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around the age of 30, so the effects of treatment on future reproductive
function are of particular importance. It is necesseary to treat only lesions that
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individualisation of the patient’s approach and treatment. There are limited
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modulate HPV expression are worthy of stydy.

Objective: Diagnostic significance of the non-invasive tests in the diagnosis of
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which precancerous lesion do not require additional invasive diagnostic and
therapeutic precedures.

Study design: This was prospective observational cohort study that included
183 patients with abnormal cytological smear and/or suspicious colposcopic
images. After completing a questionnaire related to risk factors for HPV
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infection, a cervical smear was taken for cytological and HPV testing,
colposcopic examination was performed and pathohistological sample was
taken. Determination of one-carbon metabolic parameters (vitamin B9,
vitamin B12, homocysteine) was performed from blood samples. Based on the
pathohistological findings, the subjects were divided into a control group
without CIN lesion (61 subjects) and test group with CIN lesion (122
subjects).

Results: Sensitivity, specificity, PPV, NPV and accuracy for Pap smear was
0.92; 0.63; 0.71; 0.89; 0.78; for hrHPV test: 0.90; 0.56; 0.67; 0.85; 0.73; for
HPV16/18: 0.62; 0.86; 0.81; 0.68; 0.72; for colposcopy: 0.39; 0.95; 0.88;
0.61; 0.67 (respectively). According to AUC values which are statistically
significant, the Pap test (AUC 0.775) and the hrHPV test (AUC 0.731) are
good, while colposcopy (AUC 0.668) is a sufficiently good diagnostic
method.

From one-carbon parameters, the level of homocysteine corresponds to the
greatest extent with CIN lesions (p<0.01), while a low level of vitamin B9
was recorded in the group with the most severe CIN lesions (p<0.05). Based
on the ROC analysis, the cut-off values of vitamin B9<19.5nmol/L and
homocysteine>9.35umol/l (p<0.01, AUC:0.635 95%]IP:0.554-0.716) together
represents a diagnostic predictor of CIN2+ lesions. Vitamin B12 values did
not prove to be a relevant parameter for differentiating CIN lesion.

Based on the results of this study, a classification score of 0.39 was
determined as diagnostically significant (p<0.001 AUC 0.880 95%IP: 0.831-
0.929). The lower the score, the more certain the subject will have a CIN2+
lesion, while scores greater than 0.39 predict a lower-grade CIN lesion or its
absence.

Conclusion: The Pap smear and the hrHPV test showed similar sensitivity
and specificity, and equally can be used as diagnostic tests in the detection of
preinvasive changes in the cervix. Homocysteine values are positively
correlated with CIN lesions. Values of vitamin B9<19.5nmol/L. and
homocysteine>9.35umol/l can serve as parameters for deciding on folate and
vitB12 supplementation in clinical practice as conservative treatment of HPV
infection. To confirm the accuracy of the obtained classification score, it is
necessary to conduct a follow-up study.
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1. Uvod

1. Uvod

1.1. Epidemiologija karcinoma grli¢a materice

Prema podacima Globocan-a (eng. Global Cancer Observatory) iz 2020.
godine, karcinom grlica materice bio je Cetvrti najées¢e dijagnostikovan karcinom i
cetvrti vodeci uzrok smrti medu Zenama sa procenjenih 604.000 (6.5%) novih slucajeva

godisnje i 342.000 smrtnih slucajeva (7.7%) na globalnom nivou (grafikon 1) [1].

Incidenca Mortalitet

W Dojka
Dojka o 64 596 (15.5%)
2261410 (245%) A

Drugi karcinomi Drugi karcinomi

3489 618 (37.8%) 1637 669 (37%)

Pluca
BOT 465 (13.70%)

Kolorektum
865 630 (9.4%)

Kolorektum
Zeludac 419538 (95%)
369 580 (49%) Pluca
Telo materice TR EH) Pankreas
417 367 (4.5%) < " o 2 219 183 (4.9%)
Stitna zlezda Karcinom )grllca materice Jetra Felud

604 127 (6.5%) eludac
252 658 (5.78) 265 005 (54

Karcinom grliéa materice
241831 (7.7%)

9.2 miliona novih sluéajeva

4.4 miliona smrti

Grafikon 1. Incidencija i mortalitet od karcinoma kod Zena na globalnom nivou prema
podacima GLOBOCAN 2020. (modifikovano prema Sung i saradnicima [1])

