenata kidanja restrikcijskim enzimom

provodi se upotrebom UV svjetla i dokumentirana je sustavom Uvitec.

3.2.7. Odredivanje paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 u serumu

Paraoksonazna aktivnost PON1 odredena je u odsutnosti i u prisutnosti NaCl (bazalna
i NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1) upotrebom supstrata paraoksona (O,0—
dietil-O—p-nitrofenilfosfat) modificiranom metodom koju su opisali Jureti¢ i suradnici
(Jureti¢ 1 sur., 2006.). PON1 kida supstrat paraokson, pri ¢emu se oslobada p-nitrofenol.
Reakcijska smjesa za odredivanje bazalne aktivnosti sadrzava 300 uL reagensa (2,2 mmol/L
CaCl, u 0,1 mol/L Tris—HCI puferu pH 8,0, i 2,5 mmol/L paraoksona) i 15 pL seruma.
Reakcijska smjesa za odredivanje NaCl-stimulirane paraoksonazne aktivnosti sadrzava 300
UL reagensa (2,2 mmol/L CaCl, u 0,1 mol/L Tris—HCI puferu pH 8,0, 1,0 mol/L NaCl i 2,5
mmol/L paraoksona) i 15 pL seruma. Oslobadanje p-nitrofenola mjeri se kontinuirano na
biokemijskom automatskom analizatoru BC-AU680 na 410/480 nm (£410ms0 = 17900 L mol™
cm™) pri temperaturi od 37 °C. Kataliticka aktivnost enzima u internacionalnim jedinicama

po litri (U/L) izracunava se prema dolje navedenoj formuli:

v * 10°
paraoksonazna aktivnost (U/L) = AA/min * —
e*v*b

315 pL * 10°
= AA/min *

17900 L mol™ cm™ * 15 uL * 1 cm

= AA/min * 1173 umol/L

V —volumen reakcijske smjese (315 pL)

v —volumen uzorka (15 pL)

¢ — molarni apsorpcijski koeficijent (17900 L mol™ cm™)
b — debljina kivete (1 cm)

10° - faktor za preracunavanje M u uM
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Arilesterazna aktivnost PON1 odredena je upotrebom supstrata fenilacetata (Grdi¢
Rajkovic¢ i sur., 2010.). PON1 hidrolizira supstrat fenilacetat uz oslobadanje fenola koji se
odreduje kontinuiranim mjerenjem. Metoda je modificirana za odredivanje na citacu
mikrotitarskih ploda 1420 Victor®. Mati¢na otopina supstrata (100 mmol/L fenilacetat u 40 %-
tnom metanolu, stabilna tjedan dana na —20 °C) razrijedi se u omjeru 1:5 (20 mmol/L), a
uzorci seruma u omjeru 1:100 ili 1:50 s 0,1 mol/L Tris—HCI puferom, pH 8,0 koji sadrzava 2
mmol/L CaCl,. Reakcijska smjesa za odredivanje arilesterazne aktivnosti PON1 sastoji se od
0,24 mL pufera (0,1 mol/L Tris—HCI pufer, pH 8,0 koji sadrzava 2 mmol/L CaCl,), 0,03 mL
supstrata 1 0,03 mL razrijedenog seruma. Reakcijska smjesa za odredivanje spontane hidrolize
supstrata sastoji se od 0,27 mL pufera (0,1 mol/L Tris—HCI pufer, pH 8,0 koji sadrzava 2
mmol/L CaCl,) i 0,03 mL supstrata. Kontinuirano mjerenje oslobodenog fenola izvodi se na
sobnoj temperaturi s pomocu &itaca mikrotitarskih ploca 1420 Victor® na valnoj duljini od 260
nm tijekom 4 minute u 8 ciklusa po 30 sekundi prema destiliranoj vodi. Izmjerena promjena
apsorbancije u minuti u uzorcima korigira se za promjenu apsorbancije u minuti tijekom
spontane hidrolize supstrata (korigirana AA/min = AA/minyeka — AA/MIN spontana hidroliza
supstrata). Kataliticka aktivnost enzima izrazena u kilo internacionalnim jedinicama po litri
(kU/L) 1zracunava se prema sljedecoj formuli:

V *10°* 0,001 * R
arilesterazna aktivnost (kU/L) = AA/min *

e*v*b

3 mL * 10°*0,001 * 100

AA/min *

1310 L mol™t cm™* 0,3 mL * 0,5 cm

AA/min *¥1527 pmol/L
V — volumen reakcijske smjese (3 mL)

v —volumen uzorka (0,3 mL)

¢ — molarni apsorpcijski koeficijent (1310 L mol™ cm™)
b — debljina kivete (0,5 cm)

10° - faktor za preratunavanje M u uM

R — razrjedenje uzorka (100)

0,001 - faktor za preracunavanje U/L u kU/L
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Bazalna i NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1, kao i arilesterazna
aktivnost PON1 standardizirane su na koncentraciju HDL-a i apoAl. Aktivnosti su u radu
prikazane kao bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana
paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); bazalna
paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX/HDL) i na
koncentraciju apoAl (POX/apoAl); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1
standardizirana na koncentraciju HDL (POX1/HDL) i na koncentraciju apoAl
(POX1/apoAl); arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a
(ARE/HDL) i na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl).

3.2.8. Odredivanje fenotipa paraoksonaze 1

Za odredivanje fenotipa PON1 primjenjivana je metoda s dva supstrata (Eckerson i
sur., 1983.). U svakom je uzorku odredena NaCl-stimulirana paraoksonazna i arilesterazna
aktivnost PON1. Za svaki se uzorak izraCunava omjer ovih aktivnosti koji omogucuje
razvrstavanje ispitanika u tri moguca fenotipa: AA (homozigoti, niska aktivnost), AB

(heterozigoti, srednja aktivnost) i BB (homozigoti, visoka aktivnost).

3.2.9. Odredivanje koncentracije parametara lipidnoga statusa u serumu

Koncentracije triglicerida, ukupnog kolesterola, HDL kolesterola, LDL kolesterola,
apoAl i apoB odredene su standardnim metodama na analizatoru Cobas Integra 400 plus

uporabom originalnih reagensa tvrtke Roch Diagnostic.

3.2.10. Odredivanje koncentracije slobodnih tiolnih skupina u serumu

Koncentracija slobodnih tiolnih skupina u serumu odredena je upotrebom Ellmanova
reagensa (5,5'-ditio-bis—2-nitrobenzojeva kiselina ili DTNB) metodom koju su opisali Hu i
suradnici (Hu i sur., 1994.). U reakciji DTNB-a s tiolnim skupinama oslobada se 2-nitro-5-
merkapto benzojeva kiselina (TNB), koja u vodenoj sredini pri alkalnom i neutralnom pH

ionizira u zuto obojeni anion TNB™ koji se odreduje spektrofotometrijski na 412 nm.
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Reakcijska smjesa za odredivanje koncentracije slobodnih tiolnih skupina sastoji se od 50 pL
seruma, 150 pL pufera (0,25 mol/L Tris pufer, pH 8,2 koji sadrzava 20 mmol/L EDTA), 10
uL DTNB-a (10 mmol/L DTNB otopljena u apsolutnom metanolu) i 790 pL apsolutnog
metanola. Slijepa proba uzorka sadrzava 50 pL seruma, 150 pL pufera, 10 pyL destilirane
vode i 790 pL apsolutnog metanola. Slijepa proba reagensa sadrZzava 50 pL vode, 150 pL
pufera, 10 pL DTNB-a i 790 pL apsolutnog metanola. Reakcijske smjese inkubiraju se 20
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije slijedi centrifugiranje na 3000 x g tijekom 10
minuta. Apsorbancija u nadsloju mjeri se na 412 nm na spektofotometru CECIL Aquarius CE
7200 prema destiliranoj vodi. Koncentracija tiolnih skupina u serumu izrazena u mmol/L

izraCunava se prema dolje navedenoj formuli:

tiolne skupine (mmol/L) = (A-B-C) * V* 10°

v¥e*b

= (A-B-C) * 1mL*10°
0,05 mL * 13600 L mol™ cm™* 1 ¢cm

= (A-B-C) * 1,47 mM

V — volumen reakcijske smjese (1 mL)
v —volumen uzorka (0,05 mL)

It cm™)

€ — molarni apsorpcijski koeficijent (13600 L mo
b — debljina kivete (1 cm)

10° - faktor za preracunavanje M u mM

A — apsorbancija probe na 412 nm

B — apsorbancija slijepe probe reagensa na 412 nm

C — apsorbancija slijepe probe uzorka na 412 nm
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3.2.11. Odredivanje koncentracije malondialdehida u serumu

Koncentracija MDA u serumu odredena je modificiranom metodom koju su opisali
Drury i suradnici (Domijan i sur., 2014; Drury i sur., 1997.). Metoda se temelji na reakciji
MDA iz seruma s tiobarbiturnom kiselinom (TBA) pri ¢emu nastaje crveni pigment koji se
odreduje pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC, od eng. high
performance liquid chromatography). Specificnost reakcije poveéava se upotrebom
antioksidansa butiliranog hidroksitoluena (BHT) i primjenom HPLC-a koji omogucuje
odvajanje kompleksa MDA-TBA od ostalih komponenti u reakcijskoj smjesi koje takoder
apsorbiraju na istoj valnoj duljini. Reakcijska smjesa sadrzava 50 pL seruma, 5 pL 0,2 %-
tnog BHT-a i 750 pL 1 %-tnog H3PO,. Sadrzaj se epruvete promijesa i u reakcijsku se smjesu
dodaje 250 pL 0,6 %-tnog TBA-a i 445 uL vode HPLC C¢isto¢e te se smjesa ponovno
promijeSa. Reakcijska se smjesa inkubira u vodenoj kupelji na 100 °C tijekom 20 minuta.
Nakon zavrSene inkubacije reakcija se zaustavlja uranjanjem epruveta u hladnu vodu. Uzorci
se prebacuju u automatski ubaciva¢ uzoraka koji je temperiran na 15 °C i koncentracija
MDA-a odreduje se s pomo¢u HPLC-a. Mobilna se faza sastoji od 50 mmol/L KH,;POy4 i
metanola HPLC c¢isto¢e u omjeru 60:40, a pH mobilne faze podesen je na 6,8. Protok mobilne
faze podeSen je na 1 mL/min. Rabljena analiticka kolona jest kolona obrnute faze C18 koja je
tijekom analize temperirana na 32 °C. Valna duljina UV detektora je 532 nm, a vrijeme
zadrZzavanja MDA-a na analitickoj koloni je 2,5 minute. Koncentracija MDA-a u uzorku
odreduje se pomocu standardne krivulje standarda 1,1,3,3-tetrametoksi propana poznate

koncentracije. Koncentracija MDA-a izrazava se u umol/L.

3.2.12. Odredivanje koncentracije reduciranog glutationa u serumu

Koncentracija reduciranog glutationa odredena je spektofotometrijskom metodom po
Ellmanu (Rumora i sur., 2007.) koja se temelji na vezanju 5,5'-ditio-bis—2-nitrobenzojeve
kiseline ili DTNB-a. U reakciji dolazi do kidanja disulfidne veze i nastanka 2-nitro-5-
tiobenzoata (NTB’) koji ionizira u Zuto obojeni NTB?. Reakcijska smjesa sadrzava 50 pL
DTNB-a, 850 pL fosfatnog pufera i 100 pL seruma za uzorak, 100 pL standarda GSH za
standard i 100 pL vode za slijepu probu. Apsorbancija se mjeri na 410 nm, a koncentracija

reduciranog GSH-a odreduje se pomocu standardne krivulje.
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3.2.13. Statisticka obrada podataka

StatistiCka obrada podataka provedena je pomocu statistickih programskih paketa
SigmaStat 3.0 za Windows (2003. SPSS Inc.) i Medcalc 13.3.0.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgija). Osnovna obiljezja varijabli testirana su primjenom deskriptivne analize.
Upotrebom Kolmogorov-Smirnovljeva testa testirana je normalnost razdiobe podataka.
Rezultati podataka koji su slijedili normalnu razdiobu prikazani su u obliku srednja vrijednost
+ standardna devijacija, a rezultati podataka koji nisu slijedili normalnu razdiobu prikazani su
u obliku medijana i interkvartilnog raspona izmedu prvog i tre¢eg kvartila. y test rabljen je za
testiranje znacajnosti razlike izmedu skupina kategori¢kih podataka. Za testiranje znacajnosti
razlike izmedu skupina broj¢anih podataka koje su slijedile normalnu razdiobu primjenjivan
je parametrijski nezavisni t-test. Za podatke koji nisu slijedili normalnu razdiobu rabljeni su
neparametrijski testovi Mann-Whitneyev test ili Kruskal-Wallisov test i Dunnova metoda za
posthoc testiranje. Dijagnosticka to€nost, pripadaju¢a grani¢na vrijednost, specifi¢nost i
osjetljivost odredene su analizom ROC (od engl. reciever operating characteristic) krivulje.
Univarijantna i multivarijantna logisticka regresija koriStena je za ispitivanje odredenih

parametra kao prediktora CIN-a. Vrijednost P <0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

45



4.1. AKTIVNOST PARAOKSONAZE 1 | LIPIDNI STATUS U ISPITANICA S
REDOVITIM  MENSTRUALNIM CIKLUSOM | U ISPITANICA U
POSTMENOPAUZI

U istrazivanje su ukljuéene Zene reproduktivne dobi i Zene u postmenopauzi. Zene u
postmenopauzi imaju promijenjeni lipidni i hormonski status u usporedbi sa Zenama
reproduktivne dobi. Da bismo iskljucili utjecaj hormonskoga i lipidnoga statusa na aktivnost
PONL1, usporedili smo paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1 izmedu skupine zdravih
Zena u postmenopauzi (n = 23) i skupine zdravih Zena s redovitim menstrualnim ciklusom (n
= 51). Skupina Zena s redovitim menstrualnim ciklusom podijeljena je u dvije podskupine, 25
ispitanica u folikularnoj fazi ciklusa i 26 zena u lutealnoj fazi ciklusa. U ovaj dio

preliminarnog ispitivanja ukljucen je samo jedan dio kontrolnih ispitanica.

4.1.1. Koncentracije parametara lipidnoga statusa
Parametri lipidnog statusa usporedeni su izmedu Zena reproduktivne dobi koje su

podjeljene u dvije podskupine (folikularna i lutealna faza menstrualnog ciklusa) i skupine
Zena u postmenopauzi. Koncentracije parametara lipidnoga statusa prikazane su u tablici 4.

Tablica 4. Koncentracije parametara lipidnoga statusa u ispitivanim skupinama.

Folikularna faza Lutealna faza

ciklusa® ciklusa' Postmenopauza®  P?
Trigliceridi (mmol/L) 0,9 (0,7-1,3) 0,7 (0,6-1,0) 1,5(0,9-1,7) 0,002
Kolesterol (mmol/L) 5,10 (4,78-6,10) 5,05 (4,70-5,40) | 6,30 (5,73-7,23) <0,001
HDL (mmol/L) 1,7 (1,4-2,0) 1,7 (1,5-1,9) 1,7 (1,4-2,0) 0,870
LDL (mmol/L) 3,00 (2,56-3,63) 3,00 (2,70-3,70) | 3,90 (3,23-4,50) <0,001
apoAl (g/L) 1,68 (1,48-1,94) 1,70 (1,58-1,81) | 1,78 (1,60-1,97) 0,386
apoB (g/L) 0,88 (0,75-1,01) 0,79 (0,68-1,00) | 1,07 (0,90-1,24) 0,002

'Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).

“Testirano Kruskall-Wallisovim testom. Posthoc testiranje provedeno je Dunnovom metodom.
Lipoprotein velike gusto¢e (HDL); lipoprotein male gusto¢e (LDL); apolipoprotein Al (apoAl); apolipoprotein B

(apoB).
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Koncentracija triglicerida (P = 0,002), kolesterola (P <0,001), LDL kolesterola (P <0,001) i
apoB (P = 0,002) znatno se razlikovala izmedu triju ispitivanih skupina. Posthoc testom
utvrdeno je da su koncentracije kolesterola, LDL kolesterola i apoB mnogo vece u ispitanica u
menopauzi u odnosu prema skupini Zena u folikularnoj fazi i u usporedbi sa Zenama u
lutealnoj fazi menstrualnog ciklusa. Posthoc testiranjem takoder je utvrdeno da se
koncentracija triglicerida razlikuje samo izmedu skupine ispitanica u menopauzi i skupine
ispitanica u lutealnoj fazi ciklusa. Koncentracija HDL kolesterola i apoAl ne razlikuje se

izmedu triju ispitivanih skupina.

4.1.2. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1

Paraoksonazna 1 arilesterazna aktivnost PON1 usporedene su izmedu skupine Zena
reproduktivne dobi koje su podjeljene u dvije podskupine (folikularna i lutealna faza
menstrualnog ciklusa) i skupine Zena u postmenopauzi. Paraoksonazna i arilesterazna
aktivnost PONL te aktivnosti standardizirane na koncentraciju HDL-a i apoAl prikazane su u

tablici 5. te se nisu razlikovale izmedu triju ispitivanih skupina.
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Tablica 5. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 u ispitivanim skupinama.

Folikularna faza

Lutealna faza

ciklusa' ciklusa® Postmenopauza® P’
POX (U/L) 104 (66-260) 106 (63-250) 93 (71-165) 0,847
POX/HDL (U/mmol) | 49 (38-153) 58 (42-131) 48 (36-94) 0,775
POX/apoAl (U/g) 50 (37-177) 60 (36-139) 51 (36-88) 0,528
POX1 (U/L) 210 (131-462) 211 (120-442) | 180 (139-296) | 0, 857
POX1/HDL (U/mmol) | 99 (72-272) 115 (81-237) 94 (69-169) 0,855
POX1/apoAl (U/g) 101 (74-315) 116 (69-248) 101 (71-156) 0,580
ARE (KU/L) 74 (63-82) 70 (54-91) 70 (60-81) 0,906
ARE/HDL (kU/mmol) | 41 (36-50) 42 (35-50) 41 (32-49) 0,875
ARE/apoAl (kU/g) 41 (37-52) 44 (33-51) 37 (32-45) 0,346

'Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).

*Testirano Kruskall-Wallisovim testom.
Bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1);
arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju
HDL-a (POX/HDL) i na koncentraciju apoAl (POX/apoAl); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1
standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX1/HDL) i na koncentraciju apoAl (POX1/apoAl); arilesterazna

aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl).
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4.2. ISPITIVANI PARAMETRI U SKUPINI ZDRAVIH ISPITANICA | U SKUPINI
ISPITANICA S PREMALIGNIM PROMJENAMA VRATA MATERNICE

Koncentracije parametara lipidnoga statusa, oksidacijskoga stresa, paraoksonazne i
arilesterazne aktivnosti PON1, fenotipovi PON1 i razdioba genotipova i alela Q192R, L55M
I -108C>T polimorfizama gena ponl usporedeni su izmedu kontrolne skupine ispitanica

(n=109) i skupine ispitanica s CIN-om (n=65).

4.2.1. Demografska obiljezja ispitivanih skupina

U tablici 6. prikazana su demografska obiljezja kontrolne skupine ispitanica i skupine
ispitanica s CIN-om. Dvije se ispitivane skupine ne razlikuju po dobi, tezZini, visini ni po
indeksu tjelesne mase (BMI).

Takoder se dvije ispitivane skupine ne razlikuju prema udjelu zena u reproduktivnoj dobi i

Zena u postmenopauzi.

Tablica 6. Demografska obiljezja u ispitivanim skupinama.

Kontrolne ispitanice’ CIN! p?
Dob (godine) 38 (32 - 46) 37 (29 - 42) 0,065
Tezina (kg) 65 (59 - 75) 63 (58 - 70) 0,121
Visina (cm) 168 (164 - 172) 168 (165 - 170) 0,750
BMI (kg/m?) 23 (21 - 27) 22 (21 - 24) 0,068
Reproduktivnadob (n, %) |92 84 61 94 0,108
Postmenopauza (n, %) 17 16 4 6

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon) ili kao apsolutni broj i postotak.
*Testirano Mann-Whitneyevim testom ili 52 -testom.
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4.2.2. Koncentracije parametara lipidnoga statusa

Koncentracije parametara lipidnog statusa usporedene su izmedu kontrolne skupine

ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om te su rezultati prikazani u tablici 7. Koncentracije

triglicerida, ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i apoB ne razlikuje se izmedu dviju

ispitivanih  skupina. Koncentracija HDL kolesterola mnogo je niza (P <0,001), a

koncentracija apoAl mnogo je visa (P = 0,006) u skupini ispitanica s CIN-om.

Tablica 7. Koncentracije parametara lipidnoga statusa u ispitivanim skupinama.

Kontrolne ispitanice’ CIN* p?
Trigliceridi (mmol/L) 1,0(0,7-1,3) 0,9(0,7-1,2) 0,716
Kolesterol (mmol/L) 53(4,9-64) 53(4,9-6,1) 0,562
HDL (mmol/L) 1,8 (1,5-2,0) 1,4 (1,3 - 1,6) <0,001
LDL (mmol/L) 3,1(2,7-3,8) 3,3(2,8-4,1) 0,228
apoAl (g/L) 1,73 (1,58 — 1,99) 1,88 (1,74-2,07) | 0,006
apoB (g/L) 0,93 + 0,26 0,88 + 0,25 0,204

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon) ili kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
2 Testirano Mann-Whitneyevim testom ili nezavisnim t-testom.
Lipoprotein velike gusto¢e (HDL); lipoprotein male gustoée (LDL); apolipoprotein Al (apoAl); apolipoprotein B

(apoB).
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4.2.3. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa

Biljezi oksidacijskog stresa usporedeni su izmedu kontrolne skupine ispitanica i

skupine ispitanica s CIN-om. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa (slobodnih tiolnih

skupina, MDA i GSH) prikazane su u tablici 8. Koncentracija tiolnih skupina nije se

razlikovala izmedu kontrolne skupine ispitanica i ispitanica s CIN-om. Koncentracija MDA-a

je niza (P <0,001), a koncentracija GSH-a visa (P <0,001) u skupini ispitanica s CIN-om.

Tablica 8. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa u ispitivanim skupinama.

Kontrolne ispitanice’ ~ CIN! p?
Tioli (mmol/L) | 0,362 (0,332-0,389) | 0,352 (0,304 - 0,404) | 0,519
MDA (umol/L) | 0,76 (0,57 - 1,15) 0,39 (0,27 - 0,55) <0,001
GSH (ug/mL) 53,41 (34,75 - 134,41) | 111,98 (66,02 - 129,56) | <0,001

'Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).

*Testirano Mann-Whitneyevim testom.
Malondialdehid (MDA); reducirani glutation (GSH).
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4.2.4. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1

Paraoksonazna i arilesterazna aktivhost PON1 usporedena je izmedu kontrolne
skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om. Raspon POX-a u kontrolnoj je skupini
ispitanika od 39 do 714 U/L, a u skupini s CIN-om od 37 do 592 U/L. Raspon POX/HDL u
kontrolnoj skupini je od 24 do 355 U/mmol, a u skupini s CIN-om od 19 do 556 U/mmol.
Raspon je POX/apoAl u kontrolnoj skupini od 23 do 383 U/g, dok je u skupini s CIN-om od
17 do 309 U/g. Raspodjela POX-a i u kontrolnoj skupini i u skupini ispitanica s CIN-om jest
bimodalna (slika 22. i slika 23). Raspon POX1 u kontrolnoj je skupini od 72 do 1219 U/L, a
u skupini s CIN-om od 68 do 1139 U/L. Raspon POX1/HDL u kontrolnoj je skupini od 45 do
612 U/mmol, a u skupini s CIN-om od 36 do 964 U/mmol. Raspon POX1/apoAl u kontrolnoj
je skupini od 45 do 656 U/g, dok je u skupini s CIN-om od 30 do 535 U/g. Raspodjela POX1
u objema ispitivanim skupinama je bimodalna (slika 24. i slika 25.). Raspon ARE u
kontrolnoj je skupini od 32 do 116 kU/L, a u skupini s CIN-om od 9 do 93 kU/L. Raspon
ARE/HDL je od 22 do 73 kU/mmol u kontrolnoj skupini i od 7 do 96 kU/mmol u skupini s
CIN-om. Raspon ARE/apoAl je od 18 do 68 kU/g u kontrolnoj skupini i od 5 do 66 kU/g u
skupini s CIN-om. Raspodjela ARE je unimodalna i u kontrolnoj i u skupini s CIN-om (slika
26. i slika 27.). Vrijednosti POX, POX/HDL, POX/apoAl, POX1, POX1/HDL, POX1/apoAl,
ARE, ARE/HDL i ARE/apoAl u ispitivanim skupinama prikazane su u tablici 9.
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Slika 22. Raspodjela bazalne paraoksonazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj skupini
ispitanica. 52
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Slika 23. Raspodjela bazalne paraoksonazne aktivnosti PON1 u skupini ispitanica s CIN-
om.
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Slika 24. Raspodjela NaCl-stimulirane paraoksonazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj
skupini ispitanica.
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Slika 25. Raspodjela NaCl-stimulirane paraoksonazne aktivnosti PON1 u skupini
ispitanica s CIN-om.
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Slika 26. Raspodjela arilesterazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica.
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Slika 27. Raspodjela arilesterazne aktivnosti PON1 u skupini ispitanica s CIN-om.
Tablica 9. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 u ispitivanim skupinama.
Kontrolne ispitanice’ CIN* p?

POX (U/L) 96 (67 - 242) 107 (69 - 209) 0,929
POX/HDL (U/mmol) 51 (39 - 134) 73 (49 - 153) 0,076
POX/apoAl (U/g) 54 (37 - 137) 51 (40 - 115) 0,444
POX1 (U/L) 194 (131 - 426) 199 (136 - 366) 0,985
POX1/HDL (U/mmol) | 101(75 - 237) 133 (97 - 271) 0,065
POX1/apoAl (U/g) 105 (74 - 245) 101 (78 - 207) 0,499
ARE (kU/L) 77+17 53+ 19 <0,001
ARE/HDL (kU/mmol) | 43 (37 - 50) 37 (28 - 44) <0,001
ARE/apoAl (kU/g) 44 + 11 29+11 <0,001

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon) ili kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

*Testirano Mann-Whitneyevim testom ili nezavisnim t-testom.
Bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1);
arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju
HDL-a (POX/HDL) i na koncentraciju apoAl (POX/apoAl); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1
standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX1/HDL) i na koncentraciju apoAl (POX1/apoAl); arilesterazna

aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl).
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POX, POX/HDL i POX/apoAl isto kao i POX1, POX1/HDL i POX1/apoAl ne
razlikuju se znacajno izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om.
ARE je mnogo niza u skupini ispitanica s CIN-om (P <0,001) isto kao i ARE/HDL
(P<0,001) i ARE/apoAl (P<0,001). S obzirom na kontrolnu skupinu ispitanica u skupini
ispitanica s CIN-om, ARE je niZza 31 %, ARE/HDL 14 %, a ARE/apoAl 34 %. U kontrolnoj
skupini ispitanica nije utvrdena povezanost ARE i HDL (r, = 0,324, P <0,001) ni ARE i
apoAl (rs = 0,253, P = 0,009). U skupini ispitanica s CIN-om takoder nije utvrdena
povezanost ARE s HDL-om (rs = 0,0760, P = 0,546) ni ARE s apoAl (rs = 0,0786, P =
0,533).
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4.2.5. Dijagnosticka vrijednost odredivanja koncentracije parametara lipidnoga statusa,

oksidacijskoga stresa i arilesterazne aktivnosti paraoksonaze 1

Ispitana je dijagnosticka vrijednost odredivanja koncentracije parametara lipidnoga
statusa, oksidacijskoga stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 za razlikovanje zdrave skupine
ispitanica 1 skupine ispitanica s CIN-om. U obzir su uzeti samo oni parametri Cija se
koncentracija ili aktivnost znatno razlikovala izmedu ispitivanih skupina. U tablici 10.
prikazani su rezultati ispitivanja dijagnosticke to¢nosti analizom krivulje ROC (od eng.
reciever operating characteristic) uz pripadajuce povrsine ispod krivulje (AUC; od eng. area
under the curve), dijagnosticku specificnost i osjetljivost te pripadajuc¢e optimalne grani¢ne

vrijednosti za HDL, apoAl, MDA i GSH te za ARE, ARE/HDL i ARE/apoAl.

Tablica 10. Dijagnosti¢ka to¢nost u razlikovanju zdrave skupine ispitanica i skupine

ispitanica s CIN-om.

95 %

Optimalna
interval Osjetljivost  Specifi¢nost granicna

AUC pouzdanosti P (%) (%) vrijednost
HDL (mmol/L) 0,726 0,654-0,791 <0,0001 75 61 <1,6
apoAl (g/L) 0,625 0,548-0,697 0,0043 75 50 >1,73
ARE (kU/L) 0,811 0,745-0,866 <0,0001 65 90 <56
ARE/HDL
(kU/mmol) 0,66 0,584-0,729 0,0003 57 72 <38
ARE/apoAl (kU/g) 0,846 0,783-0,896 <0,0001 78 77 <36
MDA (pmol/L) 0,793 0,725-0,851 <0,0001 77 76 <0,57
GSH (pg/mL) 0,681 0,606-0,749 <0,0001 98 43 >47,50

Lipoprotein velike gustoée (HDL); apolipoprotein Al (apoAl); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE);
arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL); arilesterazna aktivnost
PONL1 standardizirana na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl); malondialdehid (MDA); reducirani glutation
(GSH).

Rezultati su pokazali dobru dijagnosticku to¢nost za koncentraciju HDL-a te dovoljnu
dijagnosticku toc¢nost za koncentraciju apoAl. Dijagnosticka je osjetljivost i za HDL i za

apoAl 75 %, dok je dijagnosticka specificnost za HDL 61 %, a za apoAl manja i iznosi 50 %.
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Dijagnosti¢ka to¢nost za ARE i ARE/apoAl vrlo je dobra, a za ARE/HDL je dovoljna.
Osjetljivost za ARE je 65 %, dok je specifi¢nost 90 %. ARE/HDL ima relativno loSu
dijagnosticku osjetljivost od 57 % 1 neSto bolju specifi¢nost od 72 %. ARE/apoAl ima
osjetljivost od 78 % 1 specifi¢nost od 77 %. Za koncentraciju MDA dobivena je dobra
dijagnosticka toc¢nost, dok je za koncentraciju GSH dobivena dovoljna dijagnosti¢ka to¢nost.
Dijagnosticka osjetljivost za MDA je 77 %, a specifi¢nost je 76 %. GSH je pokazao iznimno
visoku dijagnosticku osjetljivost od 98 %. Nasuprot tomu, dijagnosticka specifi¢nost za GSH

je samo 43 %.

Tablica 11. Univarijantna i multivarijantna logisticka regresijska analiza parametara lipidnog
statusa, oksidacijskog stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica i

u skupini ispitanica s CIN-om.

UNIVARIJANTNA MULTIVARIJANTNA
omjer izgleda P omjer izgleda P
(95 % interval pouzdanosti) (95 % interval pouzdanosti)

HDL (mmol/L) 0,0851 (0,0294-0,2465) <0,0001

apoAl (g/L) 4,0633 (1,4039-11,7606) 0,0081

ARE (kU/L) 0,9335 (0,9126-0,9549) <0,0001

ARE/HDL (kU/mmol) 0,9585 (0,9338-0,9838) 0,0007 1,3136 (1,1833-1,4582) <0,0001
ARE/apoAl (kU/g) 0,8734 (0,8359-0,9125) <0,0001 0,6619 (0,5828-0,7517) <0,0001
MDA (umol/L) 0,1021 (0,0363-0,2873) <0,0001 0,0603 (0,0151-0,2404) 0,0001
GSH (umol/L) 1,0095 (1,0039-1,0152) 0,0003 1,0130 (1,0017-1,0245) 0,0243

Lipoprotein velike gusto¢e (HDL); apolipoprotein Al (apoAl); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE);
arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL); arilesterazna aktivnost
PONL1 standardizirana na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl); malondialdehid (MDA); reducirani glutation
(GSH).

Rezultati univarijantne i multivarijantne analize za parametre lipidnog statusa,
oksidacijskog stresa te za arilesteraznu aktivnost PON1 prikazani su u tablici 11.
Univarijantnom regresijskom analizom pokazano je da se svi ispitivani parametri mogu
razmotriti kao prediktori CIN-a. Multivarijantni logisticki regresijski model postigao je AUC
(95% CI) od 0,960 (0,919-0,984) te je korektno klasificirao u skupinu CIN-a 89,08 %
ispitanica. U ovaj multivarijantni regresijski model uklju¢eni su ARE/HDL, ARE/apoAl,
MDA 1 GSH, dok su HDL, apoAl i ARE iskljuceni iz ovog multivarijantnog regresijskog
modela.
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4.2.6. Fenotip paraoksonaze 1

Fenotip PONI1 usporeden je izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s
CIN-om. Fenotip PON1 odreden je metodom dvostrukog supstrata, a rabljeni su supstrati
paraokson i fenilacetat. Na slici 28. prikazana je krivulja raspodjele omjera NaCl-stimulirane
paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 za kontrolnu skupinu ispitanica, a na slici 29.
za skupinu ispitanica s CIN-om. U objema ispitivanim skupine raspodjela je trimodalna i
moguce je odrediti dva antimoda koji razdvajaju fenotip AA, AB i BB. Prvi antimod odvaja
ispitanice koje imaju fenotip AA od ispitanica s fenotipom AB i BB, dok drugi antimod

odvaja ispitanice s fenotpom AB od ispitanica s fenotipom BB.
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Slika 28. Raspodjela omjera NaCl-stimulirane paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1
u kontrolnoj skupini ispitanica.

U kontrolnoj skupini ispitanica vrijednost omjera POX1/ARE 2,717 predocuje prvi
antimod, a vrijednost 6,349 drugi antimod. Ispitanice s fenotipom AA imaju omjer
POX1/ARE <2,717, s fenotipom AB >2,717 i <6,349, a s fenotipom BB >6,349.

U skupini ispitanica s CIN-om vrijednost omjera POX1/ARE 4,804 predocuje prvi
antimod, a vrijednost 10,072 drugi antimod. Ispitanice s fenotipom AA imaju omjer

POX1/ARE <4,804, s fenotipom AB >4,804 i <10,072, a s fenotipom BB >10,072.
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Slika 29. Raspodjela omjera NaCl-stimulirane paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti

PONL1 u skupini ispitanica s CIN-om.

Ucestalost fenotipova AA, AB i BB dane su u tablici 12. Ucestalost fenotipova PON1

ne razlikuju se izmedu dviju ispitivanih skupina. U kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini

ispitanica s CIN-om najucestaliji je fenotip AA (kontrolna skupina 57 %, CIN 52 %), dok je

najmanje ucestali fenotip BB (kontrolna skupina 11 %, CIN 12 %).

Tablica 12. Ucestalost fenotipova PON1 u ispitivanim skupinama.

AA AB BB p*

n % n % n %
Kontrolne ispitanice' | 62 57 35 32 12 11 0,842
CIN' 34 52 23 36 8 12

"Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s odredenim fenotipom.

2 Testirano y° -testom.

Fenotip AA (homozigoti — niska aktivnost), fenotip AB (heterozigoti — srednja aktivnost), fenotip BB

(homozigoti — visoka aktivnost).
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4.2.7. Polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena ponl

Polimorfizam Q192R oznacuje zamjenu glutamina argininom na poziciji 192 (SNP
ID rs662). Ova promjena aminokiseline rezultat je zamjene nukleotida A s G, Sto rezultira
zamjenom kodona CAA u CGA u egzonu 6 gena ponl. Zamjena ovih nukleotida rezultira
formiranjem restrikcijskoga mjesta za restrikcijski enzim Alwl.

Polimorfizam L55M oznacuje zamjenu leucina metioninom na poziciji 55 (SNP ID
rs854560). Ova promjena aminokiseline rezultat je zamjene nukleotida T s A, Sto rezultira
zamjenom kodona TTG u ATG u egzonu 3 gena ponl. Zamjena tih nukleotida rezultira
formiranjem restrikcijskoga mjesta za restrikcijski enzim Hinl1ll.

Polimorfizam —108C>T oznacuje da se na poziciji —108 u promotorskoj regiji gena
ponl moZe nalaziti C ili T (SNP ID rs705381). Prisutnost citozina na poziciji — 108 zajedno s
uvedenim dodatnim nukleotidom u 1lct pocetnici oznaéenim malim slovom ,,a“ stvaraju

restrikcijsko mjesto za restrikcijski enzim BsrBl.

4.2.7.1. UmnaZanje dijela DNA koji sadrzava polimorfno mjesto lan¢anom reakcijom

polimeraze

Nakon provedene reakcije umnazanja fragmenata DNA PCR metodom uspjesnost
umnazanja provjerava se elektroforezom na 2 %-tnom agaroznom gelu. Veli¢ina fragmenta
umnozenog s parom pocetnica za polimorfizam Q192R jest 238 pb, veli¢ina fragmenta
umnozenog s parom pocetnica za polimorfizam L55M iznosi 172 pb, a s parom pocetnica za

polimorfizam —108C>T je 240 pb.

M 1 2 3 45 6 78 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

238 pb

Slika 30. Kontrolna elektroforeza (2 %-tni agarozni gel) umnozZenih fragmenata s parom

pocetnica za polimorfizam Q192R; 1 — 19 umnoZeni fragmenti, M 50 pb standard DNA.
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M 1 2 345 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19
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172 pb

Slika 31. Kontrolna elektroforeza (2 %-tni agarozni gel) umnozenih fragmenata s parom

pocetnica za polimorfizam L55M; 1 — 19 umnoZzeni fragmenti, M 50 pb standard DNA.

M 1 2 345 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19

240 pb

Slika 32. Kontrolna elektroforeza (2 %-tni agarozni gel) umnozenih fragmenata s parom

pocetnica za polimorfizam —108C>T; 1 — 19 umnozeni fragmenti, M 50 pb standard DNA.
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4.2.7.2. Odredivanje genotipova polimorfizama gena ponl

Na temelju veli¢ine razdvojenih produkata kidanja specificnim restrikcijskim
enzimom odreduje se genotip za svaki od triju ispitivanih polimorfizama.

Polimorfizam Q192R gena ponl: kod homozigota za alel Q192 (genotip QQ) nalazi se
nepokidani fragment od 238 pb, kod homozigota za alel R192 (genotip RR) nalaze se
pokidani fragmenti od 175 i 63 pb, dok se u heterozigota (genotip QR) nalaze nepokidani
fragment od 238 pb i pokidani fragmenti od 175 i 63 pb (slika 33.).

Polimorfizam L55M gena ponl: kod homozigota za alel L55 (genotip LL) nalazi se
nepokidani fragment od 172 pb, kod homozigota za alel M55 (genotip MM) nalaze se
pokidani fragmenti od 103 i 69 pb, dok se u heterozigota (genotip LM) nalaze nepokidani
fragment od 172 pb i pokidani fragmenti od 103 i 69 pb (slika 34.).

Polimorfizam —108C>T gena ponl: kod homozigota za alel —=108T (genotip TT) nalazi
se nepokidani fragment od 240 pb, kod homozigota za alel -108C (genotip CC) nalaze se
pokidani fragmenti od 212 i 28 pb, dok se kod heterozigota (genotip CT) nalazi nepokidani
fragment od 240 pb i pokidani fragmenti od 212 i 28 pb (slika 35.).

M 1 2 345 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

238 pb
175 pb

63 pb

Slika 33. Elektroforeza produkata kidanja restrikcijskim enzimom Alwl u 4%-tnom
agaroznom gelu; linijal — 4, 6, 8, 10 — 12 i 18 QQ genotip, linija 7, 9, 13, 15- 171 19 QR
genotip, linija 51 14 RR genotip, M 50 pb standard DNA
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M 1 2 345 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

172 pb
103 pb

69 pb

Slika 34. Elektroforeza produkata kidanja restrikcijskim enzimom Hinlll u 4%-tnom
agaroznom gelu; linija 3, 6, 11, 12, 16 i 19 LL genotip, linija 2, 4,5, 7 - 10, 13, 14, 171 18
LM genotip, linija 1 i 15 MM genotip, M 50 pb standard DNA

M 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

Slika 35. Elektroforeza produkata kidanja restrikcijskim enzimom BsrBl u 4%-tnom
agaroznom gelu; linija 2, 3, 5, 7, 9, 11, 15 i 18 CC genotip, linija 1,4, 6,12 -14,16i 17 CT
genotip, linija 8 i 10 TT genotip, M 50 pb standard DNA. Fragment od 28 pb nije vidljiv

nakon razdvajanja produkata kidanja na 4 %-tnom agaroznom gelu.
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4.2.7.3. Razdioba genotipova i alela polimorfizama Q192R, L55M i —108C>T gena ponl

Ucestalosti genotipova i alela polimorfizama Q192R, L55M i —108C>T gena ponl

usporedene su izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om (tablica

13.). U kontrolnoj skupini ispitanica najucestaliji genotip jest QQ (59 %) za Q192R, LM (42
%) za L55M i1 CT (45 %) za —108C>T polimorfizme gena ponl. U skupini ispitanica s CIN-
om najucestaliji su genotipovi QQ (51 %) za Q192R i CT (42 %) za —108C>T polimorfizme

gena ponl. U skupini ispitanica s CIN-om genotipovi LL i LM za polimorfizam L55M gena

ponl prisutni su s jednakom ucestalosti (43 %). Ucestalost genotipova polimorfizama

Q192R, L55M i -108C>T gena ponl ne razlikuju se znacajno izmedu skupine zdravih

ispitanica i ispitanica CIN-om.

Tablica 13. Ucestalost genotipova polimorfizama Q192R, L55M i —108C>T gena ponl u

ispitivanim skupinama.

Polimorfizam Genotip  Kontrolne ispitanice’ CIN* p?
n % n %

QQ 64 59 33 51 0,258
ponl Q192R QR 36 33 29 44

RR 9 8 3 5

LL 43 40 28 43 0,728
ponl L55M LM 46 42 28 43

MM 20 18 9 14

CcC 33 30 23 35 0,784
ponl -108C>T CT 49 45 27 42

TT 27 25 15 23

'Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s odredenim genotipom.

*Testirano *-testom.
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Ucestalost alela polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena ponl za obje
ispitivane skupine prikazane su u tablici 14. Najucestaliji aleli u kontrolnoj skupini ispitanica
jesu alel Q (75 %) za Q192R, alel L (61 %) za L55M i alel C (53 %) za -108C>T
polimorfizam. U skupini ispitanica s CIN-om takoder su najucestaliji alel Q (73 %) za
Q192R, alel L (65 %) za L55M i alel C (56 %) za —108C>T polimorfizam. Ucestalost alela
Q192R, L55M i -108C>T polimorfizama gena ponl ne razlikuju se zna¢ajno izmedu dviju
ispitivanih skupina.

Tablica 14. Ucestalost alela polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena ponl u

ispitivanim skupinama.

Polimorfizam Aleli Kontrolne ispitanice’  CIN* p?
n % n %
ponl Q192R Q 164 75 95 73 0,750
R 54 25 35 27
ponl L55M L 132 61 84 65 0,521
86 39 46 35
ponl -108C>T C 115 53 73 56 0,614
T 103 47 57 44

'Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s odredenim alelom.
*Testirano y° -testom.
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4.2.7.4. Utjecaj polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena ponl na aktivnost PON1

Ispitan je utjecaj genotipova polimorfizama Q192R, L55M i —108C>T gena ponl na
POX, POX1 i ARE u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om. POX,
POX1 i ARE za pojedine genotipove polimorfizama Q192R, L55M i —-108C>T gena ponl u

kontrolnoj skupini ispitanica prikazani su u tablici 15.

Tablica 15. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 i genotipovi polimorfizama

Q192R, L55M i —108C>T gena ponl u kontrolnoj skupini ispitanica.

POX! (U/L) p? POX1" (U/L) p? ARE* (KU/L) p?
ponl Q192R
QQ 72 (61 - 93) <0,001 | 141 (116 - 182) | <0,001 | 75 (64 - 87) 0,216
QR 240 (184 - 269) 421 (329 - 472) 77 (67 - 89)
RR 462 (341 - 554) 795 (592 - 963) 89 (70 - 100)
ponl L55M
LL 228 (112 - 324) | <0,001 | 400 (226 - 563) | <0,001 | 89 (72 - 97) <0,001
LM 80 (67 - 163) 160 (130 - 291) 76 (65 - 81)
MM 54 (46 - 66) 105 (87 - 128) 60 (47 - 71)
ponl-108C>T
cC 246 (95 - 312) | <0,001 | 436 (187 - 558) | <0,001 | 94 (84 - 99) <0,001
CT 96 (67 - 214) 190 (129 - 384) 73 (69 - 82)
TT 66 (47 - 141) 130 (90 - 251) 60 (50 - 69)

'Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).

“Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthock testiranje provedeno je Dunnovom metodom.

Bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1);
arilesterazna aktivnost PON1 (ARE).

Genotipovi polimorfizama Q192R, L55M i —108C>T gena ponl znacéajno utje¢u na
POX i POX1. POX i POX1 aktivnost najveca je za genotip RR, LL i CC, najniZa za genotip
QQ, MM i TT, a srednja za genotip QR, LM i CT. Posthock testiranjem Dunnovom
metodom ispitano je koji se genotipovi za svaki pojedini polimorfizam medusobno znacajno
razlikuju u prikazanoj bazalnoj i NaCl-stimuliranoj paraoksonaznoj aktivnosti PON1. POX i
POX1 aktivnosti mnogo su veée za genotip RR u odnosu prema genotipu QQ te za genotip

QR u odnosu prema genotipu QQ. Izmedu genotipova QR i RR nije utvrdena znacajna
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razlika. POX i POX1 mnogo su vece za genotip LL s obzirom na genotip MM, za genotip LL
s obzirom na genotip LM i za genotip LM s obzirom na genotip MM. POX i POX1 takoder
su mnogo vece za genotip CC u odnosu prema genotipu TT, za genotip CC u odnosu prema
genotipu CT i za genotip CT u odnosu prema genotipu TT. ARE se ne razlikuju znacajno
ovisno o genotipovima polimorfizma Q192R gena ponl. Genotipovi polimorfizama L55M i
—108C>T gena ponl znacajno utjecu na ARE. Genotipovi LL i CC imaju najvisu, genotipovi
MM i TT najnizu, a genotipovi LM i CT srednju aktivnost. Posthock testiranjem Dunnovom
metodom ispitano je koji se genotipovi za svaki pojedini polimorfizam medusobno znacajno
razlikuju u prikazanoj arilesteraznoj aktivnosti PON1. ARE je mnogo viSa za genotip LL u
usporedbi s genotipom MM, za genotip LL u odnosu prema genotipu LM i za genotip LM u
odnosu prema genotipu MM. ARE je takoder mnogo veca za genotip CC s obzirom na
genotip TT, za genotip CC u odnosu prema genotipu CT i za genotip CT s obzirom na

genotip TT.

Tablica 16. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 i genotipovi polimorfizama
Q192R, L55M i —108C>T gena ponl u skupini ispitanica s CIN-om.

POX! (U/L) p? POX1" (U/L) pP? ARE* (KU/L) | P?
ponl Q192R
QQ 73 (58 - 88) <0,001 | 145(114-173) | <0,001 |52 (44-67) | 0,094
QR 197 (161 - 245) 351 (286 - 458) 50 (42 - 61)
RR 445 (357 - 555) 771 (677 - 1047) 77 (60 - 84)
ponl L55M
LL 181 (99 -269) | <0,001 | 323(192-491) | <0,001 |57 (49-78) | 0,043
LM 87 (66 - 181) 168 (131 - 321) 51 (39 - 62)
MM 54 (46 - 57) 105 (90 - 110) 47 (40 - 53)
ponl-108C>T
cC 107 (88-273) | 0,011 |214(173-484) |0,012 |67 (44-79) |0,041
CT 109 (66 - 196) 199 (129 - 349) 52 (49 - 59)
TT 63 (51 - 156) 119 (98 - 275) 47 (37 - 52)

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon);

“Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthock testiranje provedeno je Dunnovom metodom.

Bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1);
arilesterazna aktivnost PON1 (ARE).

68



POX, POX1 i ARE za pojedine genotipove polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T
gena ponl u skupini ispitanica s CIN-om prikazani su u tablici 16. Genotipovi polimorfizama
Q192R, L55M i —-108C>T gena ponl znacajno utjecu na POX i POX1. POX i POXI
aktivnost najveca je za genotip RR, LL i CC, najniza za genotip QQ, MM i TT, a srednja za
genotip QR, LM i CT. Iznimka je POX za polimorfizam —108C>T gena ponl, gdje je genotip
CT imao najvecu, a genotip CC srednju aktivnost. Posthock testiranjem Dunnovom metodom
ispitano je koji se genotipovi za svaki pojedini polimorfizam medusobno znacajno razlikuju u
prikazanoj bazalnoj i NaCl-stimuliranoj paraoksonaznoj aktivnosti PON1. POX i POX1
aktivnosti mnogo su veée za genotip RR u odnosu prema genotipu QQ te za genotip QR u
odnosu prema genotipu QQ. Izmedu genotipova QR i RR nije utvrdena znacajna razlika u
aktivnosti. POX i POX1 mnogo su vece za genotip LL s obzirom na genotip MM, za genotip
LL s obzirom na genotip LM i za genotip LM s obzirom na genotip MM. POX i POX1
mnogo su vecée za genotip CC u odnosu prema genotipu TT. Nije utvrdena znacajna razlika u
aktivnosti izmedu genotipova CC i CT i izmedu genotipova CT i TT. Kao i kod kontrolne
skupine ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om ARE se ne razlikuje znacajno ovisno o
genotipovima polimorfizma Q192R gena ponl. ARE je znadajno razli¢ita ovisno o
genotipovima polimorfizma L55M gena ponl. Genotip LL ima najvisu, genotip LM srednju,
a genotip MM najnizu aktivnost. Genotipovi polimorfizma —108C>T gena ponl takoder
znatno utje¢u na ARE. Genotip CC ima najvecu, genotip CT srednju, a genotip TT najnizu
aktivnost. Posthock testiranje pokazalo je da genotip CC ima mnogo ve¢u ARE u odnosu
prema genotipu TT, dok izmedu genotipova CC i CT te genotipova CT i TT nema razlike u

aktivnosti.

U tablici 17. usporedena je ARE za svaki pojedini genotip polimorfizama L55M i -
108C>T gena ponl izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om. U
skupini ispitanica s CIN-om ARE je znacajno niza za svaki pojedini genotip polimorfizama

L55M i -108C>T gena ponl u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanica.
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Tablica 17. Arilesterazna aktivnost PON1 i genotipovi polimorfizama L55M i —-108C>T gena

ponl u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om.

ARE (KU/L)

Kontrolne ispitanice’ CIN! p?
ponl L55M
LL 89 (72 - 97) 57 (49 - 78) <0,001
LM 76 (65 - 81) 51 (39 - 62) <0,001
MM 60 (47 - 71) 47 (40 - 53) 0,017
ponl-108C>T
cc 94 (84 - 99) 67 (44 - 79) <0,001
cT 73 (69 - 82) 52 (49 - 59) <0,001
TT 60 (50 - 69) 47 (37 -52) 0,003

'Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).
ZTestirano Mann-Whitneyevim testom.
Arilesterazna aktivnost PON1 (ARE).
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4.3. ISPITIVANI PARAMETRI

U ZDRAVIH

ISPITANICA | U ISPITANICA S

PREMALIGNIM PROMJENAMA VRATA MATERNICE NISKOG | VISOKOG

RIZIKA

Koncentracije parametara lipidnoga statusa i oksidacijskoga stresa, paraoksonazna i

arilesterazna aktivnosti PON1, fenotipovi PON1 i razdioba genotipova i alela polimorfizama

Q192R, L55M i -108C>T gena ponl gena usporedeni su izmedu kontrolne skupine ispitanica

i skupine ispitanica s CIN-om koje su podijeljene u dvije podskupine. Jednu podskupinu

Cinile su ispitanice koje su imale CIN niskog rizika (LG; od eng. low grade, n=18) koje su

PHD analizom bile svrstane u skupinu CIN1 promjena, a drugu podskupinu c¢inile su

ispitanice s CIN-om visokog rizika (HG; od eng. high grade, n=47) koje su PHD analizom

svrstane u skupinu CIN2, CIN3 i CIS promjena.

4.3.1. Koncentracije parametara lipidnoga statusa

Parametri lipidnog statusa usporedeni su izmedu kontrolne skupine ispitanica i

skupina ispitanica s LG i HG promjenama. Koncentracije parametara lipidnoga statusa u

ispitivanim skupinama prikazane su u tablici 18.

Tablica 18. Koncentracije parametara lipidnoga statusa u ispitivanim skupinama.

Kontrolne ispitanice’  LG! HG! p?
Trigliceridi (mmol/L) | 1,0(0,7-1,3) 1,0(0,8-1,5) 0,9 (0,7-1,2) 0,331
Kolesterol (mmol/L) 53(4,9-6,4) 5,3 (4,6 -5,9) 5,3(4,9-6,2) 0,839
HDL (mmol/L) 1,8(1,5-2,0) 15(1,3-1,8) 1,4 (1,3-1,6) <0,001
LDL (mmol/L) 3,1(2,7-38) 3,1(26-38) 34 (3,0-4,1) 0,255
apoAl (g/L) 1,73 (1,58 - 1,99) 1,92 (1,76 - 2,16) | 1,88 (1,73-2,05) | 0,016
apoB (g/L) 0,91 (0,74 - 1,10) 0,77 (0,67 -0,91) | 0,88 (0,70 -1,03) | 0,248

'Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).

*Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthoc testiranje provedeno je Dunnovom metodom.
CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG); Lipoprotein velike gusto¢e (HDL); lipoprotein male gustoée
(LDL); apolipoprotein Al (apoAl); apolipoprotein B (apoB).
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Koncentracije triglicerida, ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i apoB nisu se
razlikovale izmedu kontrolne skupine ispitanica, skupine ispitanica s LG promjena i skupine
ispitanica s HG promjenama. Koncentracije HDL kolesterola (P <0,001) i apoAl (P = 0,016)
znacajno se razlikuju izmedu triju ispitivanih skupina. Posthoc testiranjem utvrdeno je da je
koncentracija HDL-a mnogo veca u kontrolnoj skupini ispitanica u odnosu prema skupini
ispitanica s LG promjenama te takoder u kontrolnoj skupini ispitanica u usporedbi sa

skupinom ispitanica s HG promjenama.
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4.3.2. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa

Biljezi oksidacijskog stresa usporedeni su izmedu kontrolne skupine ispitanica i
skupina ispitanica s LG i HG promjenama. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa u
ispitivanim skupinama prikazane su u tablici 19. Koncentracija tiolnih skupina ne razlikuje se

izmedu kontrolne skupine ispitanica i izmedu skupine ispitanica s LG i HG promjenama.

Tablica 19. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa u ispitivanim skupinama.

Kontrolne ispitanice®  LG! HG! p2

Tioli (mmol/L) | 0,362 (0,332 -0,389) | 0,327 (0,304 - 0,395) | 0,365 (0,306 - 0,411) | 0,309
MDA (umol/L) | 0,755 (0,573 -1,150) | 0,668 (0,383 - 0,886) | 0,350 (0,244 - 0,457) | <0,001

GSH (pg/mL) | 53,41 (34,75-134,41) | 117,94 (62,72 - 139,52) | 111,42 (67,55 - 126,10) | <0,001

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).
“Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthoc testiranje provedeno je Dunnovom metodom.
CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG); malondialdehid (MDA); reducirani glutation (GSH).

Koncentracija MDA-a znacajno se razlikuje izmedu triju ispitivanih skupina (P
<0,001). Posthoc testiranjem utvrdeno je da kontrolna skupina ima mnogo vecu
koncentraciju MDA-a u odnosu prema skupini s HG promjenama te da skupina ispitanica s
LG promjenama ima mnogo vecu koncentraciju MDA-a u usporedbi sa skupinom s HG
promjenama.

Koncentracija GSH-a takoder se znacajno razlikuje izmedu triju ispitivanih skupina
(P <0,001). Posthoc testiranje pokazalo je da kontrolna skupina ispitanica ima mnogo nizu
koncentraciju GSH-a u odnosu prema skupini s LG promjenama, te da je takoder mnogo niza
koncentracija GSH-a u kontrolnoj skupini ispitanica nego u skupini s HG promjenama.
Koncentracija GSH-a izmedu skupine s LG promjenama i skupine s HG promjenama ne

razlikuje se znacajno.
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4.3.3. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1

Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PONI1 usporedena je izmedu kontrolne
skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG i HG promjenama. Paraoksonazna i arilesterazna
aktivnost PON1 prikazana je u tablici 20. POX, POX/HDL, POX/apoAl te POXI,
POXI1/HDL i POX1/apoAl ne razlikuju se izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupina
ispitanica s LG i HG promjenama. ARE (P <0,001), ARE/HDL (P <0,001) i ARE/apoAl (P
<0,001) razlikuje se izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG i HG

promjenama.

Tablica 20. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 u ispitivanim skupinama.

Kontrolne'

ispitanice LG HG? p?
POX (U/L) 96 (67 - 242) 172 (99-242) |89 (63-188) | 0,114
POX/HDL (U/mmol) | 51 (39 -134) 121 (59-161) |62 (45-139) | 0,067
POX/apoAl (U/g) 53 (37 - 137) 99 (46-122) | 44(35-109) | 0,149
POX1 (U/L) 194 (131-426) | 302 (192-430) | 178 (121-337) | 0,125
POX1/HDL (U/mmol) | 101 (75-237) | 215 (119 - 284) | 121 (88 - 246) | 0,061
POX1/apoAl (Ulg) | 105 (74 - 245) 173 (94-216) |86 (71-199) | 0,179
ARE (kU/L) 76 (66 - 89) 48 (36 - 74) 52 (46-67) | <0,001
ARE/HDL (kU/mmol) | 43 (37 - 50) 33 (28 - 38) 38 (28 - 45) <0,001
ARE/apoAl (kUlg) | 42 (37 - 51) 26 (18 - 30) 20(24-36) | <0,001

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).

*Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthoc testiranje provedeno je Dunnovom metodom.

CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG); bazalna paraoksonazna aktivhost PON1 (POX); bazalna
paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX/HDL) i na koncentraciju apoAl
(POX/apoAl); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1); NaCl-stimulirana paraoksonazna
aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX1/HDL) i na koncentraciju apoAl
(POX1/apoAl); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na
koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl).
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Posthoc testiranjem utvrdeno je da su ARE, ARE/HDL i1 ARE/apoAl visi u kontrolnoj
skupini ispitanica nego u skupini s LG promjenama te u kontrolnoj skupini ispitanica u
usporedbi sa skupinom s HG promjenama. ARE, ARE/HDL i ARE/apoAl ne razlikuju se
znacajno izmedu skupine s LG promjenama i skupine s HG promjenama.

U kontrolnoj skupini ispitanica nije utvrdena povezanost ARE 1 HDL (rp, = 0,324, P
<0,001) ni ARE i apoAl (rs = 0,253, P = 0,009). U skupini ispitanica s LG promjenama i s
HG promjenama takoder nije utvrdena povezanost ARE s HDL (rp = 0,0254, P = 0,920; rp, =
0,105, P = 0,484) ni ARE s apoAl (r, =-0,156, P = 0,537; r, = 0,152, P = 0,308).
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4.3.4. Dijagnosticka vrijednost odredivanja koncentracije parametara lipidnoga statusa,

oksidacijskoga stresa i arilesterazne aktivnosti PON1

Ispitana je dijagnosticka vrijednost odredivanja koncentracije HDL, GSH te ARE,
ARE/HDL i ARE/apoAl za razlikovanje zdrave skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG
promjenama vrata maternice. U tablici 21. prikazani su rezultati ispitivanja dijagnosticke
tocnosti analizom krivulje ROC uz pripadaju¢e povrSine ispod krivulje, dijagnosticku
specificnost 1 osjetljivost te pripadajuc¢e optimalne grani¢ne vrijednosti. Rezultati su pokazali
dovoljnu dijagnosticku to¢nost za koncentraciju HDL-a te osjetljivost od 67 % 1 specifi¢nost
od 72 %. Dijagnosti¢ka to¢nost za ARE i ARE/apoAl vrlo je dobra, dok je za ARE/HDL
dobra. Dijagnosticka osjetljivost za ARE je 72 %, a za ARE/HDL i za ARE/apoAl 78 %.
Dijagnosticka je specifi¢nost za ARE i ARE/apoAl visoka i iznosi 92 i 90 %, a za ARE/HDL
nesto je niZza i iznosi 72 %. Za koncentraciju GSH-a dobivena je dovoljna dijagnosti¢ka

to¢nost, 100 %-tna osjetljivost i niska specificnost od samo 47 %.

Tablica 21. Dijagnosti¢ka to¢nost u razlikovanju zdrave skupine ispitanica i skupine

ispitanica s LG promjenama vrata maternice.

95%-tni Optimalna
interval Osjetljivost ~ Specificnost  grani¢na
AUC pouzdanosti P (%) (%) vrijednost
HDL (mmol/L) 0,698 0,610-0,776 0,0061 67 72 <15
ARE (kU/L) 0,817 0,739 -0,880 <0,001 72 92 <53
ARE/HDL (kU/mmol) 0,732 0,647 - 0,807 0,0030 78 72 <38
ARE/apoAl (kU/qg) 0,855 0,782-0,911 <0,0001 78 90 <30
GSH (pg/mL) 0,689 0,601-0,768  0,0001 100 47 >50,8

Lipoprotein velike gustoe (HDL); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1
standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl); reducirani

glutation (GSH).
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Tablica 22. Univarijantna i multivarijantna logisti¢ka regresija parametara lipidnog statusa,
oksidacijskog stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica i skupini

ispitanica s LG promjenama vrata maternice.

UNIVARIJANTNA MULTIVARIJANTNA

omjer izgleda P omjer izgleda P

(95 % interval

pouzdanosti) (95 % interval pouzdanosti)
HDL (mmol/L) 0,1414 (0,0301-0,6642) 0,0074
ARE (kU/L) 0,9272 (0,8953-0,9602) <0,0001
ARE/HDL (kU/mmol) 0,9465 (0,9046-0,9904) 0,0106 1,2523 (1,1095 - 1,4135) <0,0001
ARE/apoAl (kU/g) 0,8602 (0,8033-0,9211) <0,0001 0,6650 (0,5620-0,7869) <0,0003
GSH (umol/L) 1,0090 (1,0004-1,0178) 0,0406

Lipoprotein velike gustoce (HDL); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1
standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl); reducirani
glutation (GSH).

Rezultati univarijantne i multivarijantne analize za parametre lipidnog statusa,
oksidacijskog stresa te za arilesteraznu aktivnost PON1 prikazani su u tablici 22.
Univarijantnom regresijskom analizom pokazano je da se svi ispitivani parametri mogu
razmotriti kao prediktori LG promjena. Multivarijantni logisticki regresijski model postigao
je AUC (95% CI) od 0,946 (0,891-0,978) te je korektno Klasificirao u skupinu s LG
promjenama 93,70 % ispitanica. U ovaj multivarijantni regresijski model ukljuceni su
ARE/HDL 1 ARE/apoAl dok su ARE, HDL i GSH iskljuceni iz ovog multivarijantnog

regresijskog modela.

Takoder je ispitana dijagnosti¢ka vrijednost odredivanja koncentracije HDL-a, GSH-
a, ARE-a, ARE/HDL-a i ARE/apoAl-a za razlikovanje zdrave skupine ispitanica i skupine
ispitanica s HG promjenama vrata maternice. U tablici 23. prikazani su rezultati ispitivanja
dijagnosticke tocnosti ispitane analizom ROC krivulje uz pripadajuée povrSine ispod
krivulje, dijagnosticku specifi€nost i osjetljivost te pripadajuée optimalne grani¢ne
vrijednosti. Rezultati su pokazali dobru dijagnosti¢ku to¢nost za koncentraciju HDL-a te
specifi¢nost od 79 % 1 osjetljivost od 61 %. Dijagnosticka to¢nost za ARE 1 ARE/apoAl vrlo
je dobra, dok je za ARE/HDL dovoljna. Osjetljivost za ARE i ARE/apoAl jest 81 % i 94 %,
dok je specificnost 72 % 1 63 %. ARE/HDL ima nisku osjetljivost od 45 % 1 specificnost od
79 %. Za koncentraciju GSH-a dobivena je dovoljna dijagnosticka to¢nost te 98 %-tna

osjetljivost i 43 %-tna specifi¢nost.
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Tablica 23. Dijagnosticka to¢nost u razlikovanju zdrave skupine ispitanica i skupine

ispitanica s HG promjenama vrata maternice.

95 % Optimalna
interval Osjetljivost Specifi¢nost granicna
AUC pouzdanosti P (%) (%) vrijednost
HDL (mmol/L) 0,737 0,661-0,804 <0,0001 79 61 <1,6
ARE (kU/L) 0,808 0,738-0,867 <0,0001 81 72 <68
ARE/HDL (kU/mmol) 0,631 0,551 -0,707 0,0088 45 79 <36
ARE/apoAl (kU/g) 0,842 0,775-0,895 <0,0001 94 63 <39
GSH (pg/mL) 0,678 0,598 - 0,750 <0,0001 98 43 >47,5

Lipoprotein velike gustoée (HDL); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1
standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl); reducirani
glutation (GSH).

Tablica 24. Univarijantna i multivarijantna logisti¢ka regresija parametara lipidnog statusa,
oksidacijskog stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica i skupini

ispitanica s HG promjenama vrata maternice.

UNIVARIJANTNA MULTIVARIJANTNA

omjer izgleda P omjer izgleda P

(95 % interval (95 % interval

pouzdanosti) pouzdanosti)
HDL (mmol/L) 0,0632 (0,0181-0,2210) <0,0001
ARE (kU/L) 0,9338 (0,9105-0,9578) <0,0001
ARE/HDL (kU/mmol) 0,9557 (0,9269-0,9854) 0,0022 1,3172 (1,1799-1,4704) <0,0001
ARE/apoAl (kU/g) 0,8719 (0,8297 - 0,9162) <0,0001 0,6761 (0,5937-0,7699) <0,0001
MDA (umol/L) 0,0276 (0,0058-0,1322) <0,0001 0,0562 (0,0125-0,2530) 0,0002
GSH (umol/L) 1,0089 (1,0031-1,0146) 0,0010 1,0124 (1,0007-1,0243) 0,0377

Lipoprotein velike gustoe (HDL); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1
standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAl (ARE/apoAl); malondialdehid
(MDA); reducirani glutation (GSH).

Rezultati univarijantne i multivarijantne analize za parametre lipidnog statusa,
oksidacijskog stresa te za arilesteraznu aktivnost PON1 prikazani su u tablici 24.
Univarijantnom regresijskom analizom pokazano je da se svi ispitivani parametri mogu
razmotriti kao prediktori HG promjena. Multivarijantni logisticki regresijski model postigla

je AUC (95% CI) od 0,957 (0,913-0,983) te je korektno Klasificirao u skupinu s HG
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promjenama 88,46 % ispitanica. U ovaj multivarijantni regresijski model ukljuceni su
ARE/HDL, ARE/apoAl, GSH i MDA dok su ARE i HDL iskljuceni iz ovog multivarijantnog

regresijskog modela.

Takoder smo ispitali dijagnosticku to¢nost za razlikovanje ispitanica s LG i HG
promjenama na vratu maternice za jedini parametar ¢ija se koncentracija razlikovala izmedu
spomenutih dviju skupina ispitanica. Koncentracija MDA-a pokazala je dobru dijagnosti¢ku
to¢nost (AUC: 0,726; 95 % CI 0,601 — 0,829; P = 0,0042), 85 %-tnu osjetljivost i 67 %-tnu
specificnost za razlikovanje ispitanica s LG i HG promjenama. Pripadajuca je grani¢na
vrijednost <0,524 pumol/L. Nasuprot tome univarijantnom logistickom regresijskom analizom
MDA se nije pokaza kao dobar prediktor HG promjena. Takoder smo ispitali dijagnosti¢ku
to¢nost MDA za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica s HG promjenama. Dijagnosticka
je to¢nost vrlo dobra (AUC: 0,863; 95 % CI 0,799 - 0,913; P <0,0001), a osjetljivost i

specifi¢nost su 83 %. Pripadajuca grani¢na vrijednost koncentracije MDA je <0,494 pmol/L.
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4.3.5. Fenotip paraoksonaze 1

Fenotip PON1 usporeden je izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s
LG i HG promjenama. Ucestalost fenotipova PON1 dane su u tablici 25. U kontrolnoj
skupini ispitanica kao i u skupini ispitanica s HG promjenama najucestaliji je fenotip AA
(kontrolna skupina 57 %, HG 62 %), dok je najmanja ucestalost uoCena za fenotip BB
(kontrolna skupina 11 %, HG 13 %). U skupini ispitanica s LG promjenama najucestaliji je
fenotip AB (61 %), a najmanje je ucestali fenotip BB (11 %). Ucestalost fenotipova PON1 ne
razlikuju se znacajno izmedu kontrolne skupine ispitanica, skupine ispitanica s LG

promenama i skupine ispitanica s HG promjenama.

Tablica 25. Ucestalost fenotipova PON1 u ispitivanim skupinama.

AA AB B P?

n % n % n %
Kontrolna skupina® | 62 57 35 32 12 11 0,090
LG 5 28 11 61 2 1
HG! 29 62 12 25 6 13

Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s odredenim fenotipom.

*Testirano y* -testom.

Fenotip AA (homozigoti niska aktivnost); fenotip AB (heterozigoti srednja aktivnost), fenotip BB (homozigoti
visoka aktivnost); CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG).
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4.3.6. Polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena ponl

Razdioba genotipova polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena ponl
usporedena je izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG i HG
promjenama. U tablici 26. prikazane su ucestalosti genotipova polimorfizama Q192R, L55M

1 —108C>T gena ponl u ispitivanim skupinama.

Tablica 26. Ucestalost genotipova polimorfizama Q192R, L55M i —108C>T gena ponl u

ispitivanim skupinama.

Kontrolne
Polimorfizmi  Genotipovi ispitanice’ LG HG? p?
n % n % n %
ponl Q192R QQ 64 59 7 39 26 55 0,291
QR 36 33 10 55 19 40
RR 9 8 1 6 2 5
ponl L55M LL 43 40 10 55 18 38 0,607
LM 46 42 7 39 21 45
MM 20 18 1 6 8 17
ponl-108C>T CC 33 30 10 55 13 28 0,273
CT 49 45 5 28 22 47
TT 27 25 3 17 12 25

'Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s odredenim genotipom.

’testirano y’-testom. Zbog maloga broja ispitanica s odredenim genotipom statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu
kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG i s HG promjenama testirana je za genotip QQ i za
nositelje R-alela (genotip QR i RR) za polimorfizam Q192R gena pon1.

CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG).

Za polimorfizam Q192R u kontrolnoj skupini ispitanica najucestaliji je genotip QQ (59 %), u
skupini ispitanica s LG promjenama najucestaliji je genotip QR (55 %), a u skupini s HG
promjenama genotip QQ (55 %). Za polimorfizam L55M u kontrolnoj skupini ispitanica
najucestaliji je genotip LM (42 %), u skupini ispitanica s LG promjenama najucestaliji je
genotip LL (55 %), a u skupini s HG promjenama genotip LM (45 %). Za polimorfizam —
108C>T u kontrolnoj skupini ispitanica najucestaliji je genotip CT (45 %), u skupini
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ispitanica s LG promjenama najucestaliji je genotip CC (55 %), a u skupini s HG
promjenama genotip CT (47 %). Razdioba genotipova za tri odredivana polimorfizma gena
ponl nije se razlikovala izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG 1 HG
promjenama.

U tablici 27. prikazane su ucestalosti alela polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T
gena ponl u ispitivanim skupinama. Najucestaliji alel polimorfizma Q192R jest alel Q u
kontrolnu skupinu ispitanica (75 %), u skupinu ispitanica s LG promjenama (67 %) i u
skupini ispitanica s HG promjenama (76 %). Najucestaliji alel polimorfizma L55M jest alel L
u kontrolnoj skupini ispitanica (61 %), u skupini ispitanica s LG promjenama (75 %) i u
skupini ispitanica s HG promjenama (61 %). Najucestaliji alel polimorfizma -108C>T jest
alel C u kontrolnoj skupini ispitanica (53 %), u skupinu ispitanica s LG promjenama (69 %) i
u skupini ispitanica s HG promjenama (51 %). Razdioba alela za tri odredivana polimorfizma
gena ponl nije se razlikovala izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG i

HG promjenama.

Tablica 27. Ucestalost alela polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena ponl u

ispitivanim skupinama

Kontrolne
Polimorfizmi  Aleli ispitanice’ LG HG! p?
n %
ponl Q192R Q 164 75 24 67 71 76 0,529
54 25 12 33 23 24
ponl L55M L 132 61 27 75 57 61 0,240
M 86 39 9 25 37 39
ponl-108C>T C 115 53 25 69 48 51 0,141
T 103 47 11 31 46 49

"Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s odredenim alelom.
“testirano y* -testom.
CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG).
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5. RASPRAVA
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Oksidacijski stres smatra se jednim od ¢imbenika koji pridonosi razvoju raka. Stoga je
svrha provedenog istrazivanje bila odrediti aktivnost antioksidacijskog enzima PON1
upotrebom dvaju razlicitih supstrata (paraokson i fenilacetat) u zena s CIN-om. Takoder je
odreden fenotip PON1. Ispitana su i tri polimorfizma gena ponl (Q192R, L55M i -108C>T)
za koje je iz literaturnih podataka poznato da utjeCu na paraoksonaznu i arilesteraznu
aktivnost te na koncentraciju PONL. Istrazivanje je obuhvatilo i odredivanje parametara
lipidnoga statusa i oksidacijskoga stresa.

Rak vrata maternice drugi je po ucestalosti rak u svijetu. Glavni etioloski ¢imbenik
karcinogeneze jest infekcija HPV-om. Klinicki se HPV-ovi klasificiraju u skupinu niskog
rizika 1 skupinu visokog rizika na temelju relativne sklonosti lezija uzrokovanih HPV-om da
maligno napreduju. Skupina HPV-a niskog rizika rezultira razvojem umjerenih displazija
vrata maternice i genitalnih bradavica, dok visoko rizi¢na skupina HPV-a rezultira razvojem
dislazije i CIN-a. Vecina je infekcija HPV-om supklinicka i prolazna (80 %), a izljeCenje je
rezultat u¢inkovitoga djelovanja imunosnog odgovora koji ili uklanja virus iz organizma ili ga
potiskuje ispod granice detekcije (Ho i sur., 1998.). U malom postotku, kada virus nije
potisnut, dolazi do napredovanja infekcije u CIN1 te zatim u CIN2/3. Za razvoj raka vrata
maternice iz CIN-a potrebno je viSe koraka karcinogeneze koji su do sada ostali nerazjasnjeni.
Utvrdeno je da oko 10 % CIN1 i 20-30 % CIN2/3 napreduje do raka (Di Domenico i sur.,
2012.). Cini se da je prisutnost infekcije HPV-om nuzna za razvoj raka vrata maternice, ali je
bitno naglasiti da su i drugi kofaktori bitni za razvoj te vrste raka. Ostali su ¢imbenici rizika
uzimanje oralnih kontraceptiva, nizak socio-ekonomski status, maluntricija, pusSenje, dob
stupanja u spolne odnose i broj seksualnih partnera. Jedan od kofaktora koji je privukao
interes istrazivaca jest i oksidacijski stres (Di Domenico i sur., 2012.; Manju i sur., 2002b.).

U normalnim fiziolo§kim uvjetima u organizmu postoji ravnoteza izmedu endogenih
oksidansa i antioksidansa. U organizmu postoje enzimski i neenzimski antioksidacijski
sustavi. Neenzimski antioksidacijski sustavi ukljucuju bilirubin, glutation te vitamine A, C i
E, dok enzimski antioksidacijski sustavi uklju¢uju SOD, GPx i CAT. Jedan od enzima koji je
bitan za sakupljanje slobodnih radikala u organizmu jest i PON1. Neravnoteza u stvaranju i
uklanjanju ROS-a rezultira razvojem oksidacijskoga stresa te u takvim uvjetima ROS moze
dovesti do oStecenja stani¢nih lipida, proteina 1 DNA. Poznato je da su oksidacijski stres i
ROS ukljuéeni u inicijaciju i promociju razvoja raka (Di Domenico i sur., 2012.; Looi i sur.,
2008.; Sozmen i sur., 2008.). Istrazivanja su pokazala da lipidna peroksidacija moze imati

vaznu ulogu u razvoju raka te je visoka koncentracija lipidnih peroksida povezana s
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karcinogenezom na zivotinjskim modelima (Delimaris i sur., 2007.). Povecana koncentracija
ROS-a i/ili njihovo nedostatno uklanjanje stani¢nim ili plazmatskim antioksidansima rezultira
stvaranjem produkata lipidne peroksidacije na LDL-u. oLDL se smatra neovisnim mitogenim
faktorom koji inducira proliferaciju ili stani¢nu smrt te moze pridonijeti nastanku i
napredovanju raka povecavajuci oslobadanje citokina i faktora rasta (Delimaris 1 sur., 2007.).
PONTI je enzim koji se sintetizira u jetri i nakon sinteze izlucuje se u krvnu plazmu,
gdje se najvec¢im dijelom veze na HDL (Draganov i sur., 2004.; Fuhrman i sur., 2005.). Enzim
putem svoje organofosfatazne, arilesterazne i laktonazne aktivnosti hidrolizira velik broj
raznolikih supstrata. PON1 pripisuje se antiaterogeno i antioksidacijsko djelovanje (Draganov
i sur., 2004., Grdi¢ Rajkovi¢ i sur., 2011.). Buduéi da je dobro poznata uloga PONI u
sprecavanju oksidacije HDL-a i LDL-a, razumno je i ovaj enzim svrstati u skupinu enzima

koji svojim antioksidacijskim djelovanjem mogu utjecati na karcinogenezu.

5.1. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1 u ispitanica s redovitim

menstrualnim ciklusom i u ispitanica u postmenopauzi

Kao Sto je detaljno objaSnjeno, u istrazivanje su ukljucene ispitanice reproduktivne
dobi i ispitanice u postmenopauzi. S obzirom na Zene reproduktivne dobi, Zene u
postmenopauzi imaju promijenjeni hormonski i lipidni status, $to se moZe odraziti na
aktivnost PON1. Stoga smo odredili parametre lipidnog statusa te paraoksonaznu i
arilesteraznu aktivnost PON1 u skupini zena reproduktivne dobi koju smo podijelili na dvije
podskupine (folikularna i lutealna faza ciklusa) te u skupini zena u postmenopauzi. Rezultati
prikazani u tablici 4. pokazuju proaterogeni lipidni profil Zena u postmenopauzi, $to je u
skladu s do sada objavljenim radovima (Topcuoglu i sur., 2005.; Zago i sur., 2004.).
Koncentracije ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i apoB mnogo su veée u skupini
ispitanica u postmenopauzi negoli u ispitanica u lutealnoj i folikularnoj fazi ciklusa. Nadalje,
koncentracija triglicerida takoder je mnogo viSa u postmenopauzi, Sto je u skladu s
objavljenim rezultatima (Topcuoglu i sur., 2005.; Zago i sur., 2004.), a zanimljivo je da se
koncentracija triglicerida razlikovala samo izmedu skupine Zena u lutealnoj fazi ciklusa i Zena
u postmenopauzi. Moguci razlog je promjena hormonskoga statusa u folikularnoj i lutealnoj
fazi ciklusa, no ova pretpostavka zahtijeva daljnje istrazivanje. Dobro je poznato da je vezanje

PON1 s HDL-om nuzdan preduvjet za odrZzavanje normalne serumske aktivnosti PONL.
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Vezanje PON1 za HDL nije ovisno o apoAl, ali je njegova prisutnost bitna za postizanje
optimalne aktivnosti i stabilnosti enzima (James i sur., 2004.; Sorenson i sur., 1999.).
Promjene koncentracije HDL-a, kao i sastava i razdiobe podfrakcija HDL-a, mogu rezultirati
promjenama u PONL1 aktivnosti. Zago i koautori pokazali su da je sastav HDL-a u Zena u
postmenopauzi promijenjen. HDL ima vecu koli¢inu triglicerida i nizu koli¢inu kolesterola
(Zago i sur., 2004.). Usporedujué¢i koncentraciju HDL-a i apoAl izmedu Zena u
postmenopauzi i zena u reproduktivnoj dobi, nismo utvrdili zna¢ajnu razliku. U tablici 5.
prikazane su paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 koje se nisu znacajno razlikovale
izmedu triju ispitivanih skupina. Takoder su paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1
standardizirane na koncentraciju HDL-a i apoAl bile sli¢ne u trima ispitivanim skupinama. Na
temelju prikazanih rezultata moguce je zakljuciti da uocene promjene lipidnoga statusa u zena
u postmenopauzi u usporedbi sa Zenama reproduktivne dobi ne utje¢u na paraoksonaznu i
arilesteraznu aktivnost PON1. Stoga su u istraZivanje i u kontrolnu skupinu ispitanica i u

skupinu ispitanica s CIN-om uzete i zene reproduktivne dobi i zene u postmenopauzi.

5.2. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1 u ispitanica s premalignim

promjenama vrata maternice

U razli¢itim patoloskim stanjima koja su povezana s oksidacijskim stresom, primjerice
kod kardiovaskularnih bolesti, kod Secerne bolesti i u bolesnika na hemodijalizi, utvrdeno je
snizenje PON1 aktivnosti (Grdi¢ Rajkovi¢ i sur., 2011.; Marchegiani i sur., 2008.). Do sada
objavljeni literaturni podatci takoder pokazuju smanjenu PONI aktivnosti u razliitim
vrstama raka (Arioz i sur., 2009.; Balci i sur., 2012.; Camuzcuoglu i sur., 2009.; Elkiran i sur.,
2007.; Samra i sur., 2011.). Primjerice, paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 snizena
je u bolesnica s rakom jajnika, a sniZzenje aktivnosti je povezano i sa stadijem raka,
histoloskim stupnjem i koncentracijom tumorskih markera CA-125 (Camuzcuoglu i sur.,
2009.). Nadalje, snizena paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 utvrdena je i u
bolesnica s rakom dojke i endometrija (Arioz i sur., 2009.; Balci i sur., 2012.). U svojem radu
Samra 1 suradnici odredili su paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1, kao i
koncentraciju PON1 u serumu bolesnika s razliitim vrstama raka. Sva tri ispitivana
parametra bila su mnogo niza u bolesnika s rakom dojke, prostate, pluca te u non-Hodgkinovu
limfomu. Ovo je jedino istraZzivanje u kojemu je ispitivana aktivnost i koncentracija PON1 u

bolesnica s rakom vrata maternice, te je utvrdena snizena paraoksonazna i arilesterazna
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aktivnost PON1, kao i koncentracija PON1 (Samara i sur., 2011.). PretraZzivanjem literature
nismo uspjeli prona¢i nijedan rad u kojem je odredivana paraoksonazna ili arilesterazna
aktivnost PON1 u ispitanica s CIN-om. Bazalna i NaCl-stimulirana aktivnost PON1, kao i ove
aktivnosti standardizirane na koncentraciju HDL-a i apoAl ne razlikuju se znatno izmedu
kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om (tablica 9.). Spomenute aktivnosti
ne razlikuju se znatno ni izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica podijeljenih
na LG i HG promjene (tablica 20.). S druge strane, arilesterazna aktivnost PON1, kao i
standardizirane aktivnosti na koncentraciju HDL-a i apoAl znacajno Su niZze u skupini
ispitanica s CIN-om (tablica 9.). U skupini ispitanica s CIN-om ARE je niZa za 31 %,
ARE/HDL za 14 %, a ARE/apoAl za 34 %. Ispitana je dijagnosticka vrijednost odredivanja
ARE, ARE/HDL i ARE/apoAl za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica s CIN-om
(tablica 10.). ARE/HDL pokazao je najlosiju dijagnosti¢ku tocnost te osjetljivost od 57 % i
specifi¢nost od 72 %. ARE je pokazala vrlo dobru dijagnosticku to€nost te za optimalnu
grani¢nu vrijednost od < 56 kU/L osjetljivost od 65 % 1 specifi¢nost od 90 %. Vrlo visoka
dijagnosticka specificnost pokazuje nam da s vrlo velikom sigurnos¢u mozemo reéi da osobe
s ARE-om <56 kU/L nemaju CIN. ARE/apoAl ima relativno dobru dijagnosti¢ku vrijednost
za razlikovanje zdravih ispitanica od onih s CIN-om, dijagnosti¢ka je to¢nost vrlo dobra, a
osjetljivost i specificnost su 78 % i1 77 % za optimalnu grani¢nu vrijednost od <36 kU/g. Na
temelju dobivenih rezultata ARE/apoAl pokazao se kao potencijalni biomarker CIN-a.
Medutim, potrebno je imati na umu da je rezultat dobiven na relativno malom broju ispitanika
i da za potvrdu ARE/apoAl kao biomarkera CIN-a treba provesti istraZzivanje na mnogo
veéem broju ispitanica. ARE, ARE/HDL i ARE/apoAl takoder se razlikuju izmedu kontrolne
skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG i HG promjenama (tablica 20). Posthoc
testiranjem je utvrdeno da se statisti¢ki znacajno razlikuju kontrolna skupina ispitanica i
skupina ispitanica s LG promjenama te kontrolna skupina ispitanica i skupina ispitanica s HG
promjenama. Izmedu skupine ispitanica s LG i HG promjenama nije utvrdena razlika izmedu
ARE, ARE/HDL i ARE/apoAl. ARE i ARE/apoAl potencijalni su biomarkeri za razlikovanje
zdravih ispitanica i ispitanica s LG promjenama (tablica 21.) Oba parametra imaju vrlo dobru
dijagnosticku to¢nost te osjetljivost od 72 %, odnosno 78 % i specifi¢nost od 92 %, odnosno
90 %. Dijagnosticka je tocnost ARE/HDL-a dobra, a osjetljivost i specifi¢nost su 78 %,
odnosno 72 %. Od ovih triju parametara samo se ARE izdvaja kao moguéi biomarker za
razlikovanje kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s HG promjenama s vrlo

dobrom dijagnostickom to¢nosc¢u te osjetljivos¢u od 81 % i specificnoséu od 72 % (tablica
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23.). Unato¢ vrlo dobroj dijagnostickoj to¢nosti ARE/apoAl ima nisku specifi¢nost (63 %), a
ARE/HDL uz dobru dijagnosti¢ku tocnost ima premalu osjetljivost (45 %). Svakako treba

potvrditi dobivene rezultate na ve¢emu broju ispitanica.

5.3. Parametri lipidnog statusa u ispitanica s premalignim promjenama vrata maternice

Kao $to je ve¢ spomenuto, HDL i apoAl vazni su za odrZzavanje normalne serumske
aktivnosti PON1 (James i sur., 2004.; Sorenson i sur., 1999.). Izmedu kontrolne skupine
ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om nije uocena razlika u koncentracijama triglicerida,
ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i apoB (tablica 7). Ovi lipidni parametri nisu se
razlikovali ni izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG i HG promjenama
(tablica 18.). Koncentracija HDL-a mnogo je niZza, a koncentracija apoAl mnogo visa u
skupini ispitanica s CIN-om u usporedbi s kontrolnom skupinom. Koncentracija HDL-a
takoder je mnogo veca u kontrolnoj skupini ispitanica negoli u skupini s LG promjenama i u
skupini s HG promjenama. Izmedu skupine ispitanica s LG i HG promjenama nije uo¢ena
razlika. Snizena ARE u skupini ispitanica s CIN-om i u podskupinama ispitanica s LG i HG
promjenama nije rezultat uocenih promjena koncentracija HDL-a i apoAl Da bismo iskljucili
utjecaj promijenjenih koncentracija ovih dvaju parametara na arilesteraznu aktivnost PON1,
aktivnost je standardizirana na koncentracije HDL-a i apoAl. Budu¢i da su i ARE/HDL i
ARE/apoAl mnogo niZze u skupini ispitanica s CIN-om te u skupinama ispitanica s LG i HG
promjenama u odnosu prema kontrolnoj skupini ispitanica, mozemo zakljuciti da uoceno
snizenje arilesterazne aktivnosti PON1 nije rezultat promijenjenih koncentracija HDL-a i
apoAl. U prilog ovakvom zakljucku ide i nepostojanje korelacije izmedu koncentracije HDL-
a, apoAl i ARE-a u kontrolnoj skupini ispitanica, u skupini ispitanica s CIN-om, u skupini
ispitanica s LG promjenama i u skupini ispitanica s HG promjenama. Promjene parametara
lipidnoga statusa utvrdene su kod razli¢itih vrsta raka (Camuzcuoglu i sur., 2009.; Delimaris i
sur., 2007.; Samra i sur., 2011.). Rezultati objavljenih radova nisu dosljedni, $sto moZze biti
rezultat razliite patologije bolesti, razliCitih prehrambenih navika ili utjecaja ¢imbenika
okolisa. O razlozima promjena lipidnoga statusa u bolesnica s razli¢itim vrstama raka
raspravlja se, a uocena promjena koncentracije HDL-a i apoAl u bolesnica s CIN-om
zahtijeva daljnja istrazivanja. Ispitana je dijagnosticka vrijednost odredivanja koncentracije

HDL-a i apoAl za dijagnostiku CIN-a, no nijedan se od ovih dvaju parametara nije pokazao
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kao potencijalni biomarker (tablice 10., 21.. i 23.). Arilesterazna aktivnost PON1, za razliku
od paraoksonazne aktivnosti, nema polimorfnu razdiobu te sluzi za procjenu koncentracije
PON1 (Nevin i sur., 1996.). Dobiveni rezultati upuc¢uju na moguénost snizenja koncentracije

PONZ1 u serumu Zena s CIN-om.

5.4. Polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena ponl u ispitanica s premalignim

promjenama vrata maternice

Jedan od moguc¢ih razloga snizenja aktivnosti PONI jest i razlic¢ita razdioba
genotipova polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena ponl. Ta tri polimorfizma gena
ponl najes¢e su odredivana i1 dobro je poznat njithov ucinak na PONI aktivnost.
Polimorfizam Q192R utje¢e na brzinu hidrolize razli¢itih supstrata. In vitro R192 aloenizm
hidrolizira supstrat paraokson vecom brzinom nego aloenzim Q192. In vitro supstrate sarin,
soman i diazokson ve¢om brzinom hidrolizira aloenzim Q192. Oba aloenzima hidroliziraju
supstrat fenilacetat podjednakom brzinom (Davies i sur., 1996.; Deakin i sur., 2004.).
Polimorfizam L55M utjeCe na razinu PON1 mRNA, na koncentraciju i na enzimsku aktivnost
PON1. Aloenzim M55 povezan je s nizom razinom mRNA te nizom koncentracijom i
aktivno$¢u PON1 u odnosu prema aloenzimu L55 (Blatter Garin i sur., 1997.; Deakin i sur.,
2004.; Leviev i sur., 2000.; Leviev i sur., 1997.). Od polimorfizama u promotorskoj regiji
gena ponl najviSe je istrazivan polimorfizam -108C>T te se smatra da taj polimorfizam
najviSe pridonosi varijaciji PON1 u serumu. Ovaj polimorfizam utjeCe na ekspresiju gena
ponl. C na poziciji —108 povezan je s veCom ekspresijom gena ponl te, posljedi¢no, s ve¢om
koncentracijom i aktivno$¢u PON1 nego kada je na toj poziciji prisutan T (Brophy i sur.,
2001a.; Deakin i sur., 2004; Leviev i sur., 2000.; Suehiro i sur., 2000.). IstraZivanje je
pokazalo da POX i POX1 znatno ovise o genotipovima Q192R, L55M i -108C>T
polimorfizama gena ponl i u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om
(tablice 15. i 16.). Genotipovi RR, LL i CC imaju najvisu, genotipovi QR, LM i CT srednju, a
genotipovi QQ, MM i TT najnizu POX i POX1 i u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini
ispitanica s CIN-om. Iznimka je POX za polimorfizam —-108C>T gena ponl u skupini
ispitanica s CIN-om, gdje genotip CT ima najvecu, a genotip CC srednju aktivnost. Jednaki
utjecaj spomenutih polimorfizama na paraoksonaznu aktivnost PON1 pronaden je i u drugim

istrazivanjima (Brophy i sur., 2000.; Letellier i sur., 2002.; Parra i sur., 2007.; Roest i sur.,
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2007.). U objema ispitivanim skupinama ARE nije ovisila o genotipovima polimorfizma
Q192R gena ponl (tablice 15 i 16.). Leviev i suradnici takoder nisu uodili znatan utjecaj
polimorfizma Q192R na ARE, dok se u drugim radovima ARE razlikovala izmedu triju
genotipova ovog polimorfizma, ali su razlike u aktivnosti bile mnogo manje nego u slucaju
polimorfizama L55M i —-108C>T (Brophy i sur., 2001a.; Leviev i sur., 2000.; Roest i sur.,
2007.). Genotipovi polimorfizma L55M gena ponl znatno utjeCu na ARE. Genotip LL ima
najvecu, LM srednju, a MM najmanju aktivnost i u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini
ispitanica s CIN-om (tablice 15 i 16.). Genotipovi polimorfizma —108C>T gena ponl takoder
znatno utje¢u na ARE u objema ispitivanim skupinama. Genotipp CC ima najvecu, genotip
CT srednju, a genotip TT najmanju aktivnost (tablice 15 i 16.). Jednaki utjecaj polimorfizma
L55M i —108C>T opisan je i u drugim radovima (Brophy i sur., 2001a.; Leviev i sur., 2000.;
Roest i sur., 2007.). U skupinini ispitanica s CIN-om ARE je znacajno niza za svaki pojedini
genotip polimorfizam L55M i -108C>T gena ponl (tablici 17.) u odnosu na kontrolnu
skupinu ispitanica.

S obzirom na to da polimorfizmi Q192R, L55M i —108C>T gena ponl utje¢u na
aktivnost i koncentraciju PONL1, ispitivana je veza izmedu tih polimorfizama i razli¢itih vrsta
raka. Prisutnost QQ genotipa za polimorfizam Q192R gena ponl povezana je s 2,8 puta veéim
rizikom od raka jajnika u turskoj populaciji. Dob pojave raka jajnika u ispitivanoj populaciji
ovisila je o genotipovima polimorfizama L55M i Q192R gena ponl (Arpaci i sur., 2009.). U
drugom su istrazivanju aleli L55 i Q192 povezani sa smanjenim rizikom od raka jajnika u
odnosu prema nositeljima genotipa RR i MM (Lurie i sur., 2008.). U talijanskoj populaciji
nositelji genotipa QR i RR imaju manji rizik od raka dojke u usporedbi s nositeljima genotipa
QQ. Takoder je polimorfizam L55M povezan s ve¢im rizikom za rak dojke u spomenutoj
populaciji (Antnogneli i sur., 2009.). Stevens i suradnici pokazali su da Zene s genotipom MM
za polimorfizam L55M imaju 57 % ve¢i rizik od raka dojke i 85 % ve¢i rizik od invazivnog
raka dojke, dok polimorfizam Q192R nisu povezali s rizikom za razvoj tog raka (Stevens i
sur., 2006.). Saadat je u svojoj meta analizi utvrdio da su aleli M55 i Q192 povezani s ve¢im
rizikom od raka dojke (Saadat, 2011.). Pregledom literature nismo pronasli nijedan rad u
kojemu su odredivani genotipovi polimorfizama Q192R, L55M i —-108C>T gena ponl u
bolesnica s rakom vrata maternice ni u ispitanica s CIN-om, pa smo stoga Zeljeli ispitati i to
jesu li spomenuta tri polimorfizma rizi¢ni ¢imbenici za razvoj i napredovanje CIN-a.

Poznato je da se razdioba alela polimorfizma Q192R, L55M i —108C>T gena ponl

razlikuje izmedu populacija. Ucestalosti alela ispitivanih polimorfizama gena ponl u
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kontrolnoj skupini ispitanica usporedili smo s ucestalosti alela drugih populacija (tablica 28.).
Dobivene ucestalosti alela triju ispitivanih polimorfizama u kontrolnoj skupini ispitanica
gotovo su identi¢ne s ve¢ objavljenim podatcima za Hrvatsku populaciju (Grdi¢ i sur., 2008.).
U hrvatskoj populaciji, kao i u ostalim europskim populacija aleli Q192 i L55 ucestaliji su od
alela R192 i M55. Azijska populacija ima vecu ucestalost alela R192 i vrlo nisku ucestalost
alela M55. Aleli —108C i —108T podjednako su zastupljeni i njihova se razdioba ne razlikuje

izmedu europskih i azijskih populacija.

Tablica 28. Razdioba alela polimorfizma Q192R, L55M i —108C>T gena ponl u raznim
svjetskim populacijama.

POPULACIJE Q192R L55M -108C>T

Q R L M C T Literatura
europske populacije
Hrvati 0,75 0,25 061 0,394 0,53 0,47 ovoistraZzivanje
Hrvati 0,77 023 066 034 054 046 Grdic¢isur., 2008.
Turci 0,69 0,31 0,72 028 - - Aynacioglu i sur., 1999.
Britanci 0,78 0,22 070 030 052 048 O'Learyisur, 2005.
Talijani 0,65 03 066 034 057 043 Sardoisur., 2005.
Spanjolci 0,70 0,30 0,63 0,37 0,46 054 Parraisur., 2007.
Nizozemci 0,68 0,32 063 037 - - Leus i sur., 2001.
Finci 0,69 031 067 033 - - Clarimon i sur., 2004
Francuzi 0,63 0,37 063 037 - - Letellier i sur., 2002,
azijske populacije
Japanci 0,40 060 094 006 048 052 Suehiroisur., 2000.
Japanci 0,35 065 092 0,08 - - Imai i sur., 2000.
Kinezi 0,35 0,65 100 000 056 044 Wangisur., 2003.

Usporedbom kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om (tablica 13.)
utvrdeno je da su u objema ispitivanim skupinama najucestaliji genotipovi QQ (59 % i 51 %)
za Q192R i CT (45 % i 42 %) za —108C>T polimorfizme gena ponl. U objema je skupinama
najmanje ucestali genotip RR (8 % 1 5 %) za Q192R i TT (25 % 1 23 %) za -108C>T
polimorfizme gena ponl. Za polimorfizam L55M gena ponl najucestaliji je genotip LM (42
%), a najmanje je ucestali genotip MM (18 %) u kontrolnoj skupini ispitanica, dok su u

skupini CIN-a genotipovi LL i LM prisutni s istom ucestalosti (43 %), a genotip MM ima
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najmanju ucestalost (14 %). U objema ispitivanim skupinama najucestaliji su alel Q (75 % i
73 %) za Q192R, alel L (61 % i 65 %) za L55M te alel C (53 % i 56%) za -108 C>T
polimorfizam gena ponl (tablica 14.). Za polimorfizam Q192R u skupini ispitanica s LG
promjenama najucestaliji je genotip QR (55 %), a u skupini s HG promjenama genotip QQ
(55 %) (tablica 26.). Za polimorfizam L55M u skupini ispitanica s LG promjenama
najucestaliji je genotip LL (55 %), a u skupini s HG promjenama genotip LM (45 %) (tablica
26.). Za polimorfizam —108C>T u skupini ispitanica s LG promjenama najucestaliji je genotip
CC (55 %), a u skupini s HG promjenama genotip CT (47 %) (tablica 26.). Najucestaliji alel
polimorfizma Q192R je alel Q u skupinu ispitanica s LG promjenama (67 %) i u skupini
ispitanica s HG promjenama (76 %) (tablica 27.). Najucestaliji alel polimorfizma L55M jest
alel L u skupinu ispitanica s LG promjenama (75 %) i u skupini ispitanica s HG promjenama
(61 %) (tablica 27.). Najucestaliji alel polimorfizma —108C>T je alel C u skupinu ispitanica s
LG promjenama (69 %) i u skupini ispitanica s HG promjenama (51 %) (tablica 27.).
Ucestalost genotipova 1 alela polimorfizama Q192R, L55M i —-108C>T gena ponl ne
razlikuju se znacajno izmedu kontrolne skupine ispitanica i ispitanica s CIN-om (tablica 13. i
14.) niti izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG i HG promjenama
(tablica 26. i 27.). Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da snizena ARE nije
rezultat razlicite distribucije genotipova triju ispitivanih polimorfizama gena ponl. Nadalje
rezultati upucuju na to da nijedan od spomenutih polimorfizama nije rizi¢ni ¢imbenik za
razvoj CIN-a kao ni za napredovanje ovih promjena iz niskorizi¢nih u visokorizi¢ne. Buduci
da na aktivnost PON1 utjeCu razli¢iti negenski ¢imbenici te da postoji niz polimorfizama u
promotorskoj i kodiraju¢im regijama gena ponl koji nisu istrazeni u ovom radu ne mozemo
iskljuciti njihov utjecaj na ARE 1 razvoj CIN-a. Takoder treba imati na umu da su
polimorfizmi Q192R, L55M i —108C>T odredeni na relativno malome broju uzoraka te se

dobiveni rezultati trebaju potvrditi na mnogo vecoj skupini ispitanica.
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5.5. Fenotip paraoksonaze 1 u ispitanica s premalignim promjenama vrata maternice

Fenotip PON1 rezultat je utjecaja genskih ¢imbenika, tj. polimorfizama u promotorskoj i
kodiraju¢im regijama gena ponl, kao i niza negenskih ¢imbenika (Roest i sur., 2007.).
SniZzena ARE u bolesnica s CIN-om moguce je posljedica razli¢ite razdiobe fenotipova PON1
izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om. Fenotip PON1 odreden je
metodom s dvama supstratima, paraoksonom i fenilacetatom (Eckerson i sur., 1983.). Kao sto
je ocekivano, razdioba paraoksonazne aktivnosti PON1 (bazalne i NaCl-stimulirane) je
bimodalna (slike 22., 23., 24., 25.), razdioba arilesterazne aktivnosti jest unimodalna (slike
26., 27.), a razdioba omjera POX1/ARE je trimodalna (slike 28., 29.) i u kontrolnoj skupini
ispitanica 1 u skupini ispitanica s CIN-om. Omjer POX1/ARE omogucio je razdvajanje
ispitanica s fenotipom AA (homozigoti niska aktivnost), AB (heterozigoti) i BB (homozigoti
visoka aktivnost). Polimorfizam Q192R gena ponl molekularna je podloga polimorfne
razdiobe praoksonazne aktivnosti PON1. U ispitanika s aloenzimom B na poziciji 192 nalazi
se arginin (R), dok se u ispitanika s aloenzimom A nalazi glutamin (Q). Fenotip AA odgovara
genotipu QQ, fenotip AB genotipu QR, a fenotip BB genotipu RR (Eckerson i sur., 1983.;
Humbert i sur., 1993.). U kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om
najucestaliji je fenotip AA (57 % i 52 %), dok je najmanje ucestao fenotip BB (11 % i 12 %)
(tablica 12.). Ucestalosti su fenotipova u dvjema ispitivanim skupinama podjednake i ne
razlikuju se znacajno. U skupini ispitanica s HG promjenama, kao i u kontrolnoj skupini
ispitanica, najucestaliji je fenotip AA (62 %), a najmanje je ucestao fenotip BB (13 %). U
skupini ispitanica s LG promjenama najveca je ucestalost fenotipa AB (61 %), a najmanja
fenotipa BB (11 %). lako se fenotipovi razlikuju po ucestalosti izmedu triju ispitivanih
skupina, ova razlika nije statisti¢ki znacajna (tablica 25.). Pregledom literaturnih podataka
nismo uspjeli naci nijedan rad u kojemu je odredivan fenotip PONI1 u bolesnica s CIN-om.
Usporedeno je podudaranje fenotipova PON1 i genotipova polimorfizma Q192R gena ponl u
ispitivanim skupinama. U kontrolnoj je skupini ispitanika podudarnost genotipa i fenotipa
PONL1 jako dobra. U samo 6,4 % ispitanica nije utvrdeno podudaranje, tri su ispitanice imale
fenotip AB, a genotip QQ, dok su ¢etiri ispitanice imale fenotip BB, a genotip QR. U skupini
ispitanica s CIN-om nepodudaranje fenotipa i genotipa nadeno je u ¢ak 21 % ispitanika. Kod
4 ispitanice odreden je fenotip AA i genotip QR, u 3 ispitanice fenotip AB i fenotip QQ te
kod 1 ispitanice fenotip AB i genotip RR, a kod 6 ispitanica fenotip BB i genotip QR.

Nepodudaranje genotipa i fenotipa moguca je posljedica prisutnosti, primjerice, mutacija
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krivog smisla i besmislenih mutacija u genu ponl. Jarvik i suradnici utvrdili su mutaciju
Trpl94Stop u alelu R u jednog ispitanika kojemu su odredeni fenotip AA i genotip QR
(Jarvik i sur., 2003.). U daljnjim istrazivanja svakako treba ispitivati razloge nepodudaranja
fenotipa i genotipa u ispitanica s CIN-om jer moZda prisutnost takvih mutacija moze objasniti

i uo¢enu smanjenu aktivnost ARE-a u ispitanica s CIN-om.

5.6. Biljezi oksidacijskog stresa u ispitanica s premalignim promjenama vrata maternice

Istrazivanja koja su obuhvatila odredivanje parametara oksidacijskoga stresa u serumu
bolesnica s rakom vrata maternice pokazale su povecanu lipidnu peroksidaciju i promjene u
enzimskim i neenzimskim antioksidacijskim mehanizmima. Primjerice, Ahmed i suradnici
utvrdili su smanjenu koncentraciju glutationa, vitamina E i C, smanjenu aktivnost GPx-a i
SOD-a te pove¢anu koncentraciju lipidnih peroksida u ispitanica s rakom vrata maternice
(Ahmed i sur., 1999.). Manju i suradnici u dvama su svojim radovima utvrdili snizenu
aktivnost SOD-a, GPx-a, glutation-S-transferaze (GST) i CAT-a, smanjenu koncentraciju
glutationa (GSH), vitamina C i E te povec¢anu koncentraciju lipidnih peroksida i konjugiranih
diena u ispitanica s rakom vrata maternice (Manju i sur., 2002a.; Manju i sur., 2002b.). Beevi
i suradnici takoder su potvrdili prisutnost oksidacijskoga stresa (porast MDA, smanjenje
SOD-a, CAT-a i GPx-a) u tih ispitanica (Beevi i sur., 2007.). U dvama istraZzivanjima
odredeni su parametri oksidacijskoga stresa u bolesnica s CIN-om i rakom vrata maternice.
Kim i suradnici pokazali su da je koncentracija MDA-a najveca u ispitanica s CIN-om,
srednja u bolesnica s rakom, a najniza u kontrolnoj skupini. Nadalje aktivnost GPx-a najveca
je u kontrolnoj skupini ispitanica, srednja u skupini s CIN-om, a najniza u skupini s rakom.
Takoder je uocen pad ukupnoga antioksidacijskoga statusa, od kontrole, CIN-a do raka (Kim i
sur., 2003.). Looi i suradnici pokazali su porast koncentracije MDA-a u skupini s CIN-om i u
skupini s rakom u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanica. Aktivnost GPx-a bila je veca,
a SOD-a i CAT-a niza u ispitanica s CIN-om i rakom u usporedbi s kontrolnim ispitanicama
(Looi 1 sur.,, 2008.). Prisutnost povecane lipidne peroksidacije te promjene u
antioksidacijskom sustavu u bolesnica s CIN-om upuc¢uju na vaznost oksidacijskoga stresa
ve¢ u ranoj fazi karcinogeneze, tj. u fazi CIN-a. U ovom su radu odredene koncentracije
parametara oksidacijskoga stresa slobodnih tiolnih skupina, MDA i GSH (tablice 8. i 19.).

Vec¢ina je slobodnih tiolnih skupina u serumu prisutna na albuminima koji su vazni
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izvanstrani¢ni antioksidansi. Albumin reagira sa slobodnim radikalima, pri ¢emu dolazi do
oksidacije tiolnih skupina (Mallikarjunappa i sur., 2007.). U uzorcima tkiva raka vrata
maternice u usporedbi s normalnim tkivom vrata maternice utvrdena je povecana razina
oksidiranih tiolnih skupina proteina, ¢ime se sugerira da jaki oksidacijski uvjeti djeluju na
stanice raka (De Marco, 2013.). U ovom istraZzivanju, koncentracija slobodnih tiolnih skupina
u serumu ne razlikuje se znacajno izmedu kontrolne skupine ispitanika i skupine ispitanica s
CIN-om niti izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica podijeljenih na LG i HG
promjene (tablice 8. i 19.). Na temelju ovih rezultata vidljivo je da ispitanice s CIN-om
nemaju povecanu oksidaciju slobodnih tiolnih skupina u odnosu prema zdravim ispitanicama.
Jedan od aldehida Kkoji je produkt lipidne peroksidacije jest i MDA (Cerne i sur., 2006.;
Griffiths i sur., 2002.; Jialal i sur., 1996.). Koncentracija MDA-a mnogo je niza u skupini
ispitanica s CIN-om u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanica (tablica 8.). Koncentracija
MDA-a znacajno se razlikuje 1 izmedu kontrolnih ispitanica i1 ispitanica s LG 1 HG
promjenama (tablica 19.). Posthoc testiranjem utvrdeno je da je koncentracija MDA-a mnogo
manja u skupini ispitanica s HG promjenama negoli u kontrolnoj skupini ispitanica te da
skupina ispitanica s HG promjenama ima mnogo niZu koncentraciju MDA-a u odnosu prema
skupinu s LG promjenama. Dobiveni rezultati upuéuju na vjerojatno aktiviranje i djelovanje
antioksidacijskih sustava koji sprecavaju razvoj lipidne peroksidacije u Zzena s CIN-om.
Glutation je tripeptid (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicin) koji ima razli¢ite funkcije u
organizmu. Svoje antioksidacijsko djelovanje ostvaruje izravno reakcijom slobode tiolne
skupine cisteinskog ostatka s ROS-om i elektrofilima ili neizravno djelujuc¢i kao kofaktor
raznih enzima (Lushchak i sur., 2011.). Koncentracija reduciranog GSH-a mnogo je veca u
skupini ispitanica s CIN-om negoli u kontrolnoj skupini ispitanica (tablica 8.). kao i u skupini
ispitanica s LG i HG promjenama u odnosu prema kontrolnoj skupini ispitanica (tablica
(tablica 19.). Koncentracija reduciranog GSH-a ne razlikuje se znacajno izmedu skupine
ispitanica s LG i HG promjenama. Ovaj podatak podupire gore navedene pretpostavke da se u
bolesnica s CIN-om aktiviraju i djeluju antioksidacijski sustavi organizma. U radu smo
odredili dijagnosticku vrijednost odredivanja koncentracije GSH-a i MDA-a za dijagnostiku
CIN-a. GSH se nije pokazao kao dobar dijagnosticki biomarker (tablice 10., 21., i 23.).
Dijagnostic¢ka je to¢nost MDA-a za razlikovanje zdravih ispitanica od ispitanica s CIN-om
dobra, a dijagnosticka osjetljivost i specifi¢nost su 77 i 76 %. Dobra dijagnosticka to¢nost za
MDA uz osjetljivost od 85 % 1 nisku specifi¢nost od 67 % dobivena je za razlikovanje

ispitanica s LG i HG promjenama. MDA se pokazao kao dobar biomarker s vrlo dobrom
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tocnos§cu, osjetljivoscu 1 specifiénoscu od 83 % za razlikovanje zdravih ispitanica 1 ispitanica
s HG promjenama. Dobiveni rezultati koncentracija parametara oksidacijskoga stresa nisu u
skladu s objavljenim literaturnim podatcima (Kim i sur., 2003.; Looi i sur., 2008.). Medutim,
Kim 1 suradnici odredivali su parametre oksidacijskoga stresa na populaciji zena iz Koreje, a
Looi i suradnici na populaciji Zena iz Malezije (Kim i sur., 2003.; Looi i sur., 2008.). RazliCite
prehrambene i Zivotne navike te utjecaj okoliSnih ¢imbenika u razli¢itim dijelovima svijeta
mogu biti jedan od razloga nepodudaranja rezultata. NaSe istrazivanje, kao i ova navedena
istrazivanja radeno je na relativno malom broju ispitanica s CIN-om te dobivene rezultate
treba potvrditi na vecoj ispitivanoj skupini. U vecine Zena uocCava se spontana eliminacija
HPV-a tijekom dvije godine zbog adekvatnoga djelovanja imunosnog sustava. Jedan od
mogucih ¢imbenika koji dovodi do eliminacije virusa i izljeCenja CIN-a jest i dobar
antioksidacijski odgovor organizma. S obzirom na to da Zene nismo pratili longitudinalno, ne
mozemo znati u kojih ¢e ispitanica do¢i do progresije bolesti, a u kojih do izljeCenja nakon
dvije ili viSe godina. Da bismo utvrdili ulogu dobroga antioksidacijskog odgovora u

sprjecavanju progresije i/ili izljeCenju CIN-a, potrebno je provesti longitudinalno istrazivanje.

5.7. Moguc¢i prediktori premalignih promjena vrata maternice

Univarijantnom i multivarijantnom regresijskom analizom ispitali smo arilesteraznu
aktivnost PON1, koncentraciju HDL, apoAl, MDA i GSH kao mogu¢e prediktore CIN-a
(tablica 11.). Univarijantnom regresijskom analizom svi ispitivani parametri su se pokazali
kao potencijalni prediktori CIN-a. U multivarijantni logisti¢ki regresijski model ukljuceni su
ARE/HDL, ARE/apoAl, MDA i GSH te je ovim modelom ispravno klasificirano 89,08 %
ispitanica s CIN-om. HDL, ARE, ARE/HDL, ARE/apoAl i GSH su se pokazali kao
potencijalni prediktori LG promjena, a multivarijantni logisti¢ki regresijski model ukljucio je
ARE/HDL i ARE/apoAl te je korektno klasificirao 93,70% ispitanica s LG promjenama
(tablica 22.). HDL, ARE, ARE/HDL, ARE/apoAl, MDA i GSH takoder su potencijalni
prediktori HG promjena, a multipli logisticki regresijski model uklju¢io je ARE/HDL,
ARE/apoAl, MDA i GSH te je korektno klasificirano u skupinu s HG promjenama 88,46 %
ispitanica (tablica 24.). MDA je jedini parametar ¢ija se koncentracija razlikovala izmedu
skupine ispitanica s LG i HG promjenama no, medutim, logisticCkom regresijskom analizom

nismo potvrdili MDA kao prediktora za razlikovanje ovih promjena.
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Ovo je istrazivanje prvo istrazivanje kojim je obuhvaceno odredivanje paraoksonazne i
arilesterazne aktivnosti PON1, fenotip PONL1 te polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena
ponl u ispitanica s CIN-om. Dobiveni rezultati pokazuju da je u zena s CIN-om prisutna
oksidacijsko-antioksidacijska neravnoteza. SniZzena arilesterazna aktivnost PON1 ukazuje na
vjerojatno snizenu koncentraciju PON1 u serumu ovih ispitanica, $to je moguce posljedica
smanjene ekspresije gena ponl uslijed poremecéaja redoks homeostaze. UocCene promjene
koncentracija HDL-a i apoAl nisu ¢imbenici koji objasnjavaju snizenu ARE. Nadalje, ovim je
istrazivanjem pokazano da polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena ponl nisu rizi¢ni

¢imbenici za CIN i da ne objasnjavaju uoc¢eno snizenje ARE u tih ispitanica.
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6. ZAKLJUCCI

98



Paraoksonazna aktivnost PON1, kao i standardizirane aktivnosti na koncentracije HDL-a i
apoAl, ne razlikuju se znacajno izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s

CIN-om niti kontrolne skupine ispitanica i podskupina ispitanica s LG i HG promjenama.

Arilesterazna aktivnost PON1, kao i standardizirane aktivnosti na koncentraciju HDL-a i
apoAl, mnogo su nize u skupini ispitanica s CIN-om te u skupini ispitanica s LG i HG
promjenama u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanica. Izmedu skupina ispitanica s LG i HG

promjenama nije uocena razlika u ovim aktivnostima.

Fenotipovi PON1 ne razlikuju se znac¢ajno izmedu ispitivanih skupina.

Razdioba genotipova i alela polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena ponl podjednaka
je u kontrolnoj skupini ispitanica, i u skupini ispitanica s CIN-om te u kontrolnoj skupini

ispitanica i u skupinama ispitanica s LG i HG tipom promjena.

Potvrden je u literaturi opisan utjecaj polimorfizama Q192R, L55M i — 108C>T gena ponl na
paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica, kao i u skupini

ispitanica s CIN-om.

Uoceno sniZzenje ARE-a nije rezultat promijenjenih koncentracija HDL-a i apoAl, utjecaja
fenotipova PONL1 ni razli¢ite razdiobe genotipova polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T
gena ponl. Moguéi razlog snizene ARE jest smanjena ekspresija gena ponl uslijed

poremecaja redoks homeostaze u zena s CIN-om.

Koncentracija tiolnih skupina ne razlikuje se znacajno izmedu kontrolne skupine ispitanica i
skupine ispitanica s CIN-om niti izmedu kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s
LG i HG promjenama. Dobiveni rezultati pokazuju da u ispitanica s CIN-om nije dokazana

povecana oksidacija slobodnih tiolnih skupina u serumu.

Koncentracija MDA-a mnogo je niZa, dok je koncentracija reduciranog GSH-a mnogo visa u
skupini ispitanica s CIN-om. Koncentracija GSH-a visa je u skupini zena s LG ili HG
promjenama u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanica dok ova razlika nije uocena

izmedu skupina ispitanica s LG i HG promjenama. Koncentracija MDA je niZa u skupini Zena
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s HG promjenama u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanica te je koncentracija MDA takoder
zna€ajno niza u skupini ispitanica s HG promjenama u odnosu na skupinu ispitanica s LG
promjenama. Dobiveni rezultati upucuju na oksidacijsko-antioksidacijsku neravnotezu u zena
s CIN-om.

MDA se pokazao kao dobar dijagnosticki biomarker sa zadovoljavajuéom to¢noscu,
specificnos¢u i osjetljivos¢u za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica s HG promjenama.
ARE/apoAl potencijalni je biomarker za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica s CIN-
om. Nadalje, ARE i ARE/apoAl potencijalni su biomarkeri za razlikovanje zdravih ispitanica
I ispitanica s LG promjenama, dok je ARE potencijalni biomarker za razlikovanje zdravih
ispitanica i ispitanica s HG promjenama.

Multivarijantni logisticki regresijski model koji ukljuc¢uje ARE/HDL, ARE/apoAl, MDA i
GSH korektno klasificira u skupinu CIN-a 89,08 % ispitanica. Multivarijantni regresijski
model koji ukljucuje ARE/HDL i ARE/apoAl korektno klasificira u skupinu s LG
promjenama 93,70 % ispitanica. Takoder multivarijantni logisticki regresijski model koji
ukljucuje ARE/HDL, ARE/apoAl, GSH i MDA korektno klasificira u skupinu s HG
promjenama 88,46 % ispitanica.
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ARE
ARE/apoAl
ARE/HDL
CAT

CIN

CIS

GPx

GSH

GST

HDL

HG

HPV

LDL

LG

MDA
oLDL
PCR

PHD
PON1
POX
POX/apoAl
POX/HDL

POX1
POX1/apoAl

POX1/HDL

RFLP
RNS
ROS
SNP

arilesterazna aktivnost PON1

arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju apoAl
arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a
katalaza

cervikalna intraepitelna neoplazija

karcinom in situ

glutationska peroksidaza

reducirani glutation

glutation S-transferaza

lipoprotein velike gustoce

CIN visokog rizika (od eng. high grade)

humani papiloma virus

lipoprotein male gustoce

CIN niskog rizika (od eng. low grade)

malondialdehid

oksidirani lipoprotein male gustoce

lancana reakcija polimerazom

patohistoloska dijagnoza

paraoksonaza 1

bazalna paraoksonazna aktivnost PON1

bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju apoAl
bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju
HDL-a

NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1

NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnhost PON1 standardizirana na
koncentraciju apoAl

NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na
koncentraciju HDL-a

polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata

reaktivni dusikovi spojevi

reaktivni kisikovi spojevi

polimorfizam jednog nukleotida (od engl. single nucleotide polymorphism)
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SOD superoksidna dizmutaza

VLDL lipoprotein vrlo niske gustoce
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