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ZAHVALA

Hvala kolegicama i Kegama sa Zavoda za histologiju i embriologiju i Hi#Vlod kojih su
PQRJL SRVWDOL L SULMDWHOML QD NROHJLMDOQRVWL VD
NDNYX VH VDPR SRaAHOMHWL PRaH
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1. UuvoD

1.1. Vrat maternice

Vrat maternice, latcervix uterj distaini MH GLR PDWHUQLFH JUDYHQ SUH)
WNLYD D RG PLALUQRJ WLMHOD -veDWI 9QjerR.HCeR/iBSYBRMHQ N
FLOLQGXNNMWIXDMWNRG QXOLSDUD SURVMHPQR GXJD FP L S
Cerviks protrudira u rodnicu te je zbog toga podijeljendistalni vaginalni dio, tzv.
egzocerviks proksimalni VXSUDYDJLQDOQL W]Y HQGRFHUNIONV 'Xa F
SUROD]L FHUYLNDOQL NDQDO NRML MH X SRGUXpMX HJ]RF
HSLWHORP NRML VH QDVWD Y@NMndd@dvigiRljp RansialprekBvetv H O U F
MH MHGQRVORMQLP FLOLQGULpPpQLP rnd@ieWjal oaRermidd.RNsltaj VH QD
QDpLQ HSLWHO FHUYLNVD VSDMD PDWHUQLFX L URGQLFX
vaginalnom sluznicom nastaju forniksi rodnice. Tijekom embrionalnog razdoblja cervikalni
NDQDO SUHNULYHQ M Hpardn@aQHsIWILMQLLPAN Hika i $ijRkasRij¥ L K
WLMHNRP IHWDOQRJ UDJGREOMD DGROHVFHQFLMH L SUYH
PQRJRVORMQLP SORpPDVWLP HSLWHORP

,VSRG HSLWHOD VWLMHQND FHUYLNVD JUDlgkbhaD MH SL
X] PDOR JODWNLK (ALOHKDBELYWD QXDNFLMD FHUYLNVD L] W
SRWSRUQD D QH NRQWUDNWLOQD 2VLP PHKDQLpNH XORJ
NRMD LPD EURMQH IXQNFLMH X UHSURGXNWLYQRP J]GUDYC
SURL]YRGH QGLVWWOLWMIH3GHQ NDNYH VH VXVUHUX X FMHYDV\
sluznicom. UmjestoXREL pLBMRKGQMMHHOH QD VHNUHFLMVNL GLR L RGY
HQGRFHUYLNVD JUDYyHQH VX RG VXVWDYD XVMHNOLQD L
MHG QR V O R MinLepitdfdntkbji3&ikidavpo nastavlja na epitel endocerviksa. Taj epitel,
FLMHORP VYRMRP SRYU3SGLQRP L RQRP NRMD REOD&H OXPH(
kripti, proizvodi sluz(3). Vrat maternice dnevno proizvodi oko 20 do 60 mg sluzi u zdrave
ameé reproduktivne dobi, dok sredinodHQVNRJ PMHVHPBIONRAXWPRPORD VO X]L
narasti i do 700 mg na d&4).



1.2. Uloga cervikalne sluzi

Cervikalna sluzGMHOXMH NDR |D&RNGLWH S]DLMHEWHROLMMNRJI RNF
fagocitoze vaginalnimeukocitimg ILOWULUD PRUIRORAENLVQRS&IP RpQ M D\QSu
YHOLNRJ EURMD VSHUPLMD XQXWDU NULSWL FHUYLNVD ND
njihov prolazak prema materni¢b ). S druge strane, modulira njihovo gibanje u drugim
dijelovima ciklusa, kada sMHpDYD SULVWXS VSHUPLMD PLNURRUJDQ
gornjem dijelu reproduktivhog sustava, a timeSHULWRQHD O @WR MWaAXISORIG QUQ I H
2pLWR MH NDNR VX PQRJH RG QDYHGHQLK XOBRpldnjgHUY LN D (
SLWDQMH NRMH VH QDPHUH MHVW NRML PHKDQL]JPL XSUDY(

koja sudjelujuu plodnosti, odnosno neplodnosti.

1.3. Cervikalna sluz i replodnost

Neplodnost, definirana kadd ]RVWDQDN NOLQLpNH WUXeeg&UH QDN
UHGRYQLK QH]DaAWLUHQLK VSROQLK RGQRWPorgatizZddjed LV WU I
od 1990. do SRIJDYyDOD MH AHQD NRMH VX KWMHOH SUYR
1,5% aHQD NRM honoMndKrudik{dekihtiarna neplodnost). U konkretnim brojkama to
] Q DKako otprilike 48,5 milijuna parova diljem svijeta niti nakon pet godB & N X&DYDQMD
nije moglo ] D p kB)WWHada se podaci promatraju u strogom vremenskom periodu od godine
dana, prema definiciji népdnosti vrlo visok postotak 0d.0%- SDURYD NRML SRNXa
]IDpHWVWUB&RHP RU UDGL OLMH pQizplQdHBSIIPRRG ® RBEMWML P XaNL &H
NRPELQLUDQL L QHSRUQ® Whankdew, LReBskm. PXQRQRANLP
SV L KR OdughnuProtima.

'REUR MH SR]IQDWD pLQMHQLFD NDNR MHGDQ RG pLPEH:
i cervikalna sluz a abnormalnosti u svojstvima sluzi jedan od uzroka neplodnosti, odnosno
subfertilnosti(1). 2VLP EURMQLK LV WUD aLvéd bepviMdneSIUR FelbHilgH VYR M
FLNOLpPNH SURPMHQH NRQFHQWUDFLMD &H @GR P MHQN NQ |
spolrom ciklusy promatranjeL]OXpHQH VOX]L XVSMH&aGQR MH NRUL&AWHQ
QDpLQ XV Sovatd pl@eha M Heplodna razdobljprepoznaje ovulacija teRGJDYD LOL
SRVSMHAEAX®HH)]RPHYHNDOQD VOX] V foQ RGIQRE (XD PREA N RELIWIR
+QH RGUADYDMXUL SRYROMDQ RNROL& ]D S$ddkdipmYaOMDYDQ
posrednoQHVSUMHpDYDQMHP LQIHNFLMH LOL SRVMHGRYDQMH



VSHUPLML R WA DSQ R YNRWPH it X W $ D RXNpEQAGBIehanizam ovisnosti
ELRIL]JLPNLK VYRMVWDYD VOK]O X BUB@MDNLP SURPMHQDPD

1.4. *U D y$&vojstva cewikalne sluzi

1.4.1. Biokemijski sastav sluzi

Cervikalna sluz je hidrogel sastavljesd niskomolekularne komponentegervikalne
plazme i komporente visokemolekulske masegel faze Cervikalna se plazmaastoji
uglavnom od kektrolita i RUJD QV NLK N R RBlRkQIskE Make Qolpidt FAminokiselina,
kolesterola, lipida, glukoze, askorbinske kiselirmlisaharidg13), GRN JHO ID]g VDpLQN
enzimi, baktericidni proteini, proteini plazme f UHAD JOLNRSURWHLQD PXFL(
cervikalne sluzi ovisi o velikn, jako glikoziliranim mucinima D R UD] O L ppojadtih XGMHO
mucina ovisi udio vode u sluz{14). Naime, dok u prei postovulacijskim fazalma aHQV NR J
PMHVHpPQR JIWSEREGRIQOD VOX] VDG Uvbtle, RMRse udio u sredini
FLNOXV Do WHREBEDNO®O GFR 2YLVQR R YLVNR]JQRVWL L VDGUaADMX

kao prepreka iltransportni medij za sperrejj

142. 6YRMVWYD VOX]L FLNOLpNL VH PLMHQMDMX

'XJR MH SR]QDWR GD VH FHUYLNDOQ&®HQUNXNRFLANVOH\WVMNhQ
spolnogciklusa D LVWUDERELXDLONDEMD SURL]DAOR MH XSUDYR L]
upotrebe Promjene sluzi nastale kao posljedica hormonskih promjena tijekorhQ VN R J
PMHVHPQRJ FLSIRXYRI QLVX VDPR QMLKRYD AQXVSRMDYDS3
promjena, omoXiLOD QHLQYD]LYQL XYLG X KRUPRQVNL VWDWX'
obitelji. 5D]OLpLWD VYRMVWD VOX]L 2GHEODG MRa JRGLQH
JODYQLK YUVWD VHNUHWD X VOX]L NRMH R]QDpDYD ND
(progesteronska sluz). Tip E je prozirna, vodenasta i rijetka sluz koja prevladava u vrijeme
ovulacije(oko 97% E i 3% tipa G), a nastaje pod utjecajem estrogena dok tip G, nastao pod
dominacijom progesterona, odgovara gustoj, ljepljivoj sluzi koja domimia vrijeme

normalne luteinske faze ili pri upotrebi oralne ili druge hormonske kontracepcije.

Prema smjernicama Svjetske Zdravstvene Organizaglijg, se opisuje i boduje na
WHPHOMX pHWLUL NULWHULMD YRQEKBRRBOIDp@wap pi@RiV WO X]L

spinnbarkeif i kristalizaciji (prema engl.ferning) (16). Sluz varira tijjekom ciklusaod

3



YLVRNRJ YLVNR]JLWHWD pHVWR V PQRJR VWDQLpPdRJ VDGI
vodenaste sredinom ¢iksa neposredno prije ovulacije da bise, WUHQXWND M®&GD MH
RYXODFLMD YLVNR]SORY Wi BiiidikeBj® perh@nDkoji se koristi za
RSLVLYDQMH ILEUR]J]QRVWL L VYRMVWDYD HODVWLPQRVWL
VOX]L L]JPHYX SUHGPHWQRJ FernB@Rd¢ bBNOL) Ral stvpahp NxaydkD
NULVWDOL]DFLMH NRML VH RSDAaD NDGD VHPrhenloDOQD VI

svojstavaukazuju na promjene stuktui sluzi i njeziroj propusnostza spermije.

1.4.3. Utjecaj spolnih hormona nasvojstvai sastavcervikalne sluz

Analizom promjena svojstava cervikalne sluzi tijekom folikularne faze, sredine ciklusa i
OXWHLQVNH ID]JH FLNOXVD SRWNIOQNR MROLEDO@EMAQRE BRE
kristalizacije, penetracije VSHUPLMD VD G UK BeMsDarfeKj€ lvigkbDznbstiS broja
stanica i albumina tijekom sredine ciklusa. Tijekom hs&e faze, svi ovi parametNUH U X VH

u suprotnom smjers iznimkompH (17).

IDMYHUD NROLPLQD FHUIYENRG Q PWMPLX D RID Mayb D Q S UL
porastaluteinskoghormona(LH), a koincidiraju s vrhuncem razine ukupnih estrogena u
XULQX 1DMPDQMD YLVNR]QRVW kristdl2agij¢ 30biM penatlac)d FD D
VSHUPLMD XRpPHQL VX QD GDQ SRUD VktrDentrace Mrid@BihQ GDQ
estrogenadika 1).



S0~

i 16/-
40 Ukupni estrogeni !
sl H49/24hr '“" progesteron
" a8/ ng/ ml
20} . .
-1
10k ! .
r : S
Oty ===y 1 ] yr= e e ——— T 5 T B
24,

. Penetracija

4|T (+) Koli€ina . '8 spermija |
2 ¥ . ! F

| - .

0 : o

TTT 1
4r i
2. ' — T T —f T T T T 1""
- {+) Stanice
o — T Penetracija
47 . 12 spermija
2l i 51
. (+) Viskoznost °
0o —_—r T ol——
EQ- Mm-m[gl'ﬂﬁﬂq I
. Fraction
4

+] Krlstalizacu

2 i Alhym'm :
10 8~ T T T TTTTT i o

0 Globulin i %

f'”.é

| I T I T T o . e gy
- - - I 14 -
%2 10 _g 8 2 5 +4 é+5+ﬂ+l2’ +6 -2 -8 €472 0 +4 *E*a +2 46
Duys of Cycle Days of Cycle

Slikal *UDILpNL SULND] SURPMHQD UD]OLpPpLWLK ¥F@WINRIDRK D HRHHDYQLRNID D DR
ciklusa. 'DQ GDQ /+ YUKXQFD RNRPLWD WRpPNDVWD WOprv@rh Mdbugomp L ) SRN
mikroskopskom polju (x200) in vitro testu prolaska spermija kroz cervikalnu sluz. NMF = frakcija cervikalne

VOX]L NRMD QH PLJULUD D VDGUAL XJODYQRP JOLNRSURWHLQH YLVI
predstavljaju standardnuPJUHAa&ANX VUHGQMH YULMHGQRVWL ORJKLVVL HW DO Vv
Journal Of Gynaecologi24)



6DGUADM SURWHLQD X FHUYLNDOQRM VOX]L SRND]DR M
DOEXPLQD QDJOR VH VPDQM L RakonGor§s@a Ledilgebdlini sifed HR UDV
VOLdbiagac 6DGUADM PXFjeQMUIBSRIYPIRPQFLNOXVD GRVHAXUL Y
SRUDVWD /+ QDNRQ pHJD VH UD]LQD PXFLQD VPDQMXMH G
postmenstruacijsku raziniNajzastupliel. ML PXFLQL X HQGRFHUYLNDOQLP &
koji oblikuje gel (engl.gelforming mucin MUC5B i transmembranski mucin (engl.
membranespanning mucin 08 & 5HODWLYQD UD]JLQD P51% RGQRVQR E
i MUC4 mijenja se ovisno 0 dandHQVNR PP @RH WK RIONORIVD RGJRYDUDN
koncentraciju estrogena i progesterona u Kivi. Razine i MUC4 i MUC5B mRNA rastu s
porastom estrogena u ciklusu, a obrnuto su proporcionalne porastu progesterona.
.YDQWLILNDFLMD HQJLPVNR Y Hégej@rh FELLTAXNG) BoReSalgR khkd U D M X ii L
koncentraciD SURWHLQD 08& % EGODRPBWLEDODBRIWDWW X SHU
razdoblju tese smanjueNDNR RGPLpH OXWHLQVND ID]D FLNOXVD SRC
08& RYDNYR LVSLWLYDQMH: N@®RRE GIWFRHVARKIRIRABHRNRYBPD X
LVWUDALYDQMX PXFLQD =ERJ YHOLPLQH L JOLNR]JLODFLMt
dostupnih metoda(18,19) Analize biokemijskog sastava sluzi pokazale su da se
glikoproteinske molekule, mucini, prie,2 YULMHPH L SRVOLMH RYXODFLMH
JUDHHUHUQLKR2®VWDWDND

=DQLPOMLYR MH L ®uWMNWRIGOGLPBDQVHLIDXKRQLK PXFLQD RN
njihova koncentracija smanjuje. Razlog tomu je ptVasYROXPHQD WHNXULQH
poY H i DIQRIHL PJLAXP HQ L K21P XEY R DSRMDYD SR HKIID QRIXFRQ K PV O
NDR L SRUDVW ILBAPROHOMHQWM D YRYWR]QRVWL PRJOL EL ELWI
stvaranjaupravo mucina MUC5B1 viemenuRY XODFLMH EXG Xiran @2rBzitMH NDUL
YHOLNRP KLGURILOQRP GRPHQRP NRMRP DGVRUELUD YRG?>
spermije. Usto se postavlja pitanje je li, kao jedinipteomorfan mucin, zbog svoje
VWDELOQRVWL XSUDYR 08& % NOMXpDQ D NRMIB URDRRM KM U X]N

kretanjei usmjeravanjespermija(19).

5DVSRUHG PXFLQD X VO X]L nBstzd s$pgrilje tdvighd dtgan@ida ISSse R S X V
UguWWWX PUH&X NRMDOLQK RH GRERSXEWQPH VWUXNWRP)H NRMH L
osim 0 hormonimaovisi 0 promjeni pH. Konkretno, pri smanjenju pH, odno u kiselijoj
okolini, sluziz propusne globularne strukture la& u fibroznu, nepropusnu. Ove promjene
proizlaze pRQDMYLAH L] JUIDjaHorioradip%WLP YULMHGQRVWLPD S
PHYXVRBRYR]LYDQMH PXFLQD X VIHUH LOL X JXVWX PUHaXxX
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2VLP SURPMHQH S+ SRND]DQR M HhiGdyerkarbNathRidhVW Y D V O X
SULORJ YOd@RIMODWQLK LRQD JRYRUL L SRNXV X NRMH
ispiranje rodnice s NaHGCOVPDQMXMH YLVNRHODVWLPpQRVW FHUYLNEL
prodiranja spermija kroz cervikalnu sluz i poslyéQRaDMQL WHVW LQWHUDNEF
cervikalne sluzi23) 3UHPGD KLGUDWDFLMD L YLVNRHODVWLpPQRVW
svega 0 GMHOX L JOLNR]JLODFLML SRMHGLQLK YUVWD PXFLQEC
hidrogenkarlRQDW QLK LRQD QHNL RG WLK pLPEHQLND OHKDQL]D
organizacije i svojstava sluzi putem promjene pH i koncentratjegenkarbnatnihiona
MR4 QLMH LVWUDAaHQ

15. PURL]JYRGQMD L L]JOXpLYDQMH VOX]L

Sluz se proizvod X QHNROLNR NRUDND VLQWH]D SRKUDQD X V
EXEUHQMH HJ]JRFLWR]D W Ha NRPRNOIRY BRAWIBNR YREMYNDK D M
UHROR &N L KON RMMVW D MBRK/IORERWBELMIDDNXSLQD PXFLQD

1.5.1. Sintezamucinai pohrana u sekrecc MVNH PMHKXULUH

Mehanizmisintezemucina GHW D O M Q R thivknal § @/ UIDDA H QEHU(IL8) td Yia
JRYHYHP HQGRHHDYENRXHGHQD LVWUD & kilt&z® MicinX ND]X M X
ljudskom endocerviksu slijedi ista pravib. LAQL HSLWHO SRND]J]XMH YHOLNX V
VWDQLFDPD HQGRFHUYLNVD D &ODUD VWDQLFH L YUpDVW
glikoproteinima kao i stanice endocerviks®roteirski dio mucina sintetizirase u
endoplazmatsk P U Hrétikélimu (ER) gdje se oddji SR p HNVgQkbDzilacija U
Golgijevom W M H @viHpéidEexhi zatim prolaze @likozilaciju, gdje sea H U Hadd dodaju
hidroksilnim skupinama treonina i serifdakon O-glikozil acije membranski vezannucini
XPHUX VH X PHMAEDIDPRDXP LD HQMH Q bakupkaj priuNimepitaiy u
odjeljcima GolgijevogW M H Q@ mo-oligomeri RVLIXUDYDMX YLVNRHODVW
sluzi, a formiraju se kroz disulfidn HJH L]PHYX QMLKRY LKi KkatbhgRkailkih. Q V N L K

terminalnih Ddomeng25).

SRWSXQR GRYUAHQL SROLPHUL]JLUDQL JOLNR]JLOLUDQL
VHNUHFLMVNLP JUQFLPD NRMD LVSXQMDYDNMZ26). Whvih GLR FL
zrncima mucini su pmiskom pH i visokoj razini C& pohranjeni doL ] O X b (X7 \0<dk@
koncentracije Cdi H* aWLWH QHJDWLYQR QDELMHQD PMHVWD QD
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HOHNWURVWDWVNRJ R G E L Mik@hieDadiju WiUgirhRnRaPZRACa(REM X YLVR
2YDM MH SURFHV YUOR YDAaDQ ]J]ERJ LPSOLNDFLMD NRMH LP
LIOXpHQLK PXFLQD IRUPLUDOD VOX] RYL QDERML PRUDMX
mucini mogli razmotati i hiddUDWL 1HXVSM H éd§Qprodesa WridvhDsprivhjdride,Y
SDWRORJLML L NOLQLp®R®RM VOLFL FLVWLpPpQH ILEUR]H

1.5.2. BubrenjeiegzocitozaVHNUHFLMVNLK PMHKXULUOD

1HSRVUHGQR SULMH HJ]JRFLWR]H GROD]L GR EXEUHQMD °
G Rredja i hidratacije mucinlNa EXEUHQMH XWMHpX SURPMHQH X NRQFH
OLWHUDWXUL MH REMDaQMHQERM A DL VKOG G MADLF IQNDX LRX FL QD
NDWLRQD NRMD VH GRJDVyD N bihasta®sekreGjskalpoidnMétriie HP E U D Q
ulaze u granke mucina, i izmjenjuju se Ralcijevim LRQLPD %XGXuL GD VX SUH
elektroneutralnosti potrebna dva Naa svaki C& SRYHUDQMHP E®RMD LRQ
PMHKXULULPD RVPRWVNL WODN PROHNXOH YRGH28OD]H X (
BubrenMH PMHKXULUD RGYLMD VH NLQHWLNRP SUYRJ UHGD D
C&'iH"X L]IYDQVWDQLp@®BP RNUXAHQMX

OHKDQL]DP UHJXODFLMH RWSXawbDQMD PXFLQD L] VHN
HQGRFHUYLNDORQLp¢sva fatamM HH@ZmV R LMHH GD EU]JL SRUDVW X(
NRQFHQWUDFLMH NDOFLMD LJUDYQR SRWLpHa UddihXOLUDRQ
NUDWNRIURPOMHQH QMHJIRYH XQXWDUVWDQLPQH NRQFHQW
HIJJRFLWR]H L (3B)X2ARkbBrfigaslju unutay WDQLpPpQRJ SULMHQRVD L
procesasekrecijskinP M H K X U L i Dsu @vigeXBitdljDptoteina: RabSNARE, receptor za
toplivi SURWHLQ NRML (¢ngl. Sdtullel NG Ataghment Proteireéepton). Rab
SURWHLQL V Xsijdt@danjarpns@itaXKM HK XQUDL DM LKRYD UD]OLpLWD R
PHYXGMHGBGRYDQSWRWHLQD X GYMHPD PHPEUDQDPD RPRJXI
egzocitozu(32). Egzocitoza mucina izrnaca]D SRKUDQX PR&H ELWL PRGXOLU
PLPEHQLFLPD NDR @WRURWKRQFRQWRUL ELROR@B)L DNWLYC

OHPEUDQVNL SURWHLQ YH]DQ X] P M Ndsixlebssoteiate $0 3 S
membrane protein )8 nekad poznatiji kao endobreyiprotein je kompleksaSNARE koji
sudjeluje u reguliranoj egza6LWR]L 1DNRQ aM K p\Dj& [IRQ@itekdtL ¥YaHeJuzije
endosomaautofagije, nokasrf MH RWNULYHQR NDNR YDaQB83BX XORJX LP



VAMP8 MH SRPRUX QH Nigettifitikdh R HOLR Q DP  $nUMdldRélizRcijom na
sekrecijskm zrncima mucinaX YUpDVWLP LVWRRXVFDPD QD PLAHYLPD V
LJUDADMHP 9%$03 6PDQMHQMHP IXQNFLMH 9%$03 VPDQMH!
HIJ]JRFLWR]D SRWY UyXiMgziditor) MitiddBY)X KORIKL GD tkhé]RFLWR]
nije popuno nestala, vjerojatno druge moleklkempleksaSNARE imaju istu uloguu

egzocitotskim procesima.

1.6. Formiranje sluzi

IDNRQ HJ]JRFLWR]H PXFLQL VH ]DGUaDYDMX uQD YDQ!
zgusnutih nakupinaluzi, egzosoma36) .RQDpPQR IRWXARL VONXMHX WY)OMH HNVSI
hidrataciju ovih NRQGHQ]JLUDQLK QDNXSLQD PXFLQD NDNR EL V
UHR ORA&N DI dok RuMdaYDB i koncentracija €asudjeluju u regulaciji formiranja
sluzi utjecajem naH J]RFLW R W L, [z&norrRad® IRXRV. 0 R EaD. yUHINKHhUQra K
i hidratacijusluzi Q X asQEtrebniHCO; ioni.

SPMHVWR XQXige u\picBsaal ko) #bvode do egzocitozépni HCO5
QDMYMHURMDWQLMH VX X RYDM SURFHV XNOMXpHQL L]YD
EXG X L]@sekink kphcentracijam&CO;. -HGQRP NDG VX PXFLQL RWSXaw
NDWLRQL NRML LK &@&WLWH PRUDM XddkandehzaxijN € B [RV & IQUH Q MM
polimeraodbojnim elektrostatskim slamaSUL NRMRM VH PROHNXODUQL YRC
1000 putau sveganekoliko sekund(28). Smatra se kako je ekstracelulaHCOs; koji lako
tvori komplekse €& iH* NOMXpDQ ]D XN OLKQ &DIQWIRY NDWDRQRRND P
egzocitoze granule(37,38) OVORERNIBD@QH RQVNH ]D aWKirogtdtskeRsdlee RM Q H
LIORAHQLK DQLRQVNLK PMHVWD Q@HY YiBAIRrajGiD/rla hiskiin PR O H N )
NRHILFLMHQW R PmWithHIGMZD mefPidnskKimucina QD RYDM QDpLQ SR
istjecanje sluziz kriptt FHUYLNVD SUHPD M38HGLAQMHP NDQDOX

. O M X p Q Dhidko@eRKeEbnatnih iona u smanjenju viskoznosti sluzi dokazana je u
SOXULPD FULMHYLPD L @&HQVNRP VSR apdéstranjnostoiiog X WH
PHKDQL]PD VPDWUD NDNR MH PRAGD ULMHp R XQLYHU]DOC
PHKDQL]PX VSHFLILPQRPGEBBEIOFRMHGLQH RUJDQH

U odsustviHCOg', sluz ostaje zaglavljerunutar kript epitelaendocerviksapdnosno, u
G LodnGustavuynutar lumenanukoznihaO L MA) @D MH SRWHANRUD SULPLME
X SDFLMHQWLFD RERO N4H)OIXa R B VAURAEZLRY QDI IVEHUR X YHO VSF

9



pokusu ispiranja rodnice s NaH@ONaime, poznato je kako visoko hidratema sluz
smanjenog viskoelasticitet&kakva je psXWQD X YULMHPH RMWXAG@ELMH R
spermija kroz cerviks R P R J X apfobthi.

16.1. 5HIXODFLMD L]OXpLYDQMD VOX]L

3RG XWMHFDMHP VSROQLK KRUPRQD LVWRYUHPHQR VH P
UH]XOWLUDMX SURPMHQRP ELRIL]JLPNLK L IXQNFLRQDOQLK
UHJXODFLMH MH VWRJD VORA&H Q@ D p¥pdsitjdrifa\sinexsr@rRuckitl O M X p X M
pohrmom X VHNUHFLMVNH hMbdikteh)drl iUéyzocpddbinKeRrdzmotava i
a L U KlQzM Dvisno o tipu procesa kojeg reguliraju, estrogeni i njihovi receptori mogu
dielovDWL VSRUR QD NODVLpDQ AJHQRPVNL:3 QEDpjEgge,LOL EU]
SRYH]DQRVW UD]JLQH P51% 08& L 08& % L NRQFHQWUDFLMt
djelovanje estrogena na transkripciju mucipi@eko estrogenskogeceptor unutar jezgre,
dakle, sporim, genomskim djelovanjdi®). S druge strane, pdx]| DQR MH GD L]J]OXpLYD!
iz stanice dosljedno prati suptilne promjene koncentracije hormona, pa vjerojatno postoji
PHKDQL]DP EUJH HVWURJHQVNH UHJXODFLMH HJ]RFLWR]H Y
mucinima(42). Takva brza regulacija bla BQHRYLVQD R NODVLpPpQRP JHQRPYV
HVYWURJHQD WHPHOMHQRP QD GXJRWUDMQLP SUR#FHVLPD
transkripcije, translacije i posttranslacijske modifikacije. Brzo, negenomsko djelovanje
HYWURJHQVNLK UHFNSWDRWP QR PHP D@L JGMH RQL SRNL
EUJL VWDQLpPpQL RGJIRYRU &) XNagbriomseke! tigtoDanjs Rstidge@skaly D
UHFHSWRUD QD PHPEUDQL SUHVLQDSWLpPpNLK J]DYUAHWDND

RWSXawDM R VIORIER#adpivopina(GnRH, od engl. gonadotropinreleasing
hormong (44).

Mehanizmi i signalni putevi kojim spolni hormoni reguliraju pojedine procese u
SURL]YRGQML L]OXpLYDQMX L NRQDpPQRP REOLNRYDQMX HC
RG QDpLOQDQ R NULK PHKDQL]DPD L PROHNXOD NRMH X QM
VOLpQLK PHKDQL]DPD UHJXODFLMH SURL]J]YRGQMH VOX]L X ¢
PRJXUH MH ]D SRMHGLQH SURFHVH X SURL]JYRGQML VOX]L L]

i provjeriti njihovu ulogu u tkivu endocerviksa.
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1.7. GABAiGABA-HUJLpNL VXVWDY

1.7.1. GABA

-DPLQRPDVODpQIABA Lpverm® én@ID  $P LBuiRric Acid je glavni
inhibicijski QHXURWUDQVPLWHU X PR]JJX RGUDVOLK VLVDYDEFD
ALYPDQRP VXVWDYX SHULIHU Q RékstaandUpadh@ik\vPma/ NjggWwB Y X L Q}
JODYQD XORJD MH VPDQMHQMH QHXURQVNH SRGUDAOMLYF
izavQR UHJXOLUD L GRABA djal@d naA\dRj@ Wite receptora: GARAeceptore
(GABAAR) i GABAg receptore (GABAR). GABAAR su ionski kloridni kanali i posreduju
brzu inhibicijsku aktivnost GABAe (45). GABAgR su transmembranski metabotropni
receptori, a reguliraju K i C&* NDQDOH NRML SRVUHGXMX X GXJRU
djelovanjima GABAe.

GABA se sintetizira prvenstveno iz glutamata djelovanjem enzighatamat
dekarboksilaz¢ GAD, prema englGlutamic Acid Decarboxyla3eNakon sinteze, GABA se
pohUDQMXMH X VLQDSWLpPNH PMHKXULUH X] SRREGATYH]LNXO
prema englvesicularGABAtransporter). 8 RGUHYHQLP VLWXD FlitdvnatRid DNWLY
putevi sinteze GABAe (46).

1.7.2. GABA receptor

GABAA receptor ionski je kanal selektivan za kloridbheRQH 6UHGLaQML NDQDO
koju selektivno prolaze CUHJXOLUDQ MH-S8RPRRXNU$&SMH JD4DHW SRGI
Svaka izoformaovih receptorasastojiseod pet homolognih ili istovjetnih podjetdca anije
do kraja poznatdoliko izoformi receptora postojL QD NRML QDpLQnjikadde NRPELQ
podjedinice GABAA receptori koji se nalazena S RV W WbjQrbetWrdanp posreduju
neurorsku inhibiciju koja se javlja u fisekundnom vremenskom raspo®RN RQL VPMH&a&W
QD HNVWUDVLQDSWLpPpNRM PHPE U-Di@tents dugbtidpuMnkib@id. RN RO L
GABAA, UHFHSWRUL UHDJLUDMX @bg &1D] RN XL ¥/D & HWWHY Q@ KMPHNAIIR YD
RPRJXUDYDMX UD]OL ) IN@kDodvspoRedzsl KnjeDDABRARYIQREANAL Mjea
su benzodiazepini, barbiturati, neurosteroidi i et¢4d).
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1.7.3. Glutamat-dekarboksilaza

Glutamatdekarboksilaza enzim je koji kataliai dekarboksilaciju glutamata i stvaranje
GABA-ei CO,. Ovaj se enzim pojavljuje u dvije izoform8ADG67 i GADG65, koje GABAuU
VLQWHWL]LUDMX QD UD]OLpPLWL PnjikoxeDWQDL pAALpR WOHR N R Q N FL AL
*$! SURQDOD]JLPR X ALYpDQLP ]DYU&EHFLPD X NRMLPD
neurotransmigu, GAD67 MH UDYQRPMHUQR UDivshietizichy GABAS Ra VWD QL |
QHXURQVNX DNWLYQRVW NRMD QLMH SRYH]DQD V QHXURWU
ALY p Bk@a&Rnkkon ozljed¢48).

Mnogi autori GABAU i njeziQ X DNWLY Q Raskadrio) W 8 IDW XM X GADEBN WLY QR
U biosintezi neurotransmitera, kao i u ostalim biosintetskim putovima, jedan enzimski korak
UHJXOLUD RSUL WLMHN VLQWH]H 6WRJD GRND]JLYDQMHP Q
NDWDOL]JLUD WDM NOM X pl@zujeB UiedrotkahsagitetsiH narpHatamdée, G R
QDMpHaluH49 HashdR Q 2 uvjetine qua nonali nije dovoljan sam po sebi, zbog
PQRJLK VWDQLpPpQLK SURFHVD NRML PRJX LQWHUIHULUDWL F

1.7.4. GABA- H U J Ispgtak uperifernim organima

2VLP X VUHGLAQMHP ALYpDQRP-eVECXBMDEY 5 URQ DV FY QIR WM *
perifernim tkivima. Uz ulogu UQHXURPXVNXODUQLP YH]D®PE d¢luitODWNRP
V O Lke@ Reuronske sinaps&ABAAR ima ulogui u hipertrofiji i hipeplaziji stanica,
HPEULRQDOQRP UD]JYRMX SRVUHGRYDQMX LPXQROR&NRJ R(
sluzi (5053).

AW D N RljudgikaD XLd W H U D p D na §udjirasbaniEamaxGABA receptor. Tako je u
AWDNRUVNRM JXaWH&GABAAS PPN R XDVIRQ NONRDOL QH L X L
staniceLangerhangvih RWR LI OX p X M Xu kd&@ikeluie naGABAAR SULVXWDQ X
VWDQLFDPD L QD WDM QDpLQ L Gnstagitadd. LIOXpLYDQMH JOXN

8 QDGEXEUHAQRM &aOLMABGIR X3WNHBEN WHIP VWHURLGRJIHC
QDGEXEUétdenhli ée@ulira RWSXaAWDQMH N DWarskh&a BePdpfrdn L] VUAL
*$%$ P Rraat autokrino i parakrino djelovan{0).

*$%$ MH UDVSURVWUDQMHQD L X aHQVNRFABARIXANRP UF
GABAA i GABAg receptore nalazimoX LQWHUVWLFLMX WHVWLVD VMHP
prostati. Dokazana je i uloga GABA u akrosorskoj reakciji spermija(55) 8 &kb@
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spolnom sustavu, hormoni jajnika NRQWUROLUDMX PRWLOLWHW PDW
konfomaciju GABAAR. U a8WDNRUVNRP MDMQLNX jeli Movweddoosy X SRN
koncentracije GABAe i razine estrgena(56). Nalaz funkcionalnog GABAHUJLPpNRJ VXVWD
SRWYUYyHQ MH L X OMXGVNRP VSROQRP VXVWIBYEI).X PDWHU

Zanimljivo je LVW U B éloge BABA-HUJLPNRJI VX VANIRYD \RjisVieD Y X
SRND]DQR NDNR *$%$ SURL]Y HGo®Qdutokindl B havlktianprekG LA QL K ¢
GABAAR SRWLpH SRMDpDQ Ri épjtéindrp stz @ior). Bjeovanje GABAe
uzrokovalo je depolarizaciju stanicaporast koncentracije kalcijevih ionkoji zajedno s
diacilglicerolom (DAG) djeluju kao drugi glasniaii aktivaciji egzocitozesekrecijskih zrnaca
u Clara stanicamg6l). Djelovanje GABAe rezultiraloje L MDEKQXWDiiVWDQLp
L]1Y D Q Mw @@Qdnfa alcijanskim modrilom XND]XMXuL QD YHuUX SWURL]YRC
HSLWH Opxito@al BRINKKVL QD PLAHYLPD VHQ]LELOL]JLUDQLPD DQ\
kako je izlaganjetom DQWLJHQX SRYHUDOR L]UIDADIMsNERRI® HANXOD *
izlaganje GABAi proizvodnju sluzi i hiperplaziju stanica koje proizvoslaz (60). Ovakav
primjer zanimljivje X SURXpPpDYDQMX L]OXpLYDQMD VOX]L X UHSURC
VOLpQREpHHEO D GLAQRJ L UHS U RGN RY R [RLLY WXOWMDDYWID L]O XD
sluzi. aOMH]GDQH VWDQLFH HQGRFHUYLNVD VOLpPpQH VX &OD
JUDYyRP VLQWHWVNRP IXQNFLMRP L JOLNRSURWHLQVNLP VI

1.7.5. Potencijalna uloga GABAHUJLpNRJ VXVWDYD X HQGRFHUYLNVX

Na moGHOX DVWPH SRND]DQR MH GD SRMDpDQR L]JOXpLYD
GABA koja se stvara u epitelnim stanicama, te autokriparakrino djeluje na njih (12,13).
60LPQR PHKDQL]JPX RWSXawbDQMD SULVXWQRP X *Q5+ QH
R Wt§X &ABA-u neovisno o akcijskom potencijal(60). 5H] XOWDWL QD&HJ SUH
LVWUDALYDQMD SRND]DOL VXGABDAR HristtdhFUHtRIW RRIL § Bl H*3 % $
humanog endocerviksa WH VPR QD WHPHOMX SULPMHUD *Q5+ QHXL
GL3aQR M OIS ISW m&lél R@ kofgin GABAHUJLpNL VXVWDY VXGMHOXMH
L]IOXpLYDQMD VOX]L X HQGRFHUY LN&KIo rietvisnp bl BkEijskdm RW S X &

potencijalu, i regulirano negenomskim djelovanjem receptora za estr(gfine
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18 TUDQVPHPEUDQVNL UHJXODMRU FLVWLPpQH ILEUR]H

9LVRND NRQFHQWUDFLMD NDWLRQD X VHNUWheFLMVNLP
promjere pH i sastava iona tijekorsintezemucina, RPRJXUXMH GD PXFLQL L]OXpL
gustopakirani usekreciske P M H K XKaloibiHseoblikovala VO X] UHRORANLK VYRMYV
RPRIXUXMX QMH]LQR ,\SORRAEIRHGERR RWHMXIFOR®IHWL QDERM NRN
4L UHQ M HzaPuklenjaj® nabojgd D G X &tHa@iani kloridni i hidrogenkarbnatniioni,
koji kelacijom pozitvno nabijenih iona vodika i kalcilRPRJIXUXMX EXEUHQMH PXFL
ALUH QDYODpPpH YRGXe LRWIPVLW B MR @ HMEK@R)P SRNUHWQX VOX]

Opisali smo kako jehidrogenkarbnatni ion, HCQ@, jedan RG JODYQLK pLPEHC
]DGXaHQLK ]D iRofdaiho Sochir&rie\sluziProlaz krozmembram RPRJIXUXMH P X
WUDQVPHPEUDQVNL U H JCFRDR(preRbengILcysiclfipresis tidnEnmeRpidne
conductance regulatyrreguliran prijenosnk kloridnih i hidrogenkarbnatnih ionaMutacije
ovog bnskog kanalauzrokuju FLVWLPpQXQIRHE PR X X Dekasimiy Rdazkgdhu

bolestu ljudi. Uloga CFTRa u formiranju sluzi shematski je prikazanasha 2.

1.8.1. *UDYyD &Hn75

Izoliran 1989 godine prije gotovo trideset godi) ovaj transmembranski pratei
MHGLQVWY H Qci MeaHje fedini [oinskivk&h@ Luvelikoj obitelji proteinaprijenosnika
ATP-a (ABC prijenosnicj premaengl. ATP-binding cassette transportgrg62). lako je
IXQNFLMRP SRWEFRRBHedUmwagvidel pUMABC prijenosnika Sastoji £ od pet
domena dviju transmembransk (MSD, premaengl membranepanning domain dviju
GRPHQD N R MebtitefiNBD, reqidiengl. nucleotidebinding domaii i jedinstvene
regulaijske domeng(R, premaengl.regulatory domaihn(63). Uloga dviju transmembranskih
domena je izgradnjpore kanalakojom prolaze ioni. Otvaranje i zatvaranfeFTR kao
ionskog kanalatrogo MH N R Q W U R O L LaRi@BstiXOQQRMWHARPQLPQH NLQD]!
te razinom ATPa. Aktivacija proteinkinaze Aovisne o CAMPu (PKA, prema englprotein
kinase A X]JURNXMH IRVIRULODFLMX YLaAaHVWUXR lgdnanHkidd. Q VNLK
je domenaR fosforilirana, protok kanalom je regulirarciklusom hidrolize ATP-a na
domenamal %' .R QD p Q R-foSdthReVdrb&fQYiliraju domeneR L YUDUDMX NDQD!
stanje mirovanja63). CFTR MH X SR pHW N XL \ENLG® MXRKGHERWRAEaRKO0ji
SURSXaWD NORULGQH LRQH X SURFHVX RYLYVQRMmekRk IRVIRU
pokazano kako se uz hidrolizu APodvijiapURPMHQD VHOHNWLYQRVWL NDQDC(
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hidrogenkarbnatnih iona(64). 2VLP IXQNFLMD SRYH]DQLK V SURWRNRP
SURYHGHQLK QD HSLWHOQLP VWDSPIR Q prBceBiRaGdsintaPoD VO D&t
CcAMP-u, sudjeluje u regulaciji endocitoze, egzocitoze i recikliranja membrane u g&bjici

Povrh toga, 8 samo daCFTR sudjeluje u regulciji promea membranay VWDQLFL YHUO |
promet L VDP SRGORAaDQ SD SUHPD SRWUHELUR RE®ijgMdgW L SRKL

W MHDGIE VP OIB DBHEDOQRM B YUELQL VWDQLFH

| NaHCO,

HCO; G\N\/\/\/\/@
+ 3
Na -
HCO3
Na* M/\/\/\/\/@
Nat NaHCO4

HCO3
Na NaHCO 4

Slika 2 6 KHPDWVNL SULND] SURFHVD GHNRQGHQ]DFLMH L &LUHQMD F
hidrogenkarbonatnih iona. 5XaLpDVWR SRGU X RNDF OMIL NHQ SWBGVWDQLPpQL RGMHC
A0LMH]GH 8 XQXWUDaAQMRVWL VWDQLFH YLGL VH HJJRFLWRWLpPNL PM]
NUDMHYL |DAWEGHQIOMRELPDVADR OMHKXULU WLN SULMHNMINFLWRIH E
GHVQRM SRORYLFL VOLNH QDOD]L VH IXQNFLRGOOIQ@L k&j) BlidaNiRML X O X
ANDWLRQVNH aWLWRYH?® V PXFLQD L RPRJXUXMX UD]PDWDQMH PROHNXO
PHPEUDQL ]DGUADYD pdl§\ica slikel ptikaupe mutiranid) &)75 QDMpH&UX PXWDFL
FLVWLPQRM ILEUR]L =ERJ QHGRVWDWND DQLRQD X OXPHQX &4OLMH]GFH

PROHNXOH PXFLQD RVWDMX ]JJXVQXWH L QH P-RANEDIRGRPHDRW LNWRMN XYiEKA b
nukleotide, R+regulacijska domena, MSBtransmembranska domena.
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PrometCFTR-a u stanici gremaengl.trafficking GRGDWQL MH QDpPpLQ UHJXOI
ovog proteina.6 ELRNHPLMVNRJ VWDMD O L §awérrelBIFHRYVOPFCMGHDEYWDH BL & C
ER,dok ga zreiCFTR NRML pLQL YHULQVNL XGLR RIDSEXERD VLWDQLL\b
je ponajprijeu distainomGLMHORYLPD VLQWHWYVNR G@EgiaxoDjeHARW HL QD
apikalnu membrani{66). U regulaciji rapodjele zrelogCFTRRD L]PHYyX DSLNDOQH VYV
membrane i QR O JL M H 'Y Rpbstdji Mri @heh@aiiZam endocitoze, recikliranja i egzocitoze
CFTR ovisa o cAMP/PKA i kompleksim interakcijana CFTR-a i membranskih i
endosomalnih proteina-HGDQ RG SULPMHUD NRML SRND]XMH ]DPU3
PHY X GMH koRpdEk§aBNARE | CFTRa. Pojedini proteini mebranskogompleksa
61$5( NDR &MaksinMBHs R Wdnfio€itozu i razgradnju CFFR Nasuprot tome,
sintaksin 16 SRWLpH dkktahRY®NEQR NUXAHQMH rabnul VAMPEL UD]J
protein endosomsly kompleksa 61$5( ]DGUADY-B u&apikalinoj membrani
SURGWENM. QMHJR Y(B7)GVakva BrxaDéy\akija prisutnosti CFERu apikalnoj
membrani regulira i njegav akivnost ili neaktivnhost propusnostza ione klora i
hidrogenkarlRQDWD WH L]J]OXpLYDQMH WHNXUOLQH

1.8.2. Lokalizacija CFTR i uloga u oblikovanju sluzi

,(JUDADM L |XQ NGCHIR @pisdri RWiHepi@IDim stanicama gornjeg i donjeg
GLaAQRJ \VplobawWrdy Dakta XNOMXpXMXUL JXaWmjghup X epkeHWU X L
VOLQRYQLFD NDR L PXaNRJ (68689 QWtddiekojeRa@PuRnankxM W D Y D
sintezu, obradu, zatvaranje, vodljivast smanjenu stabilnosCFTR kanala (deformirani
NDQDO GRYRGH GR FLVWLpPpQH ILEUR]JH QHNDG ]QDQH NDF
CFTR-a na apikalnoj membrani epitelnih staniga dehidracijamucina, AWR GRYRGL GF
stvaranjaguste i nepokretljive sluzi, odnosnaukocilijarne dsfunkcije(70). OvaM SRUHPHUDM
RYLVQR R SURPDWUDQRP RUJDQX LPD UD]J]OLPpLWH SRVOMH
infekcije i respiratonD LQVXILFLMHQFLMD X SUREDYQRP VXVWDYX S
ILEUR]H SRJDYDMX P HrikeijQ trij¢¥xaN L QMVOH XL MHSYFLMD JXaWHUD|
neplodni zbog) DpHSOMHQMD DMAHPHORPRQMHQRNRIRGRQIERY NEGDGEE
]JODQVWYHQRM OLWHUQY XRG ¥R & 0 MEH@RNDDIRBEIRWVIWL. NRG §
koje boluuy RG FLVWLPpQH ILEUR]JH SRVWRML BIDVR Y HER i WIDN RO

izmijenjenecervikalne sluz{(41).

Glavna uloga CFTRD X L]OXpLYDQMX VOX]L NRWHLNROMPLYDQLV
hidrogenkarbnatnih LRQD X aOMH]GDQL OXPHIXQ R WIDIXIUMDH RMIRIOLL &
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udjelom aniona.S mucinaegzocitranhn X RYDNDY L]JYDQ VMhDHZIOp @zo RNROL a
uklanjaju kationse 8WLWRYH Whbgy H DRX BIL@/IL PokaganG (¢ Lkdko \oMa,
GHWDOMQR L\hdrogbrkatiepata, ¥@vRddvisi o CFTRX WH X VOXpDMX QN
mutacije ili smanjene funkcije ne dolazi do ispravne dekondenzacije i hidracije mucina, a
SRVOMHGLPQR QL QDVWDQ N [B8Y Ovéiia pakR QR bbtaj@ FarobievdNIR]Q R V!
manjim odvodnim kanalirm, dovRGHUL GR S DX NUWXH YWIkamipskoD ileusa u
FULMHYLPD UHVSLUDWRUQH LQVXILFLMHQFLMH L LQIHNF
SORGQRVWL X @&aHQVNRP UHSURGXNWLYQRP VXVWDY X

1.8.3. CFTR i plodnost

,(JUDEPMR D X AHQVNRP UHSURG Xkaxi ¥ Q Ré?vikg Vajikuy X GR
jajovodu, maternicii cerviksu (69,71) Premdafunkcija CFTR-a u ovim tkivima nije posve
UDJMDA4QMHQD YHULQD LVWUDALYDQMD XVPMHUHQD MH QD
u plodnosti(72). ,] U D & D MCHfrtadulvhatelnici reguliran je hormonima jajnik8 UL pHP X GR
SRYHUDQH HNVSUHYVLM HazhR tiopenaiRIGsniaRjéfeleksp@ s kod
S RY k@b mM@progesterondsti je uzorak dokazan i u ljudskom endometriju, gdje ekspresija
CFTRD NRUHOLUD V FLNOLPpNLR/7BURS8NMWQDP®ORX IPIDWVRHIQHEIO R
CFTRD X UHJXODFLML WHNXULQH VX WEHIU B G WNRW REQ B P VWO
RSURM SRSXODFLML KLGURVDOSLQNV (QHSS)!peeadd@. KLSHU\
ovarian hyperstimulation syndromé73,74) Navedena stanja posredno smanjuju plodnost
SRYHUD@QUMmetPWHNXULQH X AaHQVNRP VSROQRP RID&HEDY X D X
S RY H al3ieBijaCFTRau reproduktivnm organima . R Q D ipp@feranoviskozna sluz
]D NRMX VH SUHWSRVWDYOMD NDNR LJUD XORJX X QHSORG(
sepripisati QHRGJRY WHDO ME DR MM L WadnedrK kdn@uH X FHUYLN

8 VOXIDHWRGJIRYDUDM X UEGFTR& Mild &Boy 3@avjBnog brojali
SRUHPH i HQéliH Ka@ataFdndrjen volumew H N XLUijIOXWHQH L] HSLWHOD HQ
MRAaH X]URidkepjaniduste, viskoznesluzi i dovesti do smanjene pokretljivost
spermija, analogno modelimd SUREDYQRP L G 8aWQ®Rep U MaamexiuAR
X PL&D SRND]D@ROLH QLNOINURN VPDQMHQRJ LQWUDOXPLQ]|
nedostatak HCO LRQD D QH VDPH VHNUHFLMH2WHNXULQH L] VWDQ
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6 REJLURP QD RpPLIJOHGQX YDAaQ XjaX OltkoXania sk JK ODFL M|
opisanu korelaciju sa spolnim hormonima, CFTR je izgledni kandidat za regulacijsku
PROHNXOX X VLIQDOQRP SXWX KRUPRQVNH UHJXODFLMH L]t

1.9. 3RNXVQL PRGHOL X LVWUDALYDQMNMzIL]OXpLYDQMD HQGR

8 LVWUDALYDQMLPD IXQNFLMH FHUYLNVD QDMpH&UH XS
FHUYLNVD JORGDYDFD YHOLNLK VLVDYDFD NDR &@&WR VX VY

1.9.1. Glodavci

OLA MH QDMpH&aUH NRULAWHQ PRGHa Tdje Iméah/ @eDuzgof DQ M H
UDJPMHUQR MHIWLQD ALYRWLQMD NRMD V pRYMHNRP GLM
biologiju, tt SHNYHQFLRQLUDQ L BWRXpHRYHHMRPH ALYRWX X C
XYMHWLPD MHGQRVWDYQR VH QMR Réta UeliNbtdyl pbtoreadd.R VH U
Relativno kratak reproduktivni ciklus kojitrae#4 GDQD GRGDWQD MH SUHGQR
LVWUDALYDQMX FHUYLNDOQH VOX]L 6DVWRML VH RG ID]H

se jednostavno mogu prattvakodnemim uzimanjem uzoraka stanica iz rodnice.

AWDNRU MH NDR L PLd& SROLHVWUXVQD aLYRWLQMD V L
MH NRULAWHQ HNVSHULPHQWDOQL PRGHO OHYXWLP SRGD
AWDNRUD VX NBQWUDGLNWRUQL

,DNR VX L aWDNRU L PL& YHUO NRULAWHQL NDR SRNXYV
HQGRFHUYLNVD L L]OXpLYDQMD VOX]L QH PRJX SRVOXaLW
funkcije sekrecijskog epitela kakav se nalazi u humanom endocel\/iRsi6) Prije vega,
KLVWRORAND JUDyD PLAMHJ L AWDNRUVNRJ HQGRFHUYLNV|
NRMH LJOXpXMX VOX] SULVXWQH VX VDPR X SURHVWUXYVX
SURHVWUXVX L WR NDR MHGDQ VORMnogasloinoQ Gpitelp QLK V!
FHUYLNRYDJLQDOQH VOX]QLFH NRMD QH WYRUL NULSWH
AWDNRUVNRJ FHUYLNVD RGQRVQR SXQR NUDULK XGDOMHC
WHNXULQD VH X FHUYLNVX RYLK JOQRGRY B HR YMGEWDD YID PQL
bitnu ulogu u transportu i pohrani spern(if&). 1z ovih razloga nema potrebe niti za strogom
UHJXODFLMRP SURL]JYRGQMH L L]OXpLYDQMD VOX]L X PLAD
YMHURGRVWRMQL PR @tlaile kodljMivUDALYDQMX WH UH
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1.9.2. Veliki sisavci

8 VYLQMD UHSURGXNWLYQL FLNOXV HVWUXV NODVLILF
gdje je svinja seksualno receptivna ilkieVWU XV DR L OMXGVNL VSROQL FLI
u luteinsku i folikularnu faz koje su odvojene ovulacijom. DoP MHVHpPp QLFYSIRAY aHQL
SRpLQMH L ]DYuabyYybD SRpHWNRP PHQVWUXDFLMH V RYXC
]DSRpLQMH L |IDYUAGDYD RYXODFLMRP 2VLP WRJD GXOMLQI
VOLPQH OMA®@WNDLRHE8SRWIDYOMXMH ]QDpDMDQ BRBWILRGDN X
se|ROLNXODUQD ID]D GsNut¢i@sRdPLfazQrR aSSNJRH N GIPESMW P UFL NO XVR P
+ GDQ QHJIJR NRG aHQD JGMH VX GYLMH ID]HanvaWkbBRaH RGL
AHQD L NRG VYLQMD Gmntay X kénkrulvakim GRIGIMALKoji su pod
kontrolom osi hipotalamuszt hipofiza + MDMQLN &HUYLNV AHQNH VYLQMtE
karakteristike s ljudskim cerviksom. U obje vrstalazimo jednoslojni cLQGULPpQL HSLWE
YUpDVWLP VWDQLFDPD NRMH L]JOXpXMX VOX] D NROLpPLQ
SRYHUDQRP NROLpPLQ Rd SWnjaMi idridnBm HiMWwax XAV D RNR RYXOD|
(78).

8 NUDYD UHSURGXNWLYQL FEeNOpxoestrus,VeadlrusX vietastridH O L V|
GLHVWUXV &HUYLNV MH JUDYHQ VOLpPQR OMXGVNRP V HS
HQGRFHUYLNVD MH NXELpDQ X GLHVWUXVX D SUHPD HVWL
najobilnije je u estrusu, razbpu kada nastupa ovulacija, a sluz je, kao i ljudska, bistra i
smanjene viskoznostr9) *UDQDQMH VOX]L QD VWDNDOFX DUERUL]DF
HVWURJHQVNRJ GMHORYDQMD QD VOX] D X NUDYSOMRM HVYV
'"HWDOMQRP DQDOL]RP WUDQVNULSWRPD JRYHYHJ HQGRFHU
da promjene u biokemijskim i biofizikalnim svojstvima sluzi ovise o razinama steroidnih
hormona(25).

1.9.3. YyRYMHN

Ljudski uzorci tkiva endocerviksa dobar su eksperimén@L PRGHO ]D LVSLWLYDC(
SURWHLQD L JHQD SURPMHQD X VWUXNWXUL FHUYLNVD X 1
LPXQRORAND L PLNURELRORAND LVSLWLYDQMD )L]JLRORAN
1DLPH GRN VH ALYRWIL @D D®IDh PRIXDGRIDYWL DQWDJIJRQLVW
PRaAaH SULODJRGLWL XYMHWH RUJDQL]PD NRG OMXGL WR C
QbDMpHaUH SRVWRSHUDWLYQL PDWHULMDO =ERJ WRJD MH
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YHOURM SUVRNDKDQ p QLK PR @dtiidaDrazvijena prva imortalizirana kultura
OMXGVNLK HQGRFHUYLNDOQLK VWDQLFD 1HGDYQR VX UD]®
epitelnu funkciju zbog interakcije s vezivhom podlogom i apikddamalnog usmjerenja

stanice.

8 VWDQLpQLP PRGHOLPD PRA&H VH L]ODJDQMHP NRPELQ
simulirati PMHVHpPpQLFLSI®RXY L SURPDWUDWL LVSLWLYDQ@H IXQNI
postoje prigovorikako dobiveni rezultati nisu uvijek pouzdani. Nekoliko jeloga za to.
7LMHNRP RGUADYDQMD NXOWXUH VWDQLFD QMLKRY VH JHQ
MH SUDWLWL GR NRMLK MH VYH SURPMHQD GRAOR 6WDQL}
VSHFLILPQLK IXQNFLMD SRMHGLQLXQ X WIEDQINKKD RGOHYyBQRND
SURFHVD D QH RGUDADYD VWYDUQX XNXSQRa/pimjekt)] LROR &N
promea CFTRD X VWDQLpQLP PRGHOLPD SULPLMHUHQR MH NDNR
D GROD]L GR ]DVLUHQMD P Hp@@IICHIRDU SténMilte WeHdbKi@ehiU D M X
UH]XOWDWL QH PRJX YMHUQR WUDQVO ®8Y Zbbh pvddnQD VWYDU
nedostataka svakog pojedinog eksperimentalnog modela potrebno je izabrati model
S UL O DidARujrtd@etkul VW UDALYDQMD
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2. HIPOTEZA

8 &0MH]GD QL BudskugeqdoceBiRaa prisutni su GABR, GAD i CFTR.
,]1U D &BBAAR, GAD i CFTRpovezansu V NRQFHQWUDFLMRP HVWUDGLRC
GABAA5 L *$' V LQWHQ]JLWHWRP L]OXpLYDQMD PXFLQD

3. CILJEVI RADA

Potvrditi prisutnost GABAR, GAD L &)75 X &OMH]G D QljueskogW D QL FD
HQGRFHUYLNVD L LVSLWDWGABRR, HGADQ GRTR/S RA2éntreibnl JUD & D M
estradiola u krviw H L JGABARMGAD S LOQWHQJLWHWRP L]JOXpLYDQMD PXF

32. 63(&,),y1, &,/-(9,

1. Imunohistokemijskim i molekularnim metodama potvrgitisutnostmRNA i proteina
GABAAR, GAD, CFTR, a histokemijskinmucina u tkivuendocerviksa.
2. Kvantitativno odrediti:

a) koncentraciju estradiola u krvi,

b) L]U péoRiaGABAAR,GAD i CFTR,

c) LQWHQ]JLWHW L]OXpLYDQMD PXFLQD

3. Prikazati:

a RGQRV NRQFHQWUDFLMH HVWUOGABARO AR t&l UYL L N
odnos GABAAR i GAD i intenziteta j|OXpLYDQMD GABRARQD X
pozitivnim stanicama

b) odnos koncentracije estracdal krvi L LIJUDADMD &)75
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Uzorci tkiva endocerviksa

4.1.1. Odabir ispitanica

=D SRWUHEH RYRJ LVWUDALYDQMD WLMHNRP PMHVHI
podvignute operativnom zahvatu uklanjanja maternice i cerviksa (histerektoragaanice
su bile u rasponu starosti od 41 do 56 godina, uz medijan starosti koji je iznosio 49 godina.
I1DMpH&UH GLMDJQR]H JERJ NRMLK MH ELODI teQ®®lapsL UD QD
XWHUXVD %XGXuL GD VX X]J]RUFL FHUYLNVD SRWUHEQL ]D
QRUPDOQX JUDYX L IXQNFLRQDOQRVW QD UD]JLQL WNLYD
pacijentica bili su: maligni procesi reproduktivhog sustavamiomska kontracepcija unutar
]JDGQMLK aHVW PMHVHFL LQW Udddny Haddn@mbavihgdtiuma@zzd X Q X W D
Papanicolau testat PHQRSDX]D =ERJ SULVXWQRVWL MHGQRJ LO
pacijentica je nakon uzimanja anamneze i i@ MD UD]JLQH KRUPRQD X NUYL
GDOMQMHJ LVWUDALY D Q MtABnicé/MzdrakB tkivadcevik € DigsBrnaéd RM LV S L

SDFLMHQWLFH VX ELOH REDYLMHEAWHQH R SRVWXSNX L \
potpisale informirani pristanld ]D SURYRYHQMH LVWUDALYDQMD L SXEOLI

4.1.2. Postupci s prikupljenim tkivom

1HSRVUHGQR QDNRQ a4WR MuiNloRje Hkiv®ijevddiveQeno P@djsl 4 LM D O E
patologiju .OLQLNH ]D aHQVNH E RQayehgdjeLgae BRUjeR Gridrentd dsti
VSHFLMDOLVW SDWRORJLMH QD QDpLQ R &WkEaapra@QehVWDY N
je okomiti rez. Tadge cijelom tom duljinom napravleelMRa MHGDQ SDUDOHOQL U
GRELR LVMHpPDN FLMHOH G XO Mh Roji jeFddidali lshvbbu GHBIOMLQH |
paraformaldehidglika 3. plavo dojenR SRGUXp Mzt MBEGIMNMGDQ WRBRRNDY LVM
GHEOMLQH RNR e WRjskd)@ijgid, MeHduibide do koje pratdX NULSWH aOMH]C
tkiva, uklonjenovezivno tkivo.Od NUD QLMD O QH W Ujl fidreathoQ ¥ MAHY N DI RVPNDLE LR
dimenzija 0,5x 0,5 x FP 3UYL NeRremi@d smrznuti krio-epruvetiu tHN XU HP
GXALNX D |]DWhaR SFRKNDRR HQ MadgadKoNs@ilzBrblaciju proteina.

Drugi dio je premljenu 1,5 mililitarskuepruvetunapunjenu otopinom RNAlater (Ambipn
Invitrogen i pohrangnna- f& NDNR EL VH PRJDR NRULVWLWL |]D NDV
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dio je izrezanQ D NRF N L F Hnndf K Oninp x Qriirkoje su uronjenau 3mL otopine 1%
glutaraldehida 4% paraformaldehida u fosfatnom puferu (PB) i namijenjene su za
elektronsku mikroskopiju. Ovi suzorci do uklapanaSRKUDQMHQL JRYD YR M 2 GBL
postupci ponovljeni suma kaudalng W UiHKiMa@ pohranjeni zaEe XGXUH HNVSHULPHQ
postupke.

Slika 3 Shematski prikaz prikupljanja tkiva ljudskog endocerviksa. A.Cilindar shematski prikazuje vrat

materniceB. 8YHUDQL SULND] LVM Hdjed M WYXMWD D ROAMLYWRH AR A QG KD M L § WIR CBRIAI
PHWRGH O9DORYLWD OLQLMD R]QDpDYD JUDQ Ltikiko $2éte GaléleRt@Mshkd NULSWL
mikroskopiju, RNA ttkivo uzeto za izolaciju RNA, WBttkivo uzeto za izolaciju proteina.

4.2. Uzorci krvi

Ujutro na dan operacipacijenticamaMH L]YDYHQD NUY NRKdko bMse FHQW L
razdvojili serum i VWDQLpPpQD IUDNFLMD 6HUXR MR USKRWHHDOQMHQ
kemiluminiscentne imunoeseje (CIMA, prema enghemiluminescent Microparticle
Immunoassgy ARCHITECT Estraliol (Abbott) i ARCHITECT Progesteron (Abbott) prema
XSXWDPD SURUzERD DWBUX]JPD RGUHYHQD MH NRQFHQWUDFLM
SRPR X ARGHITEEMTDI1000SR Immunoassay Analygébbot).

Referentnevrijednosti serumskih razina hormona wjpdinim fazama ciklusaalaze
se uTablid 1, a L] U D p xukBoAtehtralna vrijednost hormonskih razina u serumu 90%

populacije (81). Na osnovureferentnih vrijednosti pacijentice suprema koncentracij
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estadiola i progesteronaizmjerenog u njihovom serumuyodijeljene uone koje su u
luteinskoj te one koje sufolikul DUQRM ID]L PMHMKUpER RI VSROQRJ

Tablica 1. Referentne vrijednosti estradiola i progesterona u serumu tijegkone HQ VN R J
PMHVHPQRXIRWSEROQRJ

ESTRADIOL

Folikularna faza 27-123 pg/mL
Periovulatorna faze 96-436 pg/mL
Luteinskafaza 49-294 pg/mL
Postmenopauza 0-40 pg/mL
PROGESTERON

Folikularna faza ”0.89 ng/mL
Periovulatorna faz: " 12 ng/mL
Luteinskafaza 1.8-24 ng/mL
Postmenopauza ”0.20 ng/mL

43. HLVWRORANL KLVWRNHPLMVNL L LPXQRKLVWRNHPLMVN|

SBULNXSOMHQL X]JRUFL WNLYD D QHsOKehiijtkD QL VX I
imunohistokemijskin postupciP D .HPLMVNL VDVWDY L S+ RWRSLQD
postupcimanalaze se u Tablici 2.

Tablica 2. Otopi QH N R U L aW HeRijskix, iKunoisRkemijskim postupcima i elektronskoj

mikroskopiji

Otopina Sastojci Otapalo pH

0,1M fosfatni pufe(PB) 0,2 M natrijdihidrogenfosfat (NaHPQ,) H,O 7,4
0,2 Mdinatrij-hidrogenfosfat (NaBPQ,)

1M fosfatni pufersa soli (PBS) 0,1 M PB H,O 7,4
NacCl

Tris-EDTA pufer 10 mM Tris baza H,O 9,0
1 mM otopina EDTA
0,05% Tween 20

10mM natrijev citratni pufer trinatrij-citrat-dihidrat H.O 6,0
0,05% Tween 20

4% PFAPB 4% paraformaldehid 0,iMPB 6,9
1% glutaratiehid
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4.3.1. Fiksacija i priprema parafinskih rezova tkiva

7TNLYR YUDWD PDWHUQLFH QDPLMHQMHQR |]D KLVWRORAE
QHSRVUHGQR QDNRQ LIRODFLMH X RWRSLQX ILNVDWLYD V
fosfathnom puferu (PBSNVolumen ILNVDWLYD ELR MH PLQLPDOQR GHVHW
tkiva. Nakon 2+ WMHGQD X]J]RUFL VX VWDYOMHQL QD LVSLUDQM
SiMHGLOD MH GHKLGUDFLMD X QL]X YR Geth@olakodRWWREk@Q D UDV
50%, 70%, 96%, 9% do 100%, u svakoj otopini dva puta po-I¥ minuta. Potom su uzorci
stavljeni u 100%ni Bioclear(Biognost)na 5 +15 minuta, zatim 5 PLQXWD X PMHAaDY
Bioclearai parafina u omjeru 1:1 na 58 f& WH X SDUDILQ QHNROLNR |
WUL LIPMHQH SDUDILQD 1DNRQ aWR VX X]J]RUFL XVSMH&aQI
XNORSOMHQL X SDUDILQVNH EORNRYH 2YL EORNRYL VX UH
na pozitivno nabijena predmetna stakalca Superfrost plus (Mer2dlV H UmoBkiétific).
7TDNYL UH]JRYL SRKUDQMHQL VX QD VREQX WHPSHUDWXUX
bojenja.

4.3.2. +L VW RliojRrgeNhBmalaunom i eozinom

BojenMH KHPDODXQRP L HRJLQRP XSRWULMHEOMHQR MH UI
Otopina heralauna priprema se ukuhavanjem 1 g hematoksilingH¢@Oe), 0,2 g natri
jodata(NAIO3), 50 g kalij alauna (KAI(SO4X%12H,0), 50 g kloralhidrata (C@CH(OH)) u
1L. GHVWLOLUDQH YRGH 1DNRQ KODYyHQMD SULSUHPOMHQD
prije bojernja deparafinirani i rehidrirani uranjanjem u Bioclear (2 x 5 minuta), silazni niz
alkohola (2 x 100%, 96%, 70%) i destiliranu vodu po 5 minuta. Zatim su uronjeni u otopinu
KHPDODXQD QD PLQXWD LVSUDQL X GtdVopet ©dektirapdj M Y RG L
vodi. Nakon toga stakalca s rezovima uronjena su u 1% vodenu otopinu eozina 1 minutu,
isprana destiliranom vodom i dehidrirada QL] X YRGHQLK RWRSLQD UDVWXI
etanola(70%, 96%, 100%). Nakon uranjanja po 5 mnut@ MHaADYLQX %LRFOHDUD L
omjeru 1:1 te dva puta u Bioclearzowi su poklopljeni sredstvom za poklapaB@mount

(Biognost).

4.3.3. Histokemijska reakcija alcijanskim modrilom

Histokemijskom reakcijonalcijanskim modrilom(AB, prema englAlcian blug plavom

bojom se prikazuju kiseli mukopolisaharidi u vezivu, epitelu i sluzi. Parafinski rezovi su prije
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bojerja deparafinirani i rehidrirani ranije opisanom metodom. Zatim su uronjenl2% 1

vodenu otopintAB na 3 minute, te isprani u destiliranoj vodi. Mak10 minuta uranjanja u
RELPQRM YRGL VWDNDOFD V UH]JRYLPD VXzXQURMQtHEQD X R\
isprana destiliranom vodom i dehidrirana uzlaznim nizom alkohola (70%, 96%, 100%).
IDNRQ XUDQMDQMD SR Bittleqai \akohoka P dmieaulIM Lt€)dva puta u

Bioclear, rezovi su poklopljensredstvom za poklapanigomount.

4.3.4. Histokemijska reakcija Schiffovim perjodnim reagensom

Histokemijskom reakcijom Schiffovim perjodnim reagens®A$, premangl Periodic
acid xSchif) crvenosu obojeni neutralni mukopolisaharidi, nwonpolisaharidi, kao i aminro
, N-acetilamno- i deokst & H i H U L n¥ketkisélink1 D O L

6FKLIIRY UHDJHQV SULSUHPD VH XNXKBDXpD Q@A PEPO0J ED]LpP
mLYRGH KODYyHQMHP QD mt&a&M BARGBEKKSIRMHPODYHQMHP QD
Potom se doda 1 g Na metabisulf{tda,S,0s) RVWDYL QD f& SUHNR QRUL
aktivnog ugljena.

Parafinski rezovi su prijdojerja deparafinirani i rehidrirani, a onda uronjeni u 0,5%
perjodnu kiselinu(HslOg) na 10 minuta u mraku, isprani u destiliranoj vodi, te uronjeni u
Schiffov reagens 30+ 60 minuta u mraku. Uzorci su potom neutralizirani uranjanjem u
nekoliko izmjena 0,5% Knetabisulfita(K,S,0s), isprani WHNXURP L GHVWLOLUDQR
obojeri otopinom hemalauna 5 minuta i isprani u destiliranoj vodi, zatim nekoliko puta u
WHNXURM YRGL L QD NUDMX GHVWLOLUDQRM YRGL 6OLMH

IDNRQ XUDQMDQMD S RBioclkdad) AkulidlaX1BDMeHADY L Q)

dva puta WBioclear, rezovi su poklopljeni sredstvom za poklapaBiemount.

4.3.5. Svjetlosna mikroskopija

2ERMHQL KLVWROR &N LsvijgttbRrY mikBo§kbporiNjHob Eclipse Z00te
GRNXPHQWLUDQL SU L NG X obliXRAB00N (D& R svakom rezu
snimjenoMH PLQLPDOQR NDGURYD NRML VDGUADYDMX &0MH]
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4.3.6. Kvantifikacija histokemijskog bojenja

Neutralni polisaharidi obojeni crveno PAfn te kiseli polisaharidi obojeni plavo
N R U LABVErhlizirani su FIJIL Q D p priedrdha Imagel (slika4.). Postupak kvantifikacije
sastojao se od razdvajanja boja funkcijprogramaColor Deconvolution Boje su izabrane
RIQDpDYDQMHP QD VOLFL SODYH FUYHQH WH SRGUXpMD QI
tri odvojene slike epitela] D NYDQWLILNDFLMX $% N&RASZkWeAZatMmH SOD )
VX RI|QDBHRGUXPpMD GISAUIWNDR AR G RO) prémaequietidi &f D 3
interest ,JPMHUHQD ROH KRN AMNDD@aMriskefunkcije Automatic Treshold
R]IQDpHQD MH SRYUaLQD HSLWHOD SUHNULY Rd3tDpak RMRP W F
ponovljen za svaku slikpojedinog uzorka, podaci smeseni uablicu i rezultat prikazan kao
RPMHU SRY U dbj@eizddGirigviyaPdistharida te ukupneyr dne epitela.

Ukupna SRY & @dk@venaP XFLQLPD L]UNPRQ D WDASIHMWIRKUELQH
SUHNULYHQH NLVHOLP PXFLQLPD L SRYU3SLQH SUHNULYHQ!
GLMHORP WH GYLMH SRYU&GLQH SUHNODSDOH EXGXuUL GD I

neutralnih mucina.

Slika 4. Mjerenje udj ela epitela obojenog metodama PASAB. A *C. tkivo ljudskog endocerviksa obojeno

PASom. A. epitel endocerviksa obojen PARP L R Pdinphhlinijom - PMHUL VH SRYU&LBD XQXWD
metodomColor Deconvolutionizdvojena crvena boja na uzorkh. FUYHQRP ERMRP R]QDpHQD PMHU
neutralnih mucina sa slike B dobivena funkcijgmtomatic Treshold HSLWHO MH RPHYHQ SODYRP OL
VH LJEMHJOD NYDQWLIL BN BF.LRW® ljudEkGleAdd dd ik XIBofe i Dnetodom AB.epitd

endocervit/ D RERMHQ PHWRGRP $QLQLAMRP PR Y HWUOQRR SR Mélddbr@d@loK Q XWDU O
Deconvolutionzdvojena plava boja na preparaiu. FUYHQRP ERMRP R]QDpHQD PMHUHQD SRY
sa slike Edobivena funkcijomAutomatic Teshold HSLWHO RNUX&HQ SODYRP OLQLMRP
NYDQWLILNDFLMD VDGUADMD OXPHQD
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4.3.7. Elektronska mikroskopija

8]JRUFL WNLYD QDUH]DQL 1D xNIfDXGlmindakohHI@drhjé Q H
fiksativu (4% paraformaldehid, 1% glutaraldehid u 0,1M PB)raspsu u 0,1M PB, te
postfiksirani 1 sat u 1%noj otopini OsQ. Nakon ispiranja u 0,1M PB, uzorci su dehidrirani
u uzlaznom nizu etanola, te primjenom acetona Rad y X N Rikldplp:i} u smolu Durcupan
(Fluka SigmaAldrich). Polutanki i ultratanki rezouiezani su ultramikrotomom PowerTome
XL Ultramicrotome (RMC Products). Polutanki rezovi debline B RERMHQL ERMR
toluidinsko modrilo (0,1% toluidin, 1% NA&VHWUDERUDW X YRGL SRVOXa
RGIJRYDUDMXULK XOWUDWDQ N L kopu.H]IRatabki @eRovVeMiHENTO RV Q R F
nm kontrastirani su 2% om otopinom uranil acetata u vodi i otopinom olovnog citrata po
Reynoldsu. Rezovi su analizirani transmisijskim elektronskim mikroskopom TEM902A
(Zeiss) isnimljenikamerom Canon PowerShot S50.

4.3.8. Fluorescentna munohistokemija

=D RGUHYLYDQMH SULVXWQRVWL L VPMHaAawbDMD EMHOD
LPXQRKLVWRNHPLMH OHWRGD VH WHPHOML QD XSRUDEL

RVQRYQL SULQFLS X LPXQRORJIONRL YGIBHVH RGHSRHDRMBUWR
antigen.

=D L]YRYHQMH LPXQRKLVWRNHPLMH VOLMHYHQ MH SU
rehidracije koristi otkrivanje antigena posredovano topinom 8PMHVWR XRELpDM
]JDIJULMDYDQMD X]RUDND GR Y Uit Qddenoj XugeliNuzdcy BIOQ RM SH
SXIHUVNRM RWRSLQL VDVWDYD L tdilivalB O RWWD M 3O L CBJHRN R
f& 1DNRQ RWNULYDQMD DQWLJHQD XVOLMHGL@®MMH EORI
PDJDUHULP VHUXP RserunpMM2UinBnb udizlu Hadlan je i u fosfatni pufer (PBS)
s 0,5% Tritona XLOO(SigmaAldrich)y NRML MH NRULAWHQ ]D LQNXEDFLMX S

Proteini spitivani imunofluorescencijom smolekue GABA-HU JLp NR J GABRAXW DY D

receptor, GAD i VGAT te &)75 3RSLV NRUL&A&WHQLK SURWXWLMHOD
otkrivanja antigenau u Tablicil.

=D SULND] NRULAWHQR MH SULPDUQR PRQRNORQVNR |
L]IYDQVWDQLPpQXAG RBH Q X%o* $O63 QuB ANl pdeyasomjeru 1:100, a za
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otkrivanjeantigenaGABAAR na parafinskim rezow D N R U L & WHDQA puker 30,05%
Tween20 (SigmaAldrich).

Nakon otkrivanja antigena natrijevim citratnim puferom, pH 6, GAD je prikazana
RWRSLQRP SURpLAE&UH &egIprptifgetaHuzgdeRi@ Al-QRVYWaHWNX JOXWD
dekarboksilaze 65 (GAD65/67; Millipora) omjeru 1:500.

Za prikaz VGATa, nakon otkrivanja antigena ranije spomenutim-E@STA puferom,
XSRWULMHEOMHQR MH SURDpLa U H® RtetrAfaMHe§iR SUICRZDR QVNR S
LVWR]QDp QL Heéhg].bur@arsolute carrier family 32 memberAbcam) otopljeno u
PBSu u omjeru 1:500.

Nakon tretiranja 50mM natrijevim citratnim puferom uz pH 6, RULAWHQR MH PL
monoklonskoSURWXWLMHOR QD SUYX kDY DQ VMWIDMEHzp@XA0SG tH W O M X
PBSu V PDJDUHULP VHUXPRP

Tablica3 3URWXWLMHOD NRULAWHQDSMpRUP XQRKLVWRNHPLMVNRP S

Serijski Otkrivanje
6SHFLII 3URL]YRY broj Tip antigena 5DJUMH
Primarna
GABA,R Merck + 05474 ORQRNORQVNITris-sEDTA pufer, 1:100
Millipore IgG, antiljudsko pH9
GAD Merck + ABN904 3 ROLNORQVNF10 Mm natrijev 1:500
Millipore antiljudsko citratni pufer
& + 2 1D U
H,O), pH 6
VGAT Abcam ab42939 3 ROLNORQVNEFTris-EDTA pufer, 1:500
antiljudsko pH9
CFTR Abcam [CF3] ORQRNORQVNI50 Mm natrijev 1:100
(ab2784) IgG, antHjudsko citratni pufer
& +2 1D U
H,O), pH 6
Sekundarna
OLaML , Thermo Fisher A11034 O0DJDUHUGL ,J* 1:500
Scientific konjugirano s Alexa
Fluor 488
=Hp ML Thermo Fisher #7074 ODJDUHUOL ,J* 1:500
Scientific konjugirano s Alexa
Fluor 488
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IDMPDQML &aXP X SR]DGLQVNRP VLIJQDOX L QDMEROML
primarnim protutijelom QD f& SUHNR QRUL WH MH WDNYD PHWRG
eksperimentima. Nakon inkubacije u otopini primarnog protutijela, stakalca su isprana PBS
RP L K LQNXELUDQD X RWRSLQL IOXRUHVFHQWQR
AlexaFlour 488 dygThermo Fisher Scientific) uzgojenog u magarcu protiv protutijela zeca
LOL PLAD RYLVQR R NRULAWHQRP SULPDUQRP SURWXWLMH

Nakon ispiranja, rezovi su obojeni 4@jgamidin20-fenilindoldihidroklorid (DAPI;
Roche Diagnostic;1: 8000 u H20), ponovno ispranpokloplieni vodenim medijem
Fluoromount (Sigma&ldrich). % XGXuL GD MH NYDQWLILNDFLMD VLJQDC
IOXRUHVFHQFLMH VYDNRJ SRMHGLQDpPQRJ X]JRUND NDNR
autofluorescencije, za svaki uzorak napravljenaegativna kontrold\egativra kontrola bila
MH VOMHGH L VWRIOMR\ANI [EREY &) thiva DelchieWdyeldi negativnim kontrolama
bii su WUHWLUDQL QD LVWL QDpLQ NDR L LVSLWLYDQL X]J]RUFI

primarnoprotutijelo.

4.3.9. Konfokalna mikroskopija

Uzorci tkiva pripremljeni postupkom imunohistokemije analizirani su konfokalnom

mikroskopijom Leica TCSSP8 (Leica Microsystems), uZSULSDGDM XUAS XRIWZDUH

RYRP LVWUDALYDQMX VQLPDQMH noniRidihohBtoker&ijBrM leQLK 10
VWDQGDUGL]JLUDQR L VYL X]J]RUFL VX VQLPDQL SRG LVWRI
NRQWUDVWRP L RSWLpNRP GHEOMLQRP 6QLPDQMH MH SUR®
D VYH VQLPNH NRULAWHQH |DLRO®DMOAWHILMD L] MXU SRR VB R INC
VNUDULYDQMD YUHPHQD L]ODJDQMD VQLPDQRJ SRGUXpWN
Mikroskopiranje i snimanje provedeno eXQXWDU WMHGDQ GDQD RC
imunohistokHPLMVNRJ SRVWXSND 3R SRMHGLQpdairadro $UHS DU
GRNXPHQWLUDQR SRGUXpMD NRMD VDGUaADYDMX aOMH]GD
XJODYQRP MH REXKYDUDOD VDY shiSkeM¢éiesupt) ISIRWHDIQ QM X] R U
X1 RSWLpN Rpo8 RtmHuujetiaekspozicieMDpLQH ODVHUD NRQWUDV
offsetakakR EL ELOH PHYXVREQWLPWHRG HEQ WikhkRanhbiA(dsilaXx VY LP

el + D REXKYDWLOD MH QDMMDpPpL VLIQDO X GDQRP SUH
ODVHUVNRP VYMHWORGR XY BRPIQHDT DQMHQWLIQDOD X JHOHQ
sustavom spektralne difrakcije na priziBnimkH QLVX GLJLWDOQR REUDYLYDQ
kvantifikacie 1HJDWLYQH NRQWUROH VQLPOMHQH VX LGHQWLpQI
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4.3.10 Kvantifikacija fluorescentnogimunohistokemijskog bojenja

Fuorescentni signal analiziran je FIUIQ D p lpFoBr&ma Imagd (slika 5). Postupak
NYDQWLILNDFLMH VDVWRMDR VH RG R]&@rDAain@QiilBe HSLWH
LIPMHULR LQWHQ]LWHW VLIJQDOD QD RGBEMDQRBNERREU X!
LIUDpXQDR WHALQVNL LOQWHQ]JLWHW VLJQDOD SR SRYU&ELQL
koja mu pripadaa GRELYHQL XPQRAFL V3¥ninkakd j&IR0G Prégakaia su
JEURMHQL WH SRGLMHOMHQL ]EUR MjH PntefeRaY Pastupdl @R GJIR Y L

ponovljen za sve uzorke, sva protutijela te negativne kontrole.

.DNR EL X]RUFL ELOL P Hyn¢yaiRvBa) ontdM SZR bl Luzdrak
NYDQWLILFLUDQD MH QD LVWL QDpLQ NDR L XddehcieN WH MH

autofluorescencija, oduzeta od vrijednosti intenziteta fluorescencije uzorka

Slika 5. Mjerenje intenziteta imunofluorescencije na parafinskom rezu epitela ljudskog endocerviksa.

Tkivo ljudskog endocerviksa inkubirano ¢ PLaAMLP PRQRNORQDOQLP SURWXWLMHORP Q
CFTRa, a zatim sekundarnim protutijelom Alexa Flour 488 8 XWRP OLQLMRP R]QDpHQ MH HSL
SRWRP MH LIPMHUHQ LQWHQ]JLWHW IOXRUHVFHQFLMH L SRYU&GLQD XQXW

4.4. Postupcis RNA

4.4.1. I1zolacija RNA iz cerviksa

Uzorci tkiva vrata materniceanije smrznuti uRNAlater KRPRJHQL]JLUDQL VX a\
homogenizatorom uriL hladnog TRI Reagenta (Ambipmvitroger). U epruvetu je dodano
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200 L. NORURIRUPD L VQDAaQR YR U wriaN spuvddaQiR odstdjadaRn@ Y R U\
sobnoj temperaturi 10 minuta i potom je centrifugirana 15 minuta na 12000 g°@ri 4
*RUQMD YRGHQD ID]JD MH RGVWUDQMHQD X pLVWX SUHWKF
dodano 500P/ LIRSURSDQROD V@ bsd®lRenGriaR W& ISVHQR QRUL 60LN
je centrifugiranje na 12000 g, 8 minuta ndCG4 I1zopropanol je odstranjen, a talog ispran s 1

mL 70% etanola tentrifugiran na 7500 g, 5 minuta nd@. Nakon odstranjivanja etanola

talog je otopljen u 50R) vode bez RNAza (DEPC voda)RGDWQR SURpLAUDYDQMF
51$ L]IYHGHQR MH SRPRuUX NRPHUFLMDOQRJ NLWD 51HDV\ O
komercijalnog kita RNaseree DNase Set (QIAGEN).

4.4.2. 2G UHY leXdan€gMracije izolirane RNA

5DGL SURYMHUH NROLpPLQH LRGY B @HgidavkencejtRcja UDQH

SRPRUX 1DQR'URS VSHNWURIRWRPHWUD WH MH RpLWI
prema engloptic density 8 GDOMQMLP HNVSHULPHQWLPD NRUL
ELR L]JPHYX L

4.4.3. Reakcija reverzne transkripcije

=D UHYHU]QX WUDQYV KULBFALDXS NRLI KRVD IS-0-EMNA \Ki5 1 $

(4374966, Applied Biosystems) s inhibitorom RNaza. Kit se sastoji od pufera za reverznu
transkripciju (10X RT Buffer)),QDVXPLpQLK SRpHWQLFD . 57 5DQGRP 3
deoksiribonukleozitW UL IRV ID W D ;7 G1l730L] UHYHU]JQH WUDQVI
5HYHUVH 7UDQVFULSWDVH L LQKLELWRUD 51D]D 51DVH,C
X]RUDND UDJULMHEFMBDHWH P UIRBFHQWUDFLMDPD NDNR EL )
XJ]RUND XaOR X UHDNFLMX B5HYHU]QD WUDQVNULSFLMD UH
izvedena je u 2720 ThermalCycler (Applied Biosystems) po programfi & PLQf &

120 min f& PKQDYRBOMIA& 2YDNR GRELYHQD F-13$f&RXRDQML
NRULAWHQMD X ODQpDQRM UHDNFLML SROLPHUD]RP WH NY

stvarnom vremenu.

444. |IDQpDQD UHDNFLMD SROLPHUD]RP 3&5

/IDQpDQD UHDNFLMCRIRMacRdH polyinerde chain reactionbrza je i
VSHFLILPQD PHWRGD X NRMRP VH RGDEUDQL RGVMHpPFL '1$%$
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NDOXS ]D XPQDADQMH NRULAWHQD MH F'1$ GRELYHQD UHD
vrata maternice. Reakcijska smjesaipnog volumen@s — N DGUALQPRO SRpHWQLFD
—PRO VPMHVH QXNOHRW ;@R puferiZa®DNA polimeérdauQ1,25 jediaic

*R7DT '1$ SROLPHUD]HL &trikaRBNAD L —

5HDNFLMD VH RGYLMDOD X VWURMX |]D ODQpDQX UHDNFL
7TKHUPDO&\FOHU SRG VOMHGHULP XYMHWLPD SRpHWQD G
nakon toga slijed FLNOXVD NRML VDGUaH GHQDWXUDFLMX \
SRpPHWQLFD QD WHPSHUD W Mhlitad® iprodjiRakje Rn&RI0H&W@di F D P D
QD f& WH ]DYUaAQD SROLPHUL]DFLMD VYLK QHGRYUAaHQL
GABAA, UHFHSWRU GL]IDMQLUDQH VX SRpPpHWQLFH ]D aHVW WLS
*$%5% *$%5% *$%5% *$%59% WUL SRGMHGLQLFH *§
G$%5% WUL *$%5* *$%5* *$%5* WH / *$%5" 0 *$%5(

*$%54 SRGMKAG UQIGABAHUJLpNRJ VXVWDYD LVSLWDQD M
PROHNXOH *$' GRN MH ]D XPQDabm MR WODWVHILLp KEH I5M B §
izveden tzv. U Q M HayH @hgl.hésbed PCR Prvi PCR proveden je s cDNA iz tkiva
endocerviksa, GRN MH X GUXJRP RQD JDPLMHQMHQD SURGXNW
polimerazom 2mL VYDNRJ QD YLa4RM WHPSHUDWXUL L V REMH
S R p HW Q L ilbu pivRjudaBcil (tablica 3.

SRPHWQLFH VX GLIDMQLUDQH L] VOLMHGD QXNOHRWLGD
straniceNacionalmg centa za informacije o biotehnologijNacionalneNQMLAQLFH PHGLF
6 MHGLQMH (httgé:/Mavavddbnim.nih.goy/ ,GHQWLILNDFLMD NRUL&AWHQL
VH X WDEOLFL 'LIDMQLUDQH VX NRULVWHUL SURJUDP 3
internetskoj stranig¢http://primer3.utee} Svi parovi pR p H WaimpBog paraSRpHWaQ L FD
VGAT, GLIDMQLUDQL VX NDNR EL REXKYDWLOL PMHVWD VSDI
XPQDADQMX JHQRPVNH '1$ J'1$ ,] RYRJ UD]JORJD JHQRP

negativna kontrola.
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Tablica4. 20LJIRQXNOHRWLGQH SRpPHWQLFH NRULaAWHQH X 3¢
RNA u ljudskom endocervikalnom tkivu

9HOL|
Gen Referentna sekvenca m produkta
GenBank SRpHWQB®D f& (bp)

GABRA1 NM_000806.5 TGAGCATCAGTGCCAGAAAC 58 231
TTGCTGTTGGAGCGTAAGTG

GABRA2 NM_000807.3 CCAATCAATCGGAAAGGAGA 54 248
GGAGAGAATTCCGAGCACTG

GABRA3 NM_000808.3 ATTCTCCCTGGAACCACTGG 58 211
CAGTCACTGCATCTCCAAGC

GABRA4 NM_001204267.1 GCCCCATTGAAATTTTGAGA 54 159
GGACACTCCGCACTTATGGT

GABRAS5 NM_000810.3 TGACAGCTCACTTCCACCTG 58 240
ACACGGCTATGAACCAGTCC

GABRAG6 NM_000811.2 CACAGAAGGCCAAAAGGAAG 58 173
TTTATTGGCCTCGGAAGATG

GABRB1 NM_000812.3 TCCTGGCTCTGCTGGAGTAT 58 237
AGGAGTACATGGTGGCCTTG

GABRB2 NM_000813.2 GCACCTTGGAAATTGAGAGC 53 172
CTGGGATAGGAACCTGTGGA

GABRB3 NM_000814.5 CTTGACAATCGAGTGGCTGA 54 242
TCATCCGTGGTGTAGCCATA

GABRG1 NM_173536.3 AGGGGTGAGGTTGGTCTTCT 60 212
TTACTGTGGGCCTCACTCCT

GABRG2 NM_198903.2 GATGCACACTGGATCACCAC 58 245
GGGCAATAGAACGAGACCAA

GABRG3 NM_033223.4 ACTGGATCACCACACCCAAT 58 236
CTGATAAAGCCGCCATGATT

GABRD NM_000815.4 AACGCCGACTACAGGAAGAA 60 175
TGTAGGAGCCCATCAGGTTC

GABRE NM_004961.3 TCTGTTGGAGTTTGCTGTGC 58 189
CCATCACTTCCCTCAGTGGT

GABRP NM_014211.2 GGAGTTCACCTGGCTGAGAG 58 158
TCCTCCGAAGCTCAAACTGT

GABRQ NM_018558.3 GCTCCCCAACATTTCCTGTA 60 240
GAGCTGACTCCGTCTTCCAC

GADG67 NM_000817.2 CTCAACGGCATAGAAAGGGC 54 197
CACTGAATTGCCTTGTCCCC

VGAT NM_080552.2 AACAAGTCCCAGGCCAAGAT 54 416

(SLC32A1) GCGGCGAAGATGATGAGAAA

(prvi PCR)

VGAT NM_080552.2 CGAGGGAGACATCCATTATCA 57 216

(SLC32A1) AGAAACAACCCCAGGTAGCC

(drugi PCR)

CFTR NM_000492.3 ATGGGAGAACTGGAGCCTTC 58 247
CTCGTTGACCTCCACTCAGT
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4.4.5. Elektroforeza DNA na agaroznom gelu

5HIXOWDWL ODQpDQH UHDNFLMH SROLPHUD]RP SURYMHU
geluu.=D SULSUDYX JHOD DJDUR]D 3URPHJD MH SRPLMHADQL
Tris-HCI, 89 mM borna kiselina, 2 mM / EDTA, pH 8.0). Nakon zagrijavanja u mikrovalnoj
SHUQLFL VPMHVD MH RKODYVHQDLQ®d}e za grikazivdrie mddeiskiM H GR G L
kiselina na gelu GelRed (Biotium). Nakon polimerizacigegel su naneseni uzorci DNA te se
elektroforezandvijala pod naponom 105 mV/cm gela.

446. .YDQWLWDWLYQD ODQpDQD UHDNFLMD SROLPHUD]RP

8] SRPRU NRPHUFLWasNda TEVARMAM BGEX MMIX, 4369514),
probe koja odgovara genu kojeg ispituiemo i referentnog gemal (reference ili
housekeeping gene) VOLMHGHUL O ciUNMPNWMGL MHKWD]LQD SRMDYQRVW
(82) OHWRGD NRMD MH NECHULRNM i GkDu hDmah¥dDepddentiksa (tzv.
7TDTPDQ PHWRGD WHPHOML V Hudpogeneé Sehéd 4. gilfpuiRRolektdd L Y D Q M
NYDQWLILNDFLML IOXRUHVFHQWQRJ VLJQDOD .RULaAWHQH
Gene Expressio Assays (Applid Biosystems) éblica5 ]D NRMH SURL]JYRVYDD
stopostotnu amplifikaciju6 YL VX JHQL QDYHGHQL SUHPD VOXAEHQLP
FHQWUD ]D ELRWHKQ®ROBR aeddgt NathRl UTebte foM Biotechnology

Information).

Tablica 5. Popis 7DTODQS SURED L]JUD&ADMD JHQD QD UDJLQL P51$% X N
7DTODQS +LJK &D SDEDNAKIS.1$

Identifikacijska Identifikacijska  Referentna sekvenca

oznaka gena Ime gena oznaka testa GenBankNCBI-a

EEF1A1 Eukariotski translacijskiiaktor Hs00265885_ g1 NM_001402.5
elongacije 1 alfa 1

GABRA1 Podjedinica alfa 1 receptora gam Hs00971228 m] NM_000806.5
DPLQRPDVODpPQH NL

GAD1 Glutamatdehidrogenaza Hs01065893 m1 NM_000817.2

SIC32A1 Vezikualrni transporter gama Hs00369773_m] NM_080552.2
aminc P D V O kispe(ddd

CFTR Transmembranski regulator Hs00357011_m1 NM_000492.3
FLVWLPpQH ILEUR]H

VAMP8 Membranski protein povezan s Hs00186809_m1 NM_003761.4

vezikulama 8
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Ovimn VH SUREDPD L]JEMHJDYD QHVSHFLILPQD IOXRUHVFHQF
JERJ SRGMHGQDNH SRWSXQH DPSOLILNDFLMH 5H]XOWDMW
SULND]DQL VX .008&W FPHWJFBGHR® NDNR MH VYDNL SRMahGLQDpQ
NRULAWHQMHP XQXWDUQMén SRROFWURONR Q HIHUMH QWQRH P
mHy X VR E Q Biti pM@adbioj ciklusa u koemVH SRMDYOMXMH LJUD&DM QM
CFTR.

SUHPD XSXWDPD SURL]YRYDpD |D MHGDQ X]RUDNAQDQRVL

—/ GHSF + 2 —/ 7TDTPDQ SUREH WHFTAQVANGGERDQ ODVYV
MMIX, 4369514). ,VSLWLYDQL X]JRUFL X WULSOLNDWX M€l QDQRVH
REACTION PLT- (11 X YROXPHQX RG -PCRIRedDjaLFL 57

pomoit X VWURMD $SSOLHG %TiRe/ PCR/ ByBtem (Appligdd Biasystems,
Foster City, CA) u 45 ciklusa.

2pLWDQL VX NYDQWLILNDFLMVNL FLNOXVL &T SUHWKF
LVSLWLYDQH FLOMQH JHQH L UHIHDHIQWXQ HH]X QW DNWRM L , MO
UD]JOLND X &T YULMHGQRVWLPD 0&T L]JPHVyXFAEYDOMQRILIHQL
X]RUDND VD VHUXPVNRP NRQFHQWUDFLMRP HVWUDGLROD X
JHQD NRULAWHQD MH RikathepG DvaklHE3)D WLY QH NYDQWL

4.4.7. Odabir referentnih genaza qPCR

1RUPDOL]DFLMD X W XP D peH fddtaguntijélhXiSpbrBcduDizij& énbg

LlIUDADMD FLOMQRJ JHQD V LIPMHUHQLP LJUDADMHP UHIHUF
XMHGQDpPLOH UPRAHNGIR@R NERRM LYXD U L M D FdobiveniX izélpBjonr LP D F'1
51$ L UHYHU]JQRP WUDQVNULSFLMRP WH QHXMHGQDpPHQH >
PRIJXUH MH PHYyXVREQR XVSRUHYyLYDWL UH]XOWDWH GREL
referentnihgend@@ DMpHaidH MH SULKYDUHQD NDR QDMSULNODGQLMI
NRULVQRVW |]D RGUHYHQD WNLYD LOL YUVWH VWDQLFD L
HNVSHULPHQWRR)Q,® MR WHUYIBOHO QDMpHAaUH NRUkawW,HQ UHIH
SRVWRMH GRND]L NDNR RQ QLMH GREDU L]JERU ]D NYDQWL
nema stabilnu ekspresiju u tom tkivu. Naime, da bi neki gen mogao biti upotrijebljen kao
unutarnja kontrola, on mora imati stabilnu ekspresiju unutar vapitig tkiva. Gen koji je
RGDEUDQ ]D RYR LVWUDALYDQMH HXNDULRWVNL WUDQVOD|

36



engl. Eukaryotic translation elongation factor 1 alphgokazuje stabilnu ekspresiju unutar

cerviksa, kako kod zdravih tako i kod céssa s karcinomatoznim promjenai(d4,85)

45. 6WDWLVWLpPpND DQDOL]D

=D VWDWLVWLpPNX DQDOL]X XSRWULMHEOMHQL VX 636¢€
SULND]H NRULAWHQ MH 56WXGLR 1R U PSRNV SRGDW
5D]J]OLNH L]JPHYyX NYDQWLWDWLYQLK Y-i2z&id iMNDaBErOALhiD& DO L]LUD
testa, kako je bilo prikladno. Kontinuirane varijable prikazane su kao srednja vrijednost
VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD RV KwRlitatNriRe variald¢pr@azd@ BAHQR G
NDR EURM L RGJRYDUDMXuUL SRVWRWDNPrdRjgnerolacka QLMH
LIPHYyX NYDQWLWDWLYQLK YDULMDEOL YUAHQH VX 3HDUVRC
je za uporabu Peasonovog testa korelacije bila potreboanalizacija podataka
ORJDULWDPVNRP WUDQVIRUPDFLMRP QXPHULpPNH YDULMDEC
WHVWRYL NRULAWHQL X RYRP UDGX ELOL VX GYRVWUDQL &
p vrijednost manja od 0,05 smatrana je ststWLPpNL ]QDpDMQRP
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5. REZULTATI

5.1. Podjela pacijentica u skupine prema fazaHQVNRJ PMHV H¢KuBa) VSROQRJ

Pacijentiama je na osnovi izmjerenih koncentrazijestradiola i progesterona u
sertumuRGUHYH@BQDNIRJ PMH YV HkiQsa, e ¥5rR @Qdju togadijeliene u
dvije skupine: skupina pacijentica u folikularnoj fazi i skupina pacijentica u luteinskoj fazi
spolnogciklusa Tablica6). $QDOL]RP VHUXPVNLK YULMHGQRVWL X QHN
postmenopauzalne vrijgd RVWL KRUPRQD WH VX LVNOMXpHQH L] GDOWMW
VOXpDMX GREOR GR ]JJUXaDYDQMD NUYL WH YULMHGQRVW
preostalih 18 uzoraka liroraka pripadalo je folikularnoj fazi ciklusa, a 8 uzoraka luteinskoj
faz.

Tablica 6. Raspodjela pacijentica po fazamadHQVNRJ PMHV H@KuBals VSROQ
SULSDGDMXULP LIPMHUHQLP NRQFHQWUDFLMDPD HVWIL

Redni broj Estradiol Progesteron 2GUHYHQD
pacijentice (pmol/L) (nmol/L) ciklusa

1 24,76 0,31 folikularna
2 35,64 0,16 folikularna
3 159,14 0,22 folikularna
4 112,62 0,22 folikularna
5 134,66 0,19 folikularna
6 64,74 0,19 folikularna
7 135,47 0,13 folikularna
8 346,57 0,22 folikularna
9 431,72 0,19 folikularna
10 397,17 0,41 folikularna
11 229,05 0,47 luteinska
12 157,78 8,02 luteinska
13 60,39 1,57 luteinska
14 74,27 1,95 luteinska
15 41,35 2,01 luteinska
16 44,89 2,45 luteinska
17 105,28 4,28 luteinska
18 74,27 12,42 luteinska
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52. 4aOMH]GDQD DNWLYQRVW HQGRFHUYLNVD

5.2.1. Prisutnost AOMH]GDQRJ HSLWHOD tkivie XFLQD X X]RUFLPD

8 VYUKX SURYMHUH PRJX OL RGDEUDQL X]J]RUFL WNLYD
LVSLWLYDQLK SURWHLQD QDSUDYOMHQD MH KLVWRORAND
tkiva potvrdila je prisutnst MHGQRVORMQRABOCAMMLIIGDEARIP QAFRSEILWHOD Q
endocerviksa i u endocervikalnim kriptamaRNUXaHQRJ JXVWLP QHIRUPLULIL
tkivom. Histokemijsko bojenjé\B potvrdilo je postojanje neutralnih mucina, a PAS reakcija
pokazala je prisutnost kiselih mucina. Ovime je SR W YaUseki€gijslka aktivnost
HQGRFHUYLNDOQRJ aOMH]GDQRD WS PWHOBPRX X QRY YWWNXDBL
SUHSDUDWD WNLYD HQGRFHUYLNVD ]D (8iWe®) WLYDQMH L]OXp

Slika6 4OMH]GDQL HSLWHO OMXGVNRJ HQGRFHUYLNVD SURL]JYRGL NLVHO
mucine. A. PAS (crveno) obojena zrnca mucina B AB (plavo) obojena zrnca mucina. 9HOLpLQD FUWH
mjerila: 20 -m
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Elektronskemikroskopska aDb OL]D VHNUHFLMVNLK VWDQLFD QD SF
endocervikalnim kriptama pacijentice u kasnoj folikularnoj fazH QVNRJ PMHVHpPQRJ V.
ciklusa (estradiol =159,14 pmol/L, progesteron =0,22 nmol/L) pokazala je prisutnost
sekrecijskih zrnaca W D]OLpLWLP ID]DPD VDJULMHYDQMD L VHNUHFLN
u tom epitelu glika 7A i 7% 9LGOMLYR MH NDNR VX VWDQLFH PHyX
ubD]OLpLWLP UDVSRUHGRP L XGMHORP SRMHGLQLK WLSRYL
ultrastrukture sekrecijskih stanica pokazala je MEQ RVW PQR&WYD BWWDQHOD N
sintezi glikoproteina, prijesvega hrapave i glatke endoplabhWVNH PUHALFH *ROJ
WMHQHSBDMHQRVQ&IiKa PMHKRKPOPUWIRYHU XRpHQD VYXWREQICH@D KX
PHPEUDQD QD ODWHUDO GIik&#7 &R YALA VGDRPDUDW DD LFID QHNLP F
L pLQL VH GD VH QDGRYH]XMX QD VXVWDY XQXWDUVWDQLPC

Slika 7. Elektronsko-mikroskopske snirmke sekrecijskih stanica u endocerviksuA. Sekrecijske stanice s
ubD]OLpLWLP UDVSRUHGRP L XGMHORP SRMHGLQLK WLSRKE.DakiHNUHFLMYV
VHNUHFLMVNL PMHKXULUOL LVSXQMHQL JXVWR S\ON UHIQRPLW R LV D GDY
GMHORPLPQR UDALUHQLCK SFRQKXKNROODRPHRLI®QLK PHPEUDQD VWDQLFD
XQXWDUVWDQLpQH PHPBEYRVDEORYIRXWXPMIHH L] VOLNH $ *ROJLMHYR W
JODWND HQGRSOD]PDWXYNDMPWHOHIDFDX SHOPPLQ® & L ° QP
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522. KYDQWLILNDFLMD SURL]JYRGQMH PXFLQD X iAOMH]GL

korelacija proizvodnje mucina i faze ciklusa

.DNR EL VH XWYUGLOR VOLMHGH OL RGDEUDQL X]RUFL

mucina i razine spolnih hormona, odnosno faze cilimmjeren je intenzitet proizvodnje

mucina i stavljen u korelaciju s izmjerenim razinama hormona u krvjgpdicia, te s fazama

ciklusa po kojima su pacijentice grupirane u skep(iablica 3). 3 U RV MdibpuRupndg

epitel obojerog histokemijskim postupcimaB i PAS u folikularnoj faziiznosio je 69,23"
9,87,a X OXWHLQVNRM

ID]L

UsporedKqd irgenziteta proizvodnje
PXFLQD L]P Hskxpin€ Ydchehtica grupirane prema fadtlusa pokazala je da ne
SRVWRML VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND XabBddB.L]YRGQM

Tablica7. 8GLR HSLWHO Q HengosupéimdinB iRER M

$ULWPH
sredina  SD Medijan Minimum Maksimum Raspon p®
% epitela ;‘)Z';k“'ama 56,25 19,68 53,42 23,89 831 63,43
obojen . 0,269
AB E‘;:'”Ska 46,14 16,13 46,72 24,08 72,95 48,87
% epitela fa"z';k“'ar”a 82,22 1531 90,00 51,42 100,00 48,58
obojen : 0,115
PAS ::;‘;:'”Ska 65,15 2597 67,74 25,00 96,00 71,00
Folikularna 69,23 9,87 66,37 58,31 88,66 30,35
% ukupno faza 0.058
obojerog ]':;‘th'”s“a 5565 16,88 56,67 26,75 8448 57,72
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5.3.  GABA-H U J Ispdthl

5.3.1. Zastupljenost podjedinicaGABA R u ljudskom endocerviksu

U svrhu provjere nalaze li se u endocervikalnom tkivu podjedirGe&BAAR koje bi
potvrdile postojanje funkcionalnog GABA receptorprovedena je analiza prisutnosti
podjedinica GABAR RT-PCRom. Rezultati ovog ispitivanja pokazali su kako su
podjedinice GABAR . - - /0 pisutneV UD]JOLpPpLWRP XpHVWDORAUX X
endocerviksgslika 8 8 QDMYLAHP SRVWRWNX SULVXWQH VX ¢
VOLMHGHE.V SULVXWQRA&UX X uzorakedHFBHHWIW.WDYD LJUDADYD SRG

SRGMHGLQLFH L / 3RGMHGLQLREbtaka 1lprisuB&jMDY OM X

samo u 5%uzoraka GRN VH . NDR 2@k pojavijujuniti u jednom ispitivaom
uzorku tkiva endocerviks@lika 9).

Slika 8. Primjer prikaza pri sutnosi mRNA podjedinica GABAAR (. - -/ i 0Fu jednom uzorku
endocerviksaispitanih postupkomRT-PCR.A 3RGMHG-LQLFH . . . SULVXWQH VX X WNLY
HOGRFHUYLNVDBD .LL .SQLVXWQH VX WNLYX OMXE&VNRGMABGROHEN LNVI
L VX SULVXWIRBROMH®ULMIHFH / 0 &E iMu ljudgRdg ShrdbdéxiveQmNAXje W N
korLAWHQD NDR QHJIDWHYNMBVMWRQWL RGID L VLA ,H mjhtenzivisiomJRugom BD
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500pb. 2pHNLYDQH YHOLpPLQH 3&5 SURGXBMWD+L]JUD&AHQH X SDURYLPD ED]D
+ 3:237,172,242 + 212,245,236/ +

100,00

90,00

80,00 -

70,00 -

60,00 -

50,00 -

40,00 -

30,00 -

% uzoraka pozitivnih na mRNA
podjedinice GABA,R

20,00 -

10,00 -

Slka 9. 3ULVXWQRVW P51$ SRMH G LGABA® LK ljuSsRaBnMenddteqyik@mm  tkivu.

Podjedinice GABAR . - - -/ 0 EL SULVXIWOQB] &Xp XVWR RNiduppAsuineD O R 8 U X
podjedinice.li .6, kao ni 2.
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532. 6PMHAWDM PROHNIDIDNRIOBXVWDYD X WNLYX KXPDQR

Kako bi sg nakon dokazanmmRNA molekua GABA-HUJLpNRJ VXV Wjbo® SRWYU
prisutnostna raziniproteinate ispitaR QMLKRY VP M H & \aMalMirae)si\simke WNLY D
fluorescentne imunohistokemijske reakcija antigene GABAAR, VGAT-a i GADa
dobivenekonfokalnm mikroskopm. Ova analizgotvrdilaje prisutnosGABAAR i pokazala
QMHJIRY VP M K&d\eBddceRsé kB 1LD). Anti-GABAAR pozitivan signal vidljiv
MH NDR QDNXSLQD IOXRUHVFHQWQLK WRPDLQB U KXQ MK N UL
VWDQLFD X DSLNDGQ@R MW W/pHRI ISRLY NIMDM X IMDVQR VH YLGL
fluorescentnog signala gd@ABAAR L] JOHGD NDR GD SuWUslikalo/adHieQD MH].
SRGUXpMH LVSRG DSLNDOQH QDNXSLQH VHNUHFLMVNLK ]l
PHPEUDQVNLP VWUXNW XU DRP W M,BpRtkEawrapsvd ehBopldztdkad Y
PUHAWAD XYUQXUD ODWHUDOGEgikK))VWDQLpPpQLK PHPEUDQD

Snimka fluorescente imunohistokemgke reakcijena antigen GAD65/6a prikazuje
WRpPpNDVWH QDN XS LkipH ciRM RtaniG$IRAVIH LAQIDL1 B).Fluorescentna
imunohistokemgka eakcijas anttVGAT protutijelom pokazala je difuznu raspodjelu ovog
proteinau epitelu ljudskog endocervikgslikall Di 11 B.
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Slika 10. 6QLPND LPXQRKLVWRNHPLMYVNR BABMMP NXFljaxignbm RJiRRID fud<key
endocerviksa A. Snimka VDPR IOXRUHVFHQWQR ]HRHB Bnikk® Kap HiIARs) dddhe
prikazanim plavo obojenim jezgrama(DAPJ. 6 QLPND NDR X % S UL DM NdgHiaXéntfdts
9HOLpLQD FUWH PMHULOD P
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Slika 11. 3ULND] LPXQRKLVWRNHPLMVNRP UHDNFLMRP R]JQDpPpHQLK *3A.
fluorescentnaelenooznaleni GAD. B. fluorescentnaelenoobilje &n GAD, jezgreoznafeneplavombojom (DAPI). D.
fluorescentnazelenoobilie n VGAT. E. fluorescentnaelenoobilje &n VGAT, jezgreoznajgneplavombojom (DAPI.
CiF.Negativne kontrd 9HOLpLQD FUWH PMHULOD P
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533. KYDQWLILNDFLMD L IGAD aiDAMIM 19 | JRDNHRLEQABICB hikt/aH O X

usporedbas razinama spolnih hormona u serumu

6 FLOMHP LVSLWLYDQMD SRYH]IDQRVWL UD]JLQH KRUPRQD
ljudskog endocerviksa, kvantificiran je intenzitet fluorescencije imunohistokemijskeije
protutijela na antigen proteina GAD u epitelu uzordkava i prikazan kao intenzitet
fluorescencieSR SRYUALQL P Mijdidd @ RroizibgninvjetdmiBama (AU, prema
engl. arbitrary unitg. .DNR EL VH XWYUGLR R @desétrdiglR H gefuMilR QFHQ W
(pg/mL) te ukupnogntenziteta fluorescencije GAB(AU) u epitelu, izveden jSpearmanov
test 6likal2). ILMH SURQDYHQD pDAWBQ/DL 8 R/Y. H NOLQ]R30W67)J Q

Kako bi se utjecaj estrogena sagledao neovisno o utjecajug@sterona, odvojeno je
LIUDp XSRD'WDPD QRVW L-3AVH BavesBrurh$kim estradiolom (pgl) za svaku
skupinupacijentica podijeljenin prema fazanéaH QVNRJ P M HV HKQRGIIKAIIROQR J
1LMH SURQDYHQD YV YRMeijavw U kil ajr@jDdzD(MTUD, n=6, p=0,33)
niti u luteinsloj fazt AHQVNRJ P MHV HKQLR Jr=0.5RGQ p=D,24). WHVWD L]QRYV
2YL UH]XOWDWL JRYRUH NDNR L]JUDADM *$'-e RIBOHNXO+

ovisan o razinama estradiola nitogesterona u serumu.
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Ukupniintenzitet fluorescencije

Ukupniintenzitet fluorescencije

GADu epitelu (AU)

Estradiol pg/mL

Slika 12 *UDILpNL Spdanmdmdiog testa odnosa koncentracije estradiola u serumu (pgiL) te

ukupnog intenziteta fluorescencije GADa u epitelu (AU). 8]RUFL VX R]QDpHQL FUYHQRP L S
ovisno o faziiAHQVNRJ PMHVHPQROXWIR OQRIPD OHJHQGL QD VOLFL .RUHODF
u Q S 6LYR SRGUXpMH QD JUDIX SUHGVWDYOMD LQWHUYDO

GAD u epitelu (AU)

Estradiol pg/mL

Slika 13. *UDILpNL Spearmangwg tesa odnosa koncentracije estradiola u serumu (pgmL) te

ukupnog intenziteta fluorescencije GADa (AU) u epitelu uzoraka tkiva podijeljenih u dvije skupine

prema fazi ciklusaa. &UYHQH WRpPpNH R]JQDpXMX X]JRUNH X IROLNXOIDtei3M ID]JL U
IDIJL FLNOXVD U Q S S5HIXOWDW QLMH VWDWLVWLpNL ]QD
pouzdanosti
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534. KYDQWLILNDFLMBnAGAENAP MDA CGMRYGDQRP HEks®WHOX HQ

i usporedbas razinama spolnih hormona u serumu

.DNR EL VH XWYUGLR RGQRV L]PHYyX NR@EHQMIpDFLMH H\
intenziteta fluorescencije GABM&R-a (AU) u epitelu ljudskog endocerviksazveden je
Spearmanov tesfslika 14). Rezultat testa pokazao je da ne postdiwWDWLVWLpPNL ]JQELC
korelacija (r=0.056,n=14, p=0,84).0 Y U L Mtdsta@Ro¥i\y,15

Kako bi se utjecaj estrogena sagledao neovisno o utjecaju progesterona, odvojeno je
izUDp X8 RPWHD D QR VGABALR-B(@D)Mdserumskim estradiolom (pgl) za svaku
skupinu pacijentica podijeljenih prema fazaddd QVNRJ P MHV HKQRBIIKAZFRO QR J
1LMH SURWDWH® W Vb NL ] QUidlikuMr@opfadil (R=0.B20O, DB, LpMO[D5) niti u
luteinslkoj faz ciklusa (r=0.26, n=8, p=0,53).

Kako bi se prikazaodnos ukupnogntenzitet: fluorescencije GABAR-a (AU) u epitelu
L XNXSQH SR ¥dh&tokehijdRita RddtHpcimé&o), izveden je Spearmanov tellie
postoji statistoNL ]QDpDMQD -BlERU 06D pA0MDOvE) rezulet govori kako
izUDADM R$epovezan NROLPLQRP PXFLQD LIPMHUHQRP X HSLWF

3UHPD RYLP UH]XOWDWRPrje poyérana SaMserufn@kiin razinama
estradiolanit ppRJHVWHURQD D SRVOMHGLpPQR QLWL ID]JRP FLNO;
DQDOL]H L]JUDA&DMPHRR DHNRXIODXA$WHBYD JRYRUH NDNR RYDM
XWMHFDMHP NRQFHQWUDFLMH VSROQLK KRUPRQD X VHU?

regulimnom hormonima.
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} Yiov

%o] S o
metodama (%0)

W1IAE“]v

Ukupniintenzitet fluorescencije
GABARU epitelu (AU)

60LND *UDILpNL SULND] 6 S H ukupriogimRenitdtaWudréssebcijie GABRR-2 (AU)
u epitelui XNXSQH S Bpitdlaobg)eHe histokemijskim postupcima (%). Ne postoji statV WLPpNL JQDpDMQI
korelacija. (r9.29 n=16, p=0.27.
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Ukupniintenzitet fluorescencije
GABARuU epitelu (AU)

Estradiol pg/mL

Slika 15. *UDILpNL Spgdridndwg testa odnosa koncentracije estradiola u serumu (pgmL) te
ukupnog intenziteta fluorescencije GABA\R-a (AU) u epitelu. Ne postoji VW DWLVWLpNL ]1QDPDMQD NR
Q S 6LYR SRGUXpMH QD JUDIX SUHGVWDYOMD LQWHUYDO SI

Ukupniintenzitet fluorescencije
GABARU epitelu (AU)

Estradiolpg/mL)

Slika 15a. *UDILpNL SpddriNaddwg tesia odnosa koncentracije estradiola u serumu (pgmL) te
ukupnog intenziteta fluorescencije GABA\R-a (AU) u epitelu uzoraka podijeljenih prema fazi ciklusa.
&UYHQH WRpPpNH R]JQDpXMX IROLNXODUQX ID]X U Q-0.265n=8, D SOD
S S5HIXOWDW QLMH VWDWLVWLpPpNL ]1QDpDMDQ 6LYR SRGUXpMH SUHC
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5.4. CFTR

5.4.1. Prisutnost L V P M H a W Dtkiv &ljudgkog endocerviksa

8 VYUKX LVWUDALY D QaiDen8d¢ervikéy @eRoddm LFPRR T<pitana je
SULVXWQRVW JO DMQvp kietodopn dokdzana je prisutnost mMRNA CFTR u
tkivu ljudskog endocerviksalika 16).

Prisutnost i VP M HGRTRaMU tkivu endocerviksana razini proteina,ispitani su
fluorescentnom imunohistokerskom reakcijomprimjenomPRQRNORQVNRJ PLaAMHJ S|
QD SUYX L]YDQVWD Q-apRe2ultai Rk sgehtd)imhbanohistokemijske reakcije
dokazuju prisutnost proteQD &)75 X VHNUHFLMVNRP MHGQRVORMOQF
endocerviksaglika 17). 8]RUFL WNLYD UD]JOLpLWLK SDFLMHQWLFD U!
CFTRD 1HNL X]J]RUFL LPDMX MDpH L]JUDAaHQsIK41Y@DI®CX DSLNDO

2V LP XzdamM epitelu, CFTR je prisutan i u fibroblastima u okolnom vezivnom tkivu.

Slika 16. Elektroforetski prikaz rezultata RT -PCR-a kojim je dokazana prisutnost MRNA CFTR-a u

sedam uzorakatkiv a ljudskog endocerviksa. 2pHNLYD QD Y H O L p LayzZamBNARCE KRS\ 75h& 5

Sm- R]JQDpQLN YHOLpPLQH '1$ SR SE QDM kRN Lizdf&a i\ ljBdskogD M H
endocerviksa;, gDNA- kontrola kontaminacije uzoraka genomskom DNA; no DNAegativha kontrola
reakcije.
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Slika 17. SULND] V POHIRW Dt ljudskog endocerviksa. AiB'YD UD]JOLpLWD X]J]RUND
tkiva sa zelenim fluorescentnim signalom za CFTR i plavgjerim jezgrama (DAPI)C i D. Ista dva

uzorka tkiva bez prikazanih jezgara i F. Negativne kontrole za ista dva uzorka tkiva. Crta mjerila

YHOLpL QM
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Ukupniintenzitet fluorescencijeCFR

542. KYDQWLILNDFLMD L{BTRA R MDD B H R/DHLREDEESIksA/IH O X
usporedbasrazinom mRNA CFTR-a u tkivu

Kako bi se ispito SUDWL OL NROLpLOQDRDYSXURWERGHUWY)IZN-O WNJD A
QD UD]LQL P51% NYDQWLILFLUDQ MH LJUD&A&DM SURWHLQD
fluorescencije CFTRa u epitelusvakog uzorka, te je kvantificirana mMRNA CFTR za iste te
uzorke.Pearsonown tesom R G U H yodr@s kvEnficiranih proteina CFTR i razine mRNA
CFTR(slika18). UD p X Q bdQdéH.PPHYyX ORJDULWDPVNL WUDQVIRUPLUL
EURMD FLNOXVD X NRMHP VH XPQDaD P51%$ &)75 X LVSL
IOXRUHVFHQFLMH &)75 X LVWRP X]JRUNX 3URQDYHQD MH ]
logaritamski transformirane vrijedsid kvantifikacijskog cikluseCFTR (log100 & CFTR) i
ukupnog intenziteta fluorescencije CFBERAU) u epitelu(r =-0,61, n = 14, p = 0,016) X
vrijednosttestakoja iznosi 0,51.% X G X U L q@BTR)I &ijednost predstavlja razliku broja
ciklusa u kojem senRNA CFTRD L P51% (($) UHJXODWRUQRJ JHQD S|
REUQXWR MH SURSRUFLRQDODQ V NROLPLQRP 51% X X]RU!
razinamRNA CFTRa X WNLYX SR]JLWLYQR NRUHOLUD V LJUD&ADMHP S

u epitelu (AU)

logo4 § Rd

Slikal8 *UDILpNL3SIDLNMRQRYRJ WHVWD NRMLP MH RGUHYHQ RGQRV L]PHY>
YULMHGQRVWL UD]JOLNH EURMD FLNOXVD X NRMHP VH XPQDaD P51$%$ &)
fluorescencije pojavnosti proteina(AU) u istom uzorkuu 3SRVWRML MDND QHJDWLYQD NRUHODF
vrijednostt |QDpD MQ,B1, Mk=15,p=0,0166LYD SRYUalL @tervk puedamnstiD
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Ukupniintenzitet fluorescencije

543. 8VSRUHGED L]UDAaCHVID XS @RW H | ®@muReRdodedviksa s

razinama hormona u krvi

8 FLOMX VDJOHGDYDQMD PRJXUH SRYH]DQRVWL HVWUL
Spearmanovim testom je ] U D p X Q MikdpidGitidhxiteta fluorescencije CFBRU epitelu
i koncentracijghormona izmjerenih u serumu pacijentica od kojih su prikupljeni uzorci tkiva
(slika19) 1LMH SURQDYHQD ]QDpDMQD NRUHODFpg)L]PHYX |
ukupnog intenziteta fluorescencije CFBR(AU) u epitelu U Q S

vrijednost testéznosi 0,36.

CFTRu epitelu (AU)

Estradiol (pg/mL)

Slika19 *UDILpNL SULND] 6SHDUPDQRYRJ WHVWD NRMLP MH RGUHVHQ RG(
ukupnog intenziteta fluorescencije CFTRa (AU) u epitelu. 1H SRVWRML ]QDpDMQD NRUHO|
koncentracije estradiola (pg/mL)ukupnog intenziteta fluorescencipFTRa (AU) u epitelu (r = 0,15, n =16, p

=0,58).6LYD SRYUELQD QD JUDIX SUHGVWDYOMD LQWHUYDO SRX]GDQRVWL
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544. 8VSRUHGED LWBWiD D K)75 X DSLNDOQRP GLMHOX \

epitelu endocerviksa s razinama spolnih hormona u krvi

SURPDWUDQMHP VQLPNL LPXQRKLVWRNHPLMVNL SULND]D
HQGRFHUYLNVD XRpHQD MH MDpL L Q WetbQijlawtahiva hekkRUHV F I
X]JRUDND .DNR EL VH SURYMHULOD SRYH]DQRVW L]JUDa&DM|
PMHVWX JGMH VH RpHNXMH QMLKRYR GMHORYDQMH V UD]
fluorescencija imunohistokemijske reakcije lokaliZgdd X Q XW D U — Pei@BanNB.SLND O C
, JYHGHQ MH 6SHDUPDQRY WHVW N Dog&itariski\treinsiokmivadie LR R G
vrijednosti koncentracije serumskog estradigfa/mL) i intenziteta fluorescencije CF¥R
(AU) u apkalnom dijeluepitela §lika20 3URQDYyHQD MH VWDWLVWLpPNL ]QD
NRUHODFLMD L]PHYyX HVWUDGLROD SJ R/(AU) b gokdlHoh] LW HW D
dijelu epitelnih stanicar(= 0,67, n= 15, p = 0,00045) uz= 0,48. Ovaj rezultagjovori u
prilog povezanost SRUDVWD LJduDagikedn &ijefuSstanica s porastom serumske

razine estradiola.

Kako bi se utjecaj estrogena sagledao neovisno o utjecaju progesterona, odvojeno je
LIUDpXQDWD SRY HGABOJRYE Wa kdruriskib Mdradiolom (pd/) za svak
skupinu pacijentica podijeljenih prema fazam@HQVNRJ PMHV H@KuBAIISGKS ROQRJ
21). Izveden je PearsonovtestDNR EL VH RGUHGLR RGQRV L]JPHYX ORJD
vrijednosti estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFRIRRAU) u apikalnom dijelu
VWDQLFD 7HVW MH SRND]DR VWDWLVWLpPNL 1QDpDMQX MD
transformiranih vrijednosti koncentracije serumskog estradiola (pg/mL) i intenziteta
fluorescencije CFTRx u apikalnom dijelu epitelnih stani¢aU) u folikularnoj fazi (r = 0,86,
n = 8, p = 0,006).04 vrijenostovog testa iznosi 0,15=QDpDMQH NRUHODFLMH QLN
logaritamski transformiranih vrijednosti estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescgAdijg u
apikalnom dijelu epitelnih stanicza pacijentice u luteinskoj fazi (r #©,085, n = 8, p =
0 2YL UH]XOWDWL SRND]XMX MR& VQDaQamixisBdRYH]DQR
razini progesterona, u folikularnoj fazi, te izostanak povezanosti u luteinskoj fazi,
karakteriziranoj pora® P SURJHVWHURQD &@WR JRYRUL R QHJDWLYC
ekspresiju CFTRa.
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Intenzitet fluorescencij€€FRu apikalnom dijelepitela

(AU)

logoEstradiol (pg/mL)

Slika 20 *UDILpNL SULND] 3HDUVRQRYRJ WHVWD NRMLP MH XWYUVyHQ R
estradiola u serumu (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFTRD X DSLNDOQRP GLMHOX aAaOMH]G|
stanica. PRVWRML MDND SR]JLWLYQD NRUHODFLMD L]JPHYyX NRQFHQWUDFL]
fluorescencije CFTRA(AU) X DSLNDOQRP GLMHOX VWDQLFD NRMD MH VWDWLVWL}p

6LYD SRYUALQD QD JUDIX SUHGVWDYOMD LQWHUYDO SRX]GDQRV\
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Intenzitet fluorescencij€€FRu apikalnom dijelu
epitela (AU)

Estradiol (pg/mL)

Slika 21 *UDILpNL SULND] 6SHDUPDQRYRJ WHVWD RGQRVD ORJDULWD
vrijednosti koncentracije estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFTRa u

DSLNDOQRP GLMHOX 40MH]GDQLK VWDQLFD X X]RUFiiePD HQGRFHUYLND
skupine prema fazi ciklusa. 3SBRVWRML MDND VWDWLVWLPpNL ]QDpDMQD SR]JLWLYQD
estradiola (pg/mL) i intenziteta fluorescencije CFaRu apikalnomdijelu stanica (AU) u

IROLNXODUQRM ID]L U Q S =QDpDMQH NRUHODFLMH Q
(pg/mL) i intenziteta fluorescencije u apikalnom dijelu stanica (AU) kod pacijentica u luteinskoj

fazi (r=-0,085,n=8,p 6.084). SiyD SRYUAaALQD QD JUDIX SUHGVWDYOMD LQWHUYDO ¢
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545. 8VSRUHGED LJ]UDADMD JHQD &)75 L 9503 X HSLWHOX

.DNR ELVPR LVSLWDOL SR-¥HAMORNOKUE SNARD ko Dpléksa 5
koja sudjeluje u regulaciji njegovgwomeau VWD QLFL ]DGUADYDMXUL JD QD D¢
usporedili smo odnos razinamMRNACKFTR SULND]DQX SRPRUX /LYDN PHWRG|
VAMPS8 prikazanu istonmetodom(slika22)) 3URQDYHQD MH VWDWLVWLpPNL ]JQ

NRUHODFLMBP*TAMRH Y X*4VAMPS (r=0.66, n=16, p=0,0051)i vrijednosttesta
iznosi 0,48 Ovaj rezultat govori u prilog hipotezi o regulaciji aktivhosti CFaR
PRGHULUDQMHP QMHJRYRJ VPMHAWDMD XQXWDU VWDQLFH

apikalnoj membrani endocendhih stanica.

2 4% VAMPS

2 4% CFTR
Slika 22. *UDILPpNL SULND] 6SHDUPDQRYRJ WHVWWTFMRRIMLPTVAMPEYVSRUHYHCQ

BURQDYHQD MH VWDWLVWLpNL ]QD pD METCAVRDIN B “{Y/RVPSV(i=9.66DNNE UHODF L M
S 6LYR SRGUXpMH SUHGVWDYOMD LQWHUYDO SRX]GDQRVWL
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6. RASPRAVA

2YR LVWUDALYDQMH GL]DMQLUDQR MH NDNR EL SULC
XNOMXpHQLK X L]OXpLYDQMH VQRXPRXQVIGWDNR M #sBRGRNRM
QD NRML QDpLQ VSROQL KRUPRQL UHJXOLUDMX SRMHGLC
NRQDPQRP REOLNRYDQMX HQGRFHUYLNDOQH VOX]L NDUDN
svojstava.1D WHPHOMX VOLPpQLK SURFHVD XSGUMHLYYRUDDX \G\LL5
sustavu,ispitali smo ulogu dvaju ionskih kanala, GARAeceptora te transmembranskog
UHJXODWRUD Fu & Lkprapkékdrire preckesim Na temelju VOLPQRVWL V GL&
VXVWDYRP JGMH X] SRMD R dpkziHidl § 8 MBYDMPO XD QMD VO
astmi, pretpostavili smo ulogBABAAR u regulacijiegzocitoe PMHK X UL G.OuRXd L QD
SUHW S RV W Dtk Xla LsmbVispidadi Lp@sutnosholekua GABA-HUJLPNRJ VXVWDY
epitelu endocerviksa, njihovu povezanost s razinama &strfQ D X VHUXPX L L]OXpl
PXFLQD L] HSLWHOD .DNR MH XORJD &)75 RSLVDQR X KLGU
L]0 X p Lhib@eik&bnatnih iond aLUHQMD PXFLQD SUHWSRVWDYLOL V
LIOXpLYDQMX HQGRFHUX IGND @DPAHS WXGIMH @ XWX VWYDUDQM
]D UD]JPDWDQMH PXFLQD L XNODQMDQMH NDWLRQVNRJ QDEF
PMHKXULUO LVSLWDOL VPR -bV W RrdodtérksS djegovuMokaizativi &) 75
unutar stanice iR YH]DQRVW V UD]JLQDPD &8HQVNLK VSROQLK KRUPR

6.1. /MXGVNR HQGRFHUYLNDOQR WNLYR NDR PRGHO ]D LVSL

,VWUDALYDQMK5S XORHIXOBBELML L]OXpLYDQMD VOX]L ]D
QDMSULVWYGSHPXLX HPD AL P LEYVRAWOKIABdRA modeta ispitivanje
postojanjanolekulaGABA-HUJLPpNRJ VXVWDYD X diHNDWRL RB G @ R PL HBX{ PN A
VOX]L LPD QHNH QHGRVWDWNH B8NUDWNRLAWRJI VIX QNDXG LN\
FHUYLNYV je ofgahixiddippolni ciklusi temnogo NUDUH XGDOMHQRVWL RG
PDWHUQLFH JERJ NRMLK FHUYLNDOQD VOX] X Pspa@dijQHPD EL
koje u ljudi ima (77). Zbog navedenih razlikapitnoje NROLNR VH ]DNOMXpFL L]
PLAMHP P R GtrhasktiratRnhXjudsku fiziologiiL ]OXpLYDQMD FHUYLNDOQH V

.DNR ELVPR LVSLWDOL XORJX RYLK NDQDOD X L]OXpLY
RGOXpLOL VPR LVWUDALYDQMH SURY Hhasrica@rikuptiémn) FLPD W
nakon histerekimije, i uzorcima krvi istihbolesnica Prednost izrade pokusa na uzorcima
OMXGVNRJ WNLYD MHVW awWR GDMH VWYDUQX ELRORANX V
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interakcije veziva i epitela i mamijenjenih stanica.7DNYL VX X]J]RUFL LGEDOQL ]C
SULVXWQRVWL LVSLWLYDQLK PROHNXOD MHU VDGU&H VYH
WNLYX L NRMH VXGMHOXMX X VYLP VWDQLpPpQLP SURFHVLP
PRUIRORJLMD WNLYD L VWDQLFD RPRJXipxobesa lY tyatid@ L]DFL M
ELRORANRP NRQWHNVWX NDR &WR MH SULPMHiéhutktH SULNL
egzocitoze glika 7 % WH SUHFL]QR RGUHYLYDQMH XQXWDUVWI
postupcima imunohistokemije i imunoelektronske mikroskopije.izmjerere koncentracg

spolnih hormona u serumP RaH VH GRIGIDNPILPIND NRPSRQHQWD NRMRI
YULMHGQRVWL SULVXWQLK SURWHLQD L P51% PRaH SRVWL
UHJXODFLMX QMLKRYRJ LJUDADMD

, GRN VWDQLR®RJINXHYPMEYDR SijeCap Hapmbira u dodanom
PHGLMX QD VWDQLpQH SURFHVH LSDN MH ULMHpPp R L]JPLM
stanica nedostaje kontekst arhitekture tkiva i interakcije epitela s vezivom na kojem se nalazi,
au 3D i imortaliziranm kulturama nalaze se |[PLMHQMHQH VWDQLFH pLMH MH
UHFHSWRUD L FLWRDUKLWHNWXUH WHaN RloBléReMMEAteL WL L S
LVWUDAEDYDMRMBDIH X VOXpDMX LVSLWLYDQMD LiBa@aVINLK NDC
ljudskom endocervikSUNRQWHNVW VWYDUQH ELRR®aNiitng GajbNljH E L W D (
model X LIYRUQRP ELRORANRBD NRH YXJIAH/QINGEXQ XIRPLRUPDFLMX R
SURFHVLPD X RGUHYHQRP WUHQXWN X

3 R W HaN®IG s ljudskim tkk RP CGBHRAADMYLAH X SULNXSOMDQMX R
GD MH QD&aH LVWUDALYDQMH LVSLWLYDOR PHKDQL]JPH X L
LVWUDALYDQMH MH RJUDQLPHQR QD A]GUdrviksai/ifilBérY LNV H
malignih promjena u sBOQRP VXVWDYX 1DGDOMH ]JGUDYLP &aHQDPD
QH XNODQMD XYLMHN FHUYLNVY NDNR EL VH X a8WR YHUHP E
7DNRYHU EXGXUL GD MHpPpUMMHB HR W R\HEDR) QR DEBAMND Q M H
potenciplne mehanizme ko XGMHO XM X X LJOXALQ M K Q@ILO N ddjiJ L M
.DNR VX SDFLMHQWLFH NRMH EROXMX RG PLRPD NDR QDMp
X QDAHP LVWUDALYDQUMMDUPKHNOR KLS Mdth
LVNOMXpHQH SDFLMHQWLFH pLMH VX VHUXPVNH UD]JLQH KR
QLVX ELOH WDNR SURFLMHQMH Q H prisRGzsh p@drladljei GABAD QD O L] X
HUJLPpWRUWDYD L UHIJXODWRUQ BYRWREQEQMEUR/BNRBARD
osam@est X[ RUDND NRML VX RGJRYDUDOL VYLP XQDSULMHG SR\
mehanizama L]OXpLYDQMX FHAUXGXNDIO G WAHXHURM X]J]RUDND SRC(
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RIJUDQLpHQMLPD YHORWYH INHK) DS IRASQMLIP L]DFLML NYDQWLI
HNVSHULPHQWDOQLK SRVWXSDND NDNR EL GRELYHQL UH]>
VOLNX RGQRVD PHYyX LVWUDALYDQLP PROHNXODPD .OMXpQ
su odabir referentnihempa za kvantifikaciju genskih trakripata qPCRmM i postavljanje
VWURJLK SUDYLOD L]YRYHQMD L PLNURVNRSLUDQMD IOXRU
ekspresieEMHODQpPHYLQD X WNLYX

Vrijednost RYRJ LV W DAL YDQMHQLFL GD MHnad¢b®@R RG Y
LVWUDALYDQMD NRMH VH SURYRGL QD ]G I$itvaR® [jW0IRX GVNRP
WNLYR RELpPpQR MH PDWHULMDO SURPLMHQMHQH FLWRDUKI
intraepitelne neoplazf SD VX LVWUDALY DQrddionjdhjené citDayhRefktuve N L
rietka )L]JLRORANL RPRIGHMERR XYBYDMX QD NXOWXUDPD VWDQL
QDSUHGXMX QH PRJX |JDPLMHQLWL ELROR&GNX VOLNX NRMX

6.2. Histokemija nije idealna metoda zakvantifikacij u mucina u endocerviksu

Na temeljukoncentracije estrogena i progesterona u serumu podijelili smo prikupljene
uzorke cerviksa dvije skupineprema folikularnoj i luteinstij fazi ciklusa. Kao preduvjet za
LVWUDALYDQMH X O RuBHI hryc8dindE ¥ R QILYKR @R K H sluzil. iIGXh LY D QML
smo ispitivanim uzorcima postupcima histokemije i elektronske mikroskopije provjerili
SRVWRML OL X QMLPD aOMH]GDQL HSLWHO WH RGYLMDM)>
proizvodnje iL]O X b LW O XM D 7B txeRaldHpdovijeriti do koje mjere se na sakupljenim
X]RUFLPD PRAH LVSLWLYDWL GLQDPLND WLK SURFHVD 8 W.
histokemijskim metodama koje prikazuju mucine i provjerili korelaciju s fazama ciklusa.
%XGXUL GD Mdh i Nekspepmé¢ntalino dokazanda je L]OXpLY D QNMMp W/ OX]L
folikularnoj fazi i periovulacijski RpPpHNLYDOL VPR YHOL 8de®WRWDN
KLVWRNHPLMVNLP PHWRGDPD YLGMHWL X VNXSLQL X IROI
prisutne u epitelu u ROLNXODUQRM L VOX]L SULVXWQH X HSLWH(¢
histokemijom, PHyXWLP LDNR QH&WR YHUD X IROLNXODUQRM V
]QDpDMQ@X UD]JOLNX PHYX RYLP VNXSLQDPD S 2YL UH]
rezultae nekihranijih LVWUDAaALYDQMD NRMD VX SULPMHQRP KLVWR
VDPR UD]J]OLNX PHyX ID]DPD FLNOXVD QHJR L L]JPHYX JRUQWN
PDOLK a@d.MBBEGDLVWUDALYDQMH QLMH SURY HEH&KeSRG SR
X S+ NRULAWHQLK RWRSLQD PRJOH BPAXAXXIUBDN MB]QL pNOV
SUDNVH L PQRJLK GUXJLK LVWUDALYDQMD MDVQR NDNR ¢
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estrogena42) ]DNOMXpXMHPR GD HNVSHUDPHRQMW DO@Xp PRIEGNDD N
KLVWRORANLP SUHSDUDWLPD QLMH LGHDODQ ]D NYDQWLIL!
I1DLPH KLVWRORANL SUHSDUDWL SRND]XMX VWDQMH WNLYL
mucini koji se utom trenu nalazeuedi X 1D RYDM QDpLQ PRJIJXUH MH SUL
VYRM VDGUADM QHWRP L]JOXpLR X OXPHQ aOLMH]GH R]QDpL
EL VH GRVNRpPpLWL SULNXSOMDQMHP VOX]L SULMH XNODOQN
kvantifikacije kvaQ WLILNDFLML X Q X WDnaxeweniarlpga, LndglRssiEw qyém

LVWUDALYDQMX VPR VWDYLOL QD FLOMHYH NRMLPD VH L\
SULVXW Q Ray pojediniv mdekidla u tkivuk QD NRUHODFLMX LJUDADMD

koncentracijama hormona u serumu.

6.3. Molekule GABA-HUJLPpNRJ VXV W D YDdsBRdinevidoeeéiksuV X X

8 UDQLMHP VPR LVWUDALYDQBR XS SRWOWD®L XN BINRL @ 8 U5}
PLAMHJ HQGRFHUYLNYVD®IN RSV L VSRR | IY\RVE U IDgdbX priduthdst SRN D] D
GAD, VGAT i GABAAR-a X HSLWHOX OMXGVNRJ HQGRFHUYLNVD :
LVWUDALYDQMX GRND]DOL SULMNRAWRRMRP L VSRGIEH G DQIVPH L
prisutnost svih podjedinica GAB#&R-a i pokazali da su podjedinice GABR prisutne u
WNLYX X UD]OLpLWLP XGMHOLPD X NRPELQDFLMDPD NRM
receptora(45,87) U prilog funkcionalnosti GABAR-a govori i prisutnost enzima Kkoji
sudjeluju u stvaranju i obradi GABA 9*$7 L *$' 8QXWDUVWDQLpPpQD VX
lokalizacija GABAAR-a koja odgovaraSRGUXpMX HSLWHOQLK VWDQLFD EF
VWUXNWXUDPD NDRR aWNRH MIBDOFRRNOD LMAERSOD]PDWVND PUF
WUDQVSRUW QIk&7P) M HakkKje¢ ddvezuju sekrecijakzrnca ispunjena mucinom
X ub]oLpLWLP IDIDPD VDJULMHYDQMD WH PQRJREURMQD
navela su nas na hipotezu o ulozi GABFAa X RWSXawbDQMX WLK VHNUHFLMVN
GD MH L]JOXpLY DLQOMH. WD XU LQOQ MV & & RikiLisW prétpcstaviil $Shw U R J H
kako je ulogaGABA-H X L]O Xp L Yobvezsng &s@ogénom9RGHIH. pLQMIEEQLFRP
se najintenzivnijgeriovulacijskoL]OXpLYDQMH VO X]L U pepastallDsmédHO D W L
da estogen djelujena L] O X p LstuB @Qdduitno o procesima prepisivanje geQavekvo
djelovanje estrogen& H MDYOMD QD SULPMHUX QHXURN2INORWILp @MW S
XpLGHDINWUDGLROD QD SUHAWBDB W IOINVH. PQILHKK M & ikitbdRjd H Q V N L K
RWS XaW D QaMkdja *djetufe na receptoV PMHaAWHQ QD *Q5+traQil XURQLP
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uzrokuje migracijuvezikula GABA-e SUHPD VLQDSWLpPpNRM PHPEUDQL W&
WUDQVNULSFLMVNLK SUBEBHVD L]OXPpLYDQMH *$%$

2VLP X &HQVNRP VSROQRP VXVWDYX GRND]DQR MH ND
VOX]L L X (SBPX8ILPHLWHOX GLAQRJI VXVWDYD X DVWPL LV
GABA-HUJLpPNL VXVWDY LPD NOMXpQX XORJIJX X KLSHUSURG:
suWWDYD SRMDpDQ MH X RGJRYRUX QD L]ODJDQMH DOHUJ}
VWDQLFDPD DXWRNULQR L SDUD N UAR@RzrbRGexdepbaracig % $ S U
HSLWHOD WH SRMDpDQX V LEW HEXR Q LRAWDLREND. § B ABMAR, [POVPLIQLD
*$%$ MH SRVUHGQLN X% RNMOKPQRM I8 XRIkbYaRWp @KdtinordO XL X
SX3HEMX8 RYRP VOXpDMX *$%$% MH LJUDYQR XNOMXpHQD W
XpLQND DWHQXLUD L QLNRWLQRP SRWDNQXWD SURL]YRGQM

Na temelju ovih sazngm pretpostavili smo kako bi GABAMHUJLpNL uVXVWDY
endocerviksu mogao biti reguliran djelovanjem estradiola, gdje IBABA autokrino ili
SDUDNULQR L]OXpLYDRD GHIBRODUQPLUB®S VWDQLFX L RF
SRVWRMHULK PXRa@rije o BIRMDpDQR VW

6.4. Ekspresija molekula GABA-HUJLpNRJ VXVWDYD QH SRGUADYD K
GABA-H X KRUPRQVNRM UHJXODFLML L]OXpLYDQMD VOX]L

.DNR ELVPR SURYMHULOL SRVWRML OL PRIXIPNRVWX GW D
u endocerviksu, usporeddmo ekspgsiju GABAHUJLPNRJ VXVWD Ydrazxndtm@ GRFHU"®
estradiola u serumu 2pHNLYDOL VPR NDNR ELLR KGXD3UhBIlWuXu GD *$%
HI]JRFLWR]L PMHKXULUD X NRMH VH SDNLUDMX PXFLQL LOL ¢
trebala biti povezana V ID]DPD FLNOXVD L LQWHQ]JLWHWRP L]JOXpPpLY
DQDOL]D LIURBRDMTB' *ESBEWDU VWDQLFD SRND]DOD MH NDNR
HUJLPpNRJ VXVWDYD QLMH SRYH]DQ V UD]L@GDhP@a KKk UPRQD
pronalazimoni SRYH]DQRVW L]UD a&bD M{H N RLIFHNARQ $Hiaxan biDReas
N R @dopdluzi u epitelu. Ovi rezultati ukazuju kako GABAUJLpNL VXVWDY QLMH
UHJXOLUDQ UD]JLQRP 48HQVNLK VSROQLK KR URR@Dp MYHD QINDX

sluzi uendocerviksu.

'‘DNOH SUHWSRVWDYND RHBRUXNIRM \VXORND ¥YBH%S KRUPRQ"
LIOXpLYDQMD VOX]L RYLP LVWUDALYDQMHP QLMH SRWYUY
SRWUHEQD VX GRGDWQD LVWUDALYDQM DvalLi @ BtavprQULHPP EUR
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N X OW X U D Ribdat®R ispRatiSHR Y H]DQRVW L}HDADMNDL K$SPERBOHNXOD V N
L]JOXpPHQH VOX]L

6.5 ORJXUH XORJIHUIPNRI VXVWDYD X HQGRFHUYLNVX

8QDWRp QHJIDWLYQLP UH]XOWDW LML JLNVNRIUD ALX\D\Q MDL
hormonskk M UHJXODFLML L]OXpLYDQMD VOX]L VLQWH]D NRPSC
enzima za sintezu GABAH *$' L QMH]J]LQR SRKUDQMLYDQMH X HJ]RFL!
XSXUXMH QD |DNOMXpDN GD VWDQHUEDLpPS\RV MH@WNN DIBIMRL
parDGLJPD NDNR VWDQLFD QH XOD&H QHSRWUHEQR HQHUJLN
SURWHLQD EH] IXQNFLMH SDHJLDIN @ MX pOMZINPDRE QUM %M D & Q |

ulogu u aktivnosti epitelnih stanica u endocerviksu.

GABA-HUJLpPNL VLIQHOA@DWXWE®RIX X UHIJXODFLML SURL]
VSROQLP KRUPRQLPD QD SRWLFDM QHNLK GUXJLK pLPEHQ
sudjeluje u regulaciji proizvodnje sluzi na poticaj nikotina, ovalbumina ili interleukina 13
(60,89) Uloga GABAHUJLPpNRJ VXVWDYD X L]JOXpLYDQMX aVOX]L QF
SRND]XMH QHGDYQR REMDYOMHQR LVWUDALYDQMRiapLML V X
X LIJOXpLYDQMX VOX]L X SOXULPD 1D SULPMHUX DEXWQRJ
preko GABBAA5 X VPDQMHQMX L]OXpLYDQMD VOX]L WH VPDQMHQF
YUPDVWLK VWDQLFD NRMH9®. WRdalje BABAARV|O sk kanat Qo Q X
PRaH SUHQRVLWL DQLRQH L] VWDQLFH X OXPH®itégzOnh MH]GH
L] VHNUHFLMVNLK VWDQLFD WUHED GRGDWQR UD&aLULWL L
stanica putem GABAR pridonose tom procesu, zajedno s CFRRPP % XGXuL GD VH S
egzocitozemora dogoditbubrenje ovisn@ kalciju i otvaranjesekrecij&ih zrnaca ispunjenih
mucinima (30,31,44) a GABAAR X *Q5+ QHXURQLPD GMHOXMH QD SRU
kalcija, i ovaj mehanizam bi mogao bi/iSLWDQ X EXGXULP LVWUDALYDQMLPI

,VWUDALYDQMHH X ORINR 3$ UedelowDerj@/uX R V L Pe adkaRald/
negativnu korelacijuL ] O X jaLstWup Qdjelovanp GABA-H SRYH]DOR &kivWn&RMDpD Q
GABA-e V YHURP SURSXVQRAaiuX VOX]QLFH ]JERJ VOOEOMHQWN
Aktivnost GABA-H X RYRP VOXpDMX VPDQMLOD Medkiha LdiokinpaL Y DQMH
%XGXuL GD MH VOX]QLFD HQGRFHUYLNVD SUYD |DawLwQ@D
sustav, a nasuprot tome mora biti spremna za prihvat spermija, imunomodulatorni sustavi
SUXaDMX aLURNR SRGUXpMH PRJIXiQRDVWLY WD O MOWNWDLM DV WQ
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VOX]QLFH GDQDV VH EDYL XSUDYR UD]OLpPpLWLP PHKDQL]
LIOXpLYDQMD LPXQRORANLK IDNWRUD JER®@1pP R@oXEMKELMH XS
je glavno mjesto propusnosti sluznice rndekciju HIV-om kao i preferencijalno s@L&aWH
REOLJDWQH XQ XW ICHIiahwde@adhantati@Z) N W H UL M H

6.6. 5D]LQD L]JUDAPMMIBRQUADYD KLSRWH]X Rho@bhskdRYRM X
UHIJXODFLML RWSX&aWDQMD VOX]L L] OXPHQD HQGRFHUY

Danas je na ptPMHUK pGav®QVY YHOLNRP VLIJXUQR&UGX SR]QDW
hidrogenkarlRQDWQLK LRQD NUXFLMDOQD ]JD IRUPLUDQMH VOX
=D G bidrogenkartlRQDWD MH RPRJXUDYDQMH &L UHQhhiicihakd GUDW L
da bi sehidrogenkarbnatQL LRQL QDAaOL X RNROL&X X NRML VX PXFLQ
THPHOMHUL QDaxX KLSRWHHIXR XPIRVL & HR«vikand $lizi MER MV W D
primjerima iz literature u kojoj je uloga CFTR X aHQVNRP VSROQ@RF D/XIY W B i X
YLAH RG WULGHVHW JRGLQD SUHWSRVWDYH@06 tazvidhida SRYH]I

spolnih hormona u serumu.

1IDNRQ &WR VPR GRND]DOL SaULMWVEQIBEViks® Piirsijedont 5
YLVRNR VSHFLILPQRJ PRQRN O RIQ&® QékdlizaSiju ROFFRA WMHOD S

endocervikalnom tkivu, u epitelnim stanicama te na membranama fibroblasta.

6.6.1. ,]UD a&D M -a& &dkalnom dijelu stanica povezan je s razinom estradiola u

serumu

Kvantifikacijom ukupnog CFTRa u epitelu primijetili smo trend pov&QRVWL L]JUDaD
CFTRa s porastonserumskogHVWUDGLROD DOL QLVPR GRELOL ]QDp

ekspresije s razinama hormona.

lako je prva kvantifikacija CFTR u ljudskom cerviksu provedena 1997. godine i nije
pokazala razliku u razinama mMRNA u Q4. p LW LP D] @B kasilijNIOMWWDDALYDQMD
WNLYLPD WSROQRJ VXVWDYD ANRDNHRIDD NG IR N.Pa)EDdasX &)75
estrogena ismanjenjes porastom progesteron@6,94) 9RYHQL SR]JLWLYQRP NRU
razine estradiola i ekspresij uloge CFTRD X ALYRWLQMVNLP WNLYLPD GDC
PLNURVNRSVNLK VQLPNL UD]JOLpLWLK X]JRUDND SULPLMHWL

imunohistokemijskog signala pri apikalnoj membrani stanice. Uz podgpkenoeti CFTRa
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kojim se reglira njegova funkcija u prijenoswma, pretpostavili smo kako i porastom

razine estroge® PRJDR UDVWL L]UD a@QKFIRaLZ4iBtE QsRoredddiddidosaH Q R
LIUDADMD DSLNDOQRJ LQWHQ]JLWHWD |0 XRTRd Vesttb@faL MH L P X
potvrdila je hipotezu o porastu prisutnosti CFaR1I apikalnom dijelu stanice orastom

estrogena.

OvirH]XOWDWL X VNODGX VX V SUHWKRGQLP LVWUDALYD
LIUDADMD&WBHB XND]XMX QD WR GD MH iksu & 19973 godibedilacd QD Ol
OD&QR QHJDWBY QL AHH MO WBMXRIBE NRML VX GRYHOL GR RYL
UH]XOWDWD (QGRFHUYLNDOQH VWDQLFH GRELYHQH VX EU
GREUR RpXYDQH HSLWHOQEFRYWYP QLER NDUYDUHBMHRMD VEQRV M H
L GUXJL VWDQLpQL PDWHULMDO 6WRJD QLMH PRJXUH UHUL
HSLWHOX 8 WRP MH LVWRP L¥WAPCHL MD@M\DX HNVBQBVSE RIPRE
PCRa, a rezultati geklektroforeze PCRD NRULAWHQL VX ]D NYDQWLILNDFLN
PCR metoda vrlo osjetljivaa dd&kazivanje prisutnosti mRNAnezahvalnge i nedovoljno
precizna za njezinu kvantifikaci(95) 'RGDWQR WRP MH SULOLNRR NYDQW
auukusSQRP HSLWHOX HQGRFHUYLNVD NDR &aWR MH XpLQM
LVWUDALYDQMX NRMH MH SRND]DOR -3\sHagindiest@dens RezH ] D QR
VWDWLVWLpPpNH ]QDpDMQRVWL

6.6.2. Promet CFTR-a regulira njegovu funkciju

3RUDVW L] U-Bi&&pMdnoén)dijélu stanice uz porast estrogasmjerio nas je na
UHJXODFLM XCFVRaV Hl astdriicMPromet CFTR-a, odnosno kontrola njegove
XQXWDUVWDQ LWIQ feJbitvd® iMdtbdd\VrEgMli&xije njegovog djelovaih®), a za
regulaciju ovog promeBYDQMD MH komgeksadxps5/( 2YDM VORAHQL SUR
kompleks ima ulog X HQGRFLWR]L HJ]JRFLWR]L DXWRIDJLML L
SURFHVLPD NRML XNOMXpXMX PHPEUDQVNH LQWHUDNFLMF
kompleks SNARE nadilazi € XMDP RYRJ LVWUDALYDQMD IRNXVLUD
komponentu VAMP8. Ovamole XOD pLMD MH XORJRFGERNRDIDRYXOFLQD X Y
VWDQLFDPD HSLWHOD GLAaQLK SXWRYD NRMH SURL]JYRGH V
sluzi proizvedenoj u epiteim stanicama endocervik$a5), molekuk je kompleksaSNARE
NRMD MH ]DGX&8HQD ]D YH]JLYDQMH SURWHLQD &)75 ]D DS
LVWUDALYDQMD SR SUY Lp&ezehostazin® Reneke ekshresij@ DAMPE i
CFTR-a u endocerviksu. BG XUL GD MH DSLNDOQ®présBoN®d faLnjéeMuM D &) 7

67



ulogu u regulaciji ionskog protokata je funkcija N O M 2am@rdalno formiranje sluz89),

RYL UH]XOWDWL QDJRYMHAWDYDMX NDNR X HQGR&FHUYLNV
]DGUAD YaDWneirEUD QL L QD WDMQWDEIRY XS RX®YWBLYNDX NDR &V
SOXULPD

6.6.3. PURJHVWHUR X BSIRBIMWIRIBI QD QD SRUBAVW L]UDabDMD

%XGXuL GD OLWHUDWXUQL SRGDFL JRYRUH R VXSURWC(
CFTRRD X awWwDNRUWWBRWX L FHUYLNVX SUHWSRVWDYLOL VPR N
epitelu ljudskog endocerviksg@6). Podijelili smo uzorke endocerviksa u dvije skupine,
IROLNXODUQX L OXWHLQVNX SUHPD ID]JL FLNOXVD L XVSRU
serXPVNRJ HVWUDGLROD 1D RYDM QDpLQ VLPXOLUDOL VP
IROLNXODUQD 1ID]D L HVWURJHQX L SURJHVWHURQX O
SRYH]DQRVW LjuDdaiMBV&8)GRIHQD X WRM VNXSLQL GRGDW
hipRWH]X 1DVXSURW WRPH VNXSLQD X]J]RUDND L] OXWHLC(
LOQWHUIHULUD V GMHORYDQMHP HVWURJHQD SRND]DOD MH
a i razine estrogena. Potpuni izostanak povezanosti razine-@FERtrogena u uzoma u
luteinskoj faziSRND]XMH GD SURJHVWHURQ SRQLAWDYD XpLQNH H
XWLaAaDYD JD 2YL UH]XOWDWL SRWY bvakavuzombookazalivitaU D W X U (
AWDNRUX D QHGD Y(BR6)LDeben? iMIRK gkXzuju da bi CFTR mogao
LPDWL XORJX X KRUPRQVNL UHJXOLUDQRP a8LUHQMX PROHN
OXPHQD HQGRFHUYLNDOQLK NULSWL 7D MH XORJD SRVHEQ
VH SRG XWMHFDMHP UDVWEDB RUD]O® pXWMHWURNIH QPDRRVM Q H

propusnosti za spermije.

2YDNDY UH]XOWDW X VNODGX MH V YHU QDYHGHQLP LV
LIUDADMD&X7TSWNLYLPD PDWHUQLFH MDMRYRGD L FHUYLN
RpPHNLYDQWDFDMHRYLPD JERJ LVWUDALYDQMD VOX]L X SOXI
svojstava sluzi tjekom@HQVNRJ PMHVHPBIONRAXWPR BOQNRALQLPpNRM MH SU
EROXMX RG FLVWLpPpQH ILEUR]JH SULPLMHUHQR SRJRUA&D
periovulacijskRP SHULRGX JERJ VOX]L NRMD VH SRG XWMEBFDMHP
u nedostatku funkcionalnog CFTR QH KLGUDWL]LUD WH LPD V@QHSRYRO
SRMDpDQX YLVNR]QRV@7)LU priod &vbmexgo8dri PLldEpooindsta HQ D V
FLVWLPQRP ILEUR]JRP NRMD MRZ®) QQMHX WR W S X\D\WR UDRA LMW D QM
NDNR LJIPLMHQMHQ SULMHQRY WHNXULQH L LR®@Staral MHORP
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HQGRNULQL SRUHPHUDMQ WWHR B HP S4ptvihCRERE KA postjedica
nedostatka CFTRD PRJX REMDVQLWL QHSORGQRVW HNRIRGNABBQM®P L
fibrozom (72,98)

6.7. CFTR je prisutan na membranamafibroblasta ljudskog endocerviksa

,DNR MH RYR LVWUDALYDQMH E EzDuRepKalp pokaaHQi®i QD L]\
SULVXWQRVW &)75 QD PHPEUDQDPD ILEUREODVWD 2YR RW
ILEUREODVWLPD &)75 MR& QLMH SRND]DQ )XQNFLRQDOQR
WNLYX QLMH QHREMDAQMLYD &HUYLNV WLMHNRP WUXGQR
VWUXNWXUH RPHN &D {B)Madah ot meBanizanhhHip&iM2X iromjena koje
XNOMXpXMX SRYHUDYDQMH YROXPHQD WN L@H pWW N X]ILLOH
DNYDSRULQD SULMHQRVQLND WHN X ii to@ K731D0VIDL)¥asho, X Q N F L V
potencijalna uloga CFTFD X YH]LYQRP WNLYX HQGRFHUYLNVD MR& Mt
QRYLP LVWUDALYDQMLPD
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=$./-8y&,

Molekule GABA-HUJLpNRJ \putd, GAOD QGAT i GABAAR prisutne su u
sekrecijskom epitelu ljudskog endocerviksa.

Prvi put detaljno je ispitana prisutngsbdjedinicakoje tvore GABAaR-a u tkivu

ljudskog endocerviksa. Kombinacijarisutnih podjedinica u tkivunagRYLMHAaW D
stvaranje funkcionalnih GABAreceptora.

,] U D amthina GAD-a i GABAsR-a u epitelu endocerviksa nije povezaa
VHUXPVNLP NRQFHQWUDFLMDPD &HQVNLK KRG RIOLALRP KRR
epitelmjerenom histokemijskim metodama

U sekrecijgom epitelu ljudskog endocerviksa prisutna je mMRNEFTR-a, kao i

protein CFTR OHYyX X]RUFLPD WNLYD UD]JOLPpLWLK SDFLMHQ)\
L] U D & D Mugapikalinom dijelu stanice.

,] U D grbtéina CFTR-a u apikalnom dijelu epitela endocerviksRiy HUuDYD VH V
SRUDVWRP UD]JLQH HVWURJHQD X NUYL &aWR SRWYUyX
u hormonskoj regulaciji oblikovanja sluzi.

BURJHVWHURQ SRQLAWDYD XpLQNH HMWU&IHQD QD
endocerviksa Ovaj pronalazak u skladu je spPBiiNLYDQRP SURL]JYRGQMF
SRMDpDQH YLVNR]JQRVWL NRMD VSRULMH RWMHpH SRG
DokazanalRUHODFLMD LJIWBMEBMXINR)XMH QD PRJIXUX XORJX !
regulaciji lokalizacije, a time i djelovanja CFT® 9$03 EL |DGUADYDPQMHP &
a u apikalnoj membrani djelovao ARMD p D RGN QR SURGXALYDQM
djelovanja.

Prvi put protein CFTR pokazan jena membranaméibroblasa endocervikalnog

vezivnog tkiva.
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8. 6354(7$.

A0MH]GDQL HSLWHO OMPOG\HLNXRIH HVQDGR FRBRINMO@MN B J WALNVHH\NHRERQ
sponogFLNOXVD PLMHQMD WH X YULMHPH RYXODFLMH SRSULF
SUHALYOMDYDOMKDOQRHEIPPRERWXRQVNH UHJXODFLMH WLK SU
temelju QDALK SULMDaQMLK UH]XOWDWGABNRINLUILY X L B RRB QOHOLX
GABAAR i GAD u 4 O M H] G@n@dnta endocerviksst H VOLPpQRVWL VD aOMH]G
GLAQRJ VXVWDYD SUHGORAUWIMPNRBE YOOWRWDYDSE%$ KRUPRQV
L] O X p LiYobligoMaBa sluzi. & LOM L V Wotbe@lén6d taMEamnaest postoperativnih
uzoraka ljudskog endocervikdaip je ispitatipovezanosintenzitetaL ]U DGABATH U JLp N LK
molekula i CFTRa's koncentracijom estradiola u krviD L] GRBADMIU JL p N LIKaiBROHN
LQWHQ]LWHWRP L]ONPXODOWDL PXWWDPELY D GABAE- FSBRNIPIKIMKX G
molekula nisu povezani s razinom estradiola u krvi,nge pokazanani povezanost s
LQWHQ]LWHWRP L]OXhWY¥Q®KEHVSRNMH]D-@R kontentiadijfgh aDMD &
estradiolaSRND]DOR MH SRURV\apikaliom difelM &pitéld ub porast estradiola,

NDR L GD SRUDVW SURJHVWHURQD $&vdilisuwdsebsta/kiiy XpLQI
&)75 PRAH LPDWL XORJX X KRUrArfaGuAN RMaYBARADFQRILXIRBE
njegova lokalizacija u stanicPozitivha korelacija CFTRD L 9%$03 XND]JXMH QD PR

ulogu VAMPS8 u regulaciji lokalizacije, a time i djelovanja CFTR u endoceainim epitelu
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9. SUMMARY

Estradiol and signaling pathwaysthe regulatiomf human endocervix secretory activity
Marta Skelin

Zagreb, 2018.

The secretory epithelium of the human endocervix secretes mucus that changes during the
menstrual cycle andat the time of ovulationgains properties that allow epn survival and
fertilization. The mechanisnmodifying the hormonal regulation of these changes is still
unknown. Our previous research has shown the expression of Gé&Bi molecules
GABAAR and GAD in glandular endocervical celBased on the similagitto the respiratgr
system glandular epithelium, veeiggestea roleof the GABA-ergicsystem and CFTR in the
hormone regulation of mucus secretion and formafidre aim of the studyperformel on
eighteen postoperatively obtained samples of human enilcaldissue was tovestigate the
correlation of CFTR and GABAergic moleculesexpression with blood estradiol
concentration, and the correlation GFABAAR and GAD with the intensity of mucin
secretion.The results of the study show that the express@in&6AD and GABAR are
neitherrelated to theserum estradiol levehorto the intensity of mucus secretioRositive
correlation of estradiol and CFTR expression in the apical part of the epith&thioh is
attenuatd by rising progesteroneonfirmedthe hypothesisthat CFTR may play a role in

hormoral regulation of mucus formation.
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