Vecina slucajeva karcinoma grlica materice otkriva se u manje razvijenim
zemljama gde stopa incidencije iznosi 18.8 na 100.000 Zena u odnosu na razvijene
zemlje gde je stopa 11.3 na 100.000 Zena. Sli¢no oboljevanju, i stope mortaliteta su
neproporcionalno visoke u manje razvijenim regionima (12.4 na 100.000 Zena) u
odnosu na razvijene zemlje gde iznose 5.2 na 100.000 zena [1]. Svetska zdravstvena
organizacije (SZO) navodi da je oko 90% smrtnih slucajeva raka grlica materice u
zemljama sa niskim 1 srednjim prihodima jer postoji ogranicen pristup preventivnim
programima, a kada se rak grli¢a dijagnostikuje ve¢ je u uznapredovalom stadijumu sa

prisutnim simptomima [2]. Najvise stope incidencije i mortaliteta registruju se u
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zemljama podsaharske Afrike, dok su stope incidencije u zemljama Severne Amerike,
Australiji, Zapadnoj Aziji 7-10x manje, sa stopama mortaliteta nizim ¢ak i do 18 puta
[3].

Svake godine u Evropi vise od 25.000 zena umre od karcinoma grli¢a materice.
Stopa incidencije karcinoma grli¢a je dvostruko vec¢a u zemljama Centralne i Isto¢ne
Evrope (16.6 na 100.000) u odnosu na zemlje Zapadne Evrope gde stopa incidencije
iznosi 7 na 100.000 [4].

Prema podacima Registra za rak Republike Srbije, karcinom grli¢a materice u
2020. godini bio je zastupljen sa 5.6% u ukupnom oboljevanju (Cetvrti po redu) i sa
4.9% u ukupnom mortalitetu (peti po redu) malignih tumora Zenske populacije [5].
Zabelezeno je 1087 novih slucajeva raka grlica materice, 0d toga 17% ili svaka Sesta
zena ima manje od 40 godina. Standardizovana stopa incidencije iznosi 18.6 na
100.000, i skoro je dva puta veca od prosecne u Evropi (10.6 na 100.000), ukazujuéi na
manjkavost skrining programa u nasoj zemlji [4]. Broj umrlih Zena od karcinoma grli¢a
u apsolutnim brojevima bio je 453, ¢ineci tako standardizovanu stopu mortaliteta 6.5
na 100.000.

U mnogim razvijenim zemljama, zdravstvenim obrazovanjem, programima
podizanja svesti o infekciji humanim papiloma virusom (HPV), te skriningom i ranim
otkrivanjem premalignih promena, smanjen je mortalitet od karcinoma grli¢a materice
i do 80% [6]. Skorasnje istrazivanje analiziralo je 46 zemalja Sirom Evrope o
strategijama primarne i sekundarne prevencije raka grli¢a materice kao i dostupnost
online informacija o HPV, raku grli¢a materice i pristupu vakcinaciji i pokazalo veliku
diskrepancu medu zemljama [7]. Uprkos dostupnoj vakcinaciji i skrining programu u
nasoj zemlji, informacije i edukacija o HPV infekciji i merama prevencije je niska i

iznosi svega 67,4%, $to nas stavlja u “narandzastu” zonu Evrope.
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Imajuéi u vidu da je karcinom grli¢a materice skoro u potpunosti preventabilna
bolest, a da i dalje predstavlja jednu od najvecih globalnih pretnji za zdravlje i zivot
zena, SZO postavila je ambiciozni cilj da elimini$e rak grli¢ca materice do 2030. godine
(posti¢i stopu incidencije manju od 4 na 100.000 zena) kroz 90-70-90 strategiju [8].
Ona podrazumeva da se 90% devoj¢ica do 15 godina u potpunosti vakcinise HPV
vakcinom, da se 70% zena podvrgne nekom obliku skrininga dva puta do 45 godine

zivota, i da 90% Zena sa promenama na grli¢u dobije optimalan i adekvatan tretman.

1.2. HPV virus

Humani papiloma virus je mali, dvolancani epitelotropni DNK virus bez
omotaca koji pripada porodici Papillomaviridae. Virusna sekvenca HPV otkrivena u
vise od 99.7% slucajeva karcinoma grlica materice dokaz je da je humani papiloma
virus neophodan uzro¢ni faktor karcinoma grlica materice [9,10,11]. Vise od 200
razli¢itih tipova HPV je identifikovano, od kojih je svega dvadesetak povezano sa
razvojem invazivnog cervikalnog karcinoma [12,13].

Na osnovu epidemioloske klasifikacije, visokorizi¢ni HPV tipovi (eng. high-
risk, hrHPV) imaju visok onkogeni potencijal i smatraju se kancerogenim virusima
(HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59), HPV 68 je verovatno kancerogen,
a HPV tipovi 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82 ,85 ,97 moguce kancerogeni [14].
Niskorizi¢ni tipovi (eng. low-risk, IrHPV) HPV (6, 11, 42, 43, 44) ograniCeni su na
virusnu replikaciju i nisu u stanju da pokrenu razvoj neoplasti¢nih lezija [15]. NajéeSci
onkogeni tipovi HPV 16 1 18 otkriveni su u 50% i 20% slu¢ajeva raka grlica materice
[16,17]. Iako je HPV16 najcesci tip naden kod karcinoma grlica materice, HPV18

infekcija je obi¢no povezana sa loSijom prognozom [18,19].
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1.2.1. HPV infekcija

Genom i kodovi za dva kapsidna proteina L1 i L2, i Sest nestrukturalnih
regulatornih proteina (E1, E2, E4, E5, E6, E7), igraju glavnu ulogu u HPV ciklusu
replikacije i transformaciji ¢elija domacina u neoplasti¢ne Celije [16,20,21].

Zivotni ciklus HPV virusa poéinje infekcijom bazalnih epitelnih éelija genitalne
sluzokoze kroz mikrotraume koje narusavaju epitelijalnu barijeru [22,23]. Na pocetku
infekcije, HPV genom odrzava nizak broj kopija, medutim kako se epitelne celije
diferenciraju, virus pocinje da se umnozava do velikog broja kopija i on eksprimira L1
i L2 kapsidne proteine. Ovo rezultira proizvodnjom novih viriona potomaka koji se
oslobadaju iz povrsnog epitela. Visokorizi¢ni tipovi HPV-a skloniji su aktiviranju
proliferacije ¢elija u bazalnim i diferenciranim slojevima, promovisuci transformaciju
epitela. Kada hrHPV infekcija perzistira dolazi do integracije HPV DNK u genom
domacina, $to dovodi do tacke prekida u E2 genetskoj sekvenci, glavnog inhibitora E6
i E7, te dolazi do prekomerne ekspresije ovih onkoproteina koji su odgovorni za
pocetne promene u epitelnim celijama [22,24]. E6 spreCava aktivnost tumor supresora
gena domacina p53, dok E7 inhibira protein retinoblastoma (pRb), koji kontrolise
deobu celija blokiranjem aktivnosti transkripcionih faktora (slika 1) [25,26].
Inaktivacija ovih proteina domacina remeti mehanizme popravke DNK i apoptozu
¢elija, §to dovodi do brze proliferacije ¢elija. Geni ukljuceni u popravku DNK, ¢elijsku
proliferaciju, aktiviranju faktora rasta, geni angiogeneze i mitogeneze postaju visoko
izrazeni u displasticnim promenama i kod karcinoma. Ova genomska nestabilnost

podstice ¢elije inficirane HPV-om da napreduju ka invazivnom karcinomu [27].
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Slika 1. Patogeneza HPV infekcije [26].

HPV infekcija je najéesca polno prenosiva bolest, a verovatno¢a da se Zena
zarazi HPV virusom tokom zivota iznosi 84,6% [28]. U meta-analizi 194 studije, koje
su ukljucivale viSe od milion Zena sa normalnim citoloskim nalazima, distribucija HPV-
a specificna po godinama imala je prvi vrhunac prevalencije u mladoj dobi (<25 godina)
odmah nakon prvog koitusa, nizi plato prevalencije u srednjim godinama, pracen
ponovnim skokom u starijoj dobi (>45 godina) [29,30].

Rizik od progresije u karcinom je nizak poSto je vecina HPV infekcija
tranzitorne prirode 1 oko 60% se povlaci spontano u roku od 1 godine, a 90% u roku od
2 godine [31,32]. U preostalim slu¢ajevima, oko 10%, virus ili ostaje u stanju mirovanja
u epitelnim celijama, nastavljaju¢i replikaciju kada je imuni sistem kompromitovan
[33], ili perzistira kao aktivna infekcija [34]. Vecina autora perzistentnost oznacava kao
infekciju sa dva uzastopna pozitivna HPV DNK testa u neodredenim vremenskim
intervalima [21,35]. Uprkos postojanju nekoliko definicija, perzistentnost je kljucni
dogadaj u hrHPV infekeciji, jer znacajno povecava rizik od skvamoznih lezija visokog
stepena, HSIL (eng. high grade squamous intraepithelial lesion) grlica materice [35],
¢ime se povecava i rizik od raka grlica materice [36,37,38]. U meta analizi koja je
obuhvatila uzorak vise od 100.000 Zzena, ispitivani su obrasci perzistiranja HPV

8



1. Uvod

infekcije kod Zena koje nisu imale nikakav tretman [39]. Procenjeno je da otprilike
polovina HPV infekcija perzistira 6 do 12 meseci. Visokorizi¢ni tipovi HPV perzistiraju
u proseku 9,3 meseca, niskorizi¢nih tipovi HPV 8,4 meseca, dok HPV 16 perzistira
duze (12,4 meseci) u odnosu na HPV 18 (9,8 meseci).

Studija koja je pratila 1.728 Zena starosti izmedu 15 i 85 godina sa
normalnom citologijom na pocetku, na svakih 6 meseci ukupno 9 godina, zakljucila je
da je koli¢ina virusne DNK glavna determinanta perzistencije kao i da perzistentna
HPV16 infekcija nosi veci rizik od razvoja HSIL promena [40]. Perzistentna HPV
infekcija, posebno HPV tipovima 16 i 18, odgovorna je za mnoge HSIL promene koje
ako se ne otkriju i ne lee polako napreduju i u proseku za 5-14 godina mogu dovesti
do karcinoma zbog povecane mogucnosti integracije virusnog genoma [41].

Neuspeh da se razvije efikasan ¢elijski posredovan imuni odgovor na HPV
dovodi do perzistentnih infekcija koje traju mesecima. HPV virus je razvio strategije
izbegavanja imunoloskog sistema domacina, ukljucuju¢i modulaciju ekspresije
citokina i hemokina, promenu procesa prezentacije antigena i smanjenje interferonskog
puta i adhezionih molekula [42]. Virusni infektivni ciklus je isklju¢ivo intraepitelijalan,
HPV replikacija ne izaziva citolizu, nekrozu ili viremiju kao drugi virusi; virusni
proteini se oslobadaju u velikim koli¢inama samo u terminalnim ¢elijama koje su ve¢é
programirane za celijsku smrt, ¢ime se izbegava tipi¢an imunoloski odgovor jer ne

postoji upala koja bi ga inace aktivirala [43].

1.2.2. Faktori rizika za HPV infekciju i perzistenciju

Faktori rizika za sticanje HPV infekcije su rizi¢no seksualno ponasanje, a

epidemioloske studije ukazale su na veliki broj kofaktora koji doprinose perzistenciji
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HPV infekcije kao $to su dugotrajna upotreba hormonske kontracepcije, visok paritet,

pusenje cigareta, vaginalni mikrobiom.

1.2.2.1. Seksualno ponasanje

Postoje jasni dokazi da su neki obrasci seksualnog ponasSanja, kao $to je pocetak
seksualne aktivnosti u ranom dobu, vise seksualnih partnera i prethodna seksualna
istorija partnera, direktno povezani sa povec¢anim rizikom od HPV infekcije [21,44,45].

Seksualni odnos pre 16. godine, nosi veéi rizik od HPV infekcije, jer tokom
puberteta na grlicu materice postoji veca povrsina zone transformacije nezrelog epitela
gde se odvija skvamozna metaplazija, koja je podloznija infekciji i perzistenciji HPV
[46,47]. Visok rizik od dobijanja HPV infekcije prijavljen je kod Zena starosti od 18 do
24 godine ubrzo nakon prvog seksualnog odnosa, a kumulativna incidencija u 1. godini
iznosila je 28.5%, $to se povecalo na 39.2% za 2 godine, a za 3 godine na 49.1% [48].
U longitudinalnoj studiji, zarazavanje HPV-a je snaZno odredeno akumulacijom
seksualnih partnera; Zene sa >3 partnera imale su 9 puta vedi rizik za dobijanje HPV-a

u poredenju sa zenama sa jednim partnerom tokom pracenja [49].

1.2.2.2.Hormonska kontracepcija

Dugotrajna upotreba hormonskih kontraceptiva istorijski je povezana sa
povecanim rizikom od raka grlica materice [50], iako noviji podaci dovode ovu
povezanost u pitanje [51].

Velika studija koja je ukljucila 16.573 zene sa rakom grli¢a materice i 35.509

zdravih Zena Sirom sveta pokazala je da dugotrajna upotrebu oralnih kontraceptiva
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(OK) povecava rizik za nastanak invazivnog karcinoma grli¢a materice [52]. Sa druge
strane, meta analiza koja je obuhvatila 16 studija i analizirala 15.619 ucesnica nije nasla
nikakav znacajan rizik od raka grli¢a materice kod osoba koje koriste OK [53]. Oralna
kontracepcija promovise ektopiju grli¢éa materice, $to bi moglo da objasni sklonost za
infekciju HPV-om prikazanu u nekim studijama. Medutim, postoji vise faktora
povezanih sa infekcijom HPV-a koji se takode cCesto poklapaju sa upotrebom
hormonske kontracepcije (ukljucujuc¢i reproduktivnu dob, seksualno ponaSanje i
pusenje) koji svi mogu biti dodatni faktori u istrazivanju povezivanja raka grlica

materice sa kontraceptivnim sredstvima [32].

1.2.2.3.Paritet

Velika epidemioloska studija, koja je obuhvatila podatke iz 25 studija [54]
prijavila je da postoji udruzenost izmedu broja donesenih trudnoca sa rizikom od
invazivnog karcinoma grlica materice. Relativni rizik (RR=1.76) bio je veéi kod
viSerotki (>7 trudnoca) u odnosu na Zene koje su imale 1-2 porodaja. Takode, Zene koje
su bile mlade od 17 godina u prvoj iznesenoj trudno¢i u poredenju sa onima >25 godina,
imale su veéi rizik od nastanka cervikalne intraepitelijalne lezije gradusa 3 (CIN3) i
invazivnog karcinoma. Evropska kohortna studija (EPIC) koja je uklju¢ivala 308.036
Zena, izvestila je da je broj trudnoca pozitivno povezan sa rizikom od CIN3, iako nije
nadena povezanost sa invazivnim karcinomom grli¢a materice [55].

Moguce objasnjenje bioloskog mehanizma za povezanost visokog pariteta 1
incidencije cervikalnog karcinoma moze biti da su poviseni nivoi estrogena i posebno
progesterona tokom trudnoce odgovorni za promene na skvamo-kolumnarnom spoju,
odrzavajuc¢i zonu transformacije na egzocerviksu dugi niz godina [54,56,57]. Nezreo
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epitel zone transformacije doprinosi perzistentnosti hrHPV-a i progresiji preko
intraepitelijalnih promena visokog stepena do invazivnog karcinoma. Drugi mogudi
mehanizam je imunosupresija u trudno¢i koja moze da podstakne onkogeni potencijal

HPV infekcije.

1.2.2.4. Pusenje

Epidemioloske studije pokazale su da puSenje povecava rizik od raka grli¢a
materice [58,59], te je Medunarodna agencija za istrazivanje raka (eng. International
Agency for Research Cancer, IARC) klasifikovala puSenje duvana kao faktor rizika za
rak grlica materice [60]. Pusenje cigareta ometa imuni sistem tako $to povecéava virusno
opterecenje [61], potiskuje i humoralni [62,63] i celularni imuni sistem [64], te ima
znacajnu ulogu u ranim fazama kancerogeneze povezane sa HPV-om [65]. Meta analiza
Su i saradnika, sa ukupno 384.995 ucesnika pokazala je da je i pasivno puSenje

povezano sa veéim rizikom od nastajanja karcinoma grlica materice (OR=1.70) [66].

1.2.2.5. Vaginalni mikrobiom

Vaginalni mikrobiom moze delovati zastitno ili pak stimulisati nastanak CIN
promena i progresiju do raka grlica materice [67,68]. Studije su pokazale da postoji
korelacija sastava vaginalnog mikrobioma i HPV statusa sa razli¢itim nivoima teZine
CIN-a, sto ukazuje da vaginalni mikrobiom moze biti potencijalni biomarker za
progresiju bolesti povezane sa HPV infekcijom [69,70]. Prisustvo Atopobium vaginae,
Gardnerella vaginalis i Lactobacillus iners zajedno sa niskim nivoom Lactobacillus
crispatus smatra se najopasnijom kombinacijom za razvoj CIN-a [71,72]. Zakljucci

12
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teku¢ih 1 budué¢ih studija omoguci¢e nam bolje razumevanje odnosa vaginalnog
mikrobioma i domacina za potrebe donosenja odluke tokom lec¢enja bolesti povezanih

sa HPV infekcijom.

1.3. Cervikalne intraepitelijalne neoplazije - CIN (Skvamozne intraepitelijalne
lezije-SIL)

Karcinomu grlica materice prethodi dugotrajan preinvazivni period (3-10
godina) prepoznatljivih citoloskih i histoloskih promena koje se mogu uspesno
dijagnostikovati i leciti [73,74]. Krajem Sezdesetih godina proslog veka, Richart i
Barron su te promene nazvali cervikalnim intraepitelijalnim neoplazijama (eng.
cervical intraepithelial lesion, CIN), da bi naglasili kontinuitet jedne bolesti u rasponu
od blage displazije do karcinoma grlica materice, i na osnovu debljine zahva¢enog
epitela podelili ih u tri grupe [75]. CIN 1 koja odgovara lezijama blagog stepena gde
promena zahvata 1/3 epitela; CIN 2 se poklapa sa srednje teSkom lezijom i zahvata 2/3
epitela; CIN 3 teska lezija, promene se nalaze u celoj debljini epitela.

Novijim saznanjima o etiologiji preinvazivnih promena i HPV infekciji, uvidelo
se da nije re¢ samo o jednoj bolesti sa razliitim stadijumima, ve¢ o dva razlicita
bioloska entiteta. Jedan je produktivna virusna infekcija, a drugi pravi neoplastican
proces ograni¢en na epitel [76]. Promene koje su opisivane kao laka displazija ili CIN
1 zapravo predstavljaju produktivnu virusnu infekciju, uglavnom su tranzitorne prirode
1 karakteriSe ih velika moguénost spontane regresije. Promene obelezene kao srednje
teSka i teSka displazija odnosno CIN 2 i CIN 3 povezane su sa perzistentnom infekcijom

hrHPV ¢iji je DNK po pravilu ugraden u genom domacina, pa je i potencijal maligne

progresije znatno veci.
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Da bi se izbegli nesporazumi i postigla uniformna terminologija koja podrzava
trenutno znanje o HPV infekciji, SZO je promene na grlicu materice svrstala u dve
grupe na osnovu bioloskog ponasanja:

e skvamozne intraepitelijalne lezije niskog stepena, L-SIL (eng. Low squamous

intraepithelial lesion) , gde pripada CIN 1

e skvamozne intraepitelijalne lezije visokog stepena H-SIL (eng. High squamous

intraepithelial lesion) gde spadaju CIN 2 i CIN 3 [77].

Doslo je i do promene terminologije vezano za patohistoloske nalaze donjeg
genitalnog trakta u vidu LAST projekta (eng. Lower Anogenital Squamous
Terminology Project) koji takode preporucuje primenu naziva LSIL i HSIL [78], uz
napomenu da se uz HSIL nalaz, promene kvalifikuju kao CINZ2 ili CIN3, s obzirom na
heterogenost u stopama regresije i mogucnosti konzervativnog le¢enja CIN2 posebno
kod mladih Zena [79,80]. Ova terminologija je bliska klini¢arima jer je uporediva sa
citoloSkim opisom 1 olakSava komunikaciju izmedu patologa 1 ginekologa.
Reproducibilnost histoloskih dijagnoza CIN2 je istorijski loSa, sa malim slaganjem
medu posmatra¢ima [81]. U svrhu bolje patohistoloske klasifikacije lezija koje su ranije
bile dijagnostikovane kao CIN2 preporucuje se analiza tkiva primenom biomarkera p16
imunodijagnostike da bi se potvrdilo prisustvo aktivne onkogene HPV DNK u ovim
lezijama [82] i omogucilo razlikovanje skvamoznih ¢elija visokog stepena od onih sa
benignim ponaSanjem.

Tacnu ucestalost skvamoznih intraepitelijalnih lezija nije moguce utvrditi, jer
nije bolest koja se prijavljuje, zavisi od populacije koja se pregleda, tako da veéina
podataka potice iz ciljanih studija [83]. Priblizno 1.5 na 1000 Zena u razvijenim
zemljama ima dijagnozu CIN2 ili CIN3 godiSnje, sa najvec¢om incidencom medu
Zenama starosti izmedu 25 i1 29 godina i to 8.1 na 1000 Zena [84,85]. Uoceno je da se
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prevalencija skvamoznih lezija smanjuje sa poveé¢avanjem starosti: najvisa je kod zena
od 25-29 (2.6%), a posle 50. godine Zivota smanjuje se na 0.9% [76]. Noviji podaci
pokazuju znacajno smanjenje incidencije SIL u populacijama koje su vakcinisane
protiv HPV [86,87].

Nedavna meta analiza i sistemski pregled literature koja je ukljucila 89
studija, dala je najnovije podatke o bioloskom ponasanju CIN-a [88]. Za Zene sa
konzervativnim pristupom LSIL (CIN1) ukupna stopa regresije, perzistencije i
progresije do CIN 2+ i CIN 3+ iznosila je 60%, 25%, 11% i 2% (redom). Stopa regresije
za CIN 2 bila je 55%, perzistencije 23%, i progresije 19%, dok je za CIN 3 stopa
regresije bila 28%, perzistencije 67%, a progresije 2%. Sli¢ne podatke pokazao je i
sistematski pregled gde je medu konzervativno posmatranim CIN 2, 50% regrediralo,
32% perzistiralo, a 18% promena je progrediralo do CIN 3+ [79]. Regresija CIN 2
znacajno je veca kod zena < od 30 godina negativnih na visokorizi¢ne hrHPV (66%)
[79,88]. Samo 2/7180 (0.03%) slucaja CIN 1 i 10/3037 (0.3%) slucajeva CIN 2
napredovalo je do karcinoma grlica materice [88]. Zakljucak studije je da ¢e vecina
CIN 1 CIN 2 spontano regredirati za manje od 24 meseca, sa najvis§im stopama kod
mladih Zena koje su negativne na hrHPV tipove, dok je progresija do karcinoma manja
od 0.5%. Konzervativno leéenje treba razmotriti, posebno kod Zena u reproduktivnom

periodu [88].

1.4. Citologija

Papa test, uveo je 1940-ih Dzordz Papanikolau i zasnovan je na proceni
citoloske morfologije eksfoliranih ¢elija grlica materice [90]. Efikasan i jednostavan
citoloski bris, kao skrining metoda, drasticno je smanjio ucestalost i mortalitet od
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invazivnih oblika karcinoma grlica materice [91,92]. Postoji vise nomenklatura na

osnovu kojih se iskazuje rezultat citoloskog brisa. U nasoj zemlji zastupljene su

Papanikolau i1 Betezda klasifikacija, sa tendecijom da se u potpunosti prede na Betezda

nomenklaturu koja standardizuje citoloske 1 histoloske izvestaje, omogucavajuéi bolju

komunikaciju medu klini¢arima, patolozima i pacijentima [93]. Grupe Papanikolau

klasifikacije ne odrazavaju danasnje shvatanje o etiopatogenezi karcinoma grli¢a

materice i nemaju ekvivalent u patohistoloskoj terminologiji. Uporedni prikaz ove dve

klasifikacije prikazan je u tabeli 1.

Tabela br. 1. Uporedni prikaz Papanikolau i Betezda klasifikacije citoloskog brisa

Papanikolau sistem

Betezda sistem

Neadekvatan uzorak

Nezadovoljavaju¢ nalaz

I Normalan nalaz

Normalan nalaz

Il Prisutna inflamacija, benigne
reaktivne | reparativne promene

NILM (negativan u smislu intraepitelijalne
leije ili maligniteta) — prisutna inflamacija,
reparativne i reaktivne promene ili druga
benigna stanja

IIT a Atipi¢ne ¢elije neodredenog
znacaja

e skvamozne

e glandularne

Atipi¢ne skvamozne Celije (ASC)
e ASC - US neodredenog znacaja
e ASC - H ne moze se iskljuciti lezija
visokog stepena
Atipi¢ne glandularne ¢elije (AGC)
e AGC-NOS koje nisu drugacije
svrstane
e AGC-FN verovatno neoplasti¢ne

b
Diskarioza lakog stepena L-SIL (CIN 1)
Diskarioza srednjeg stepena H-SIL (CIN 2)
IV Diskarioza teskog stepena H-SIL (CIN 3)

V Maligne ¢elije

Skvamozni invazivni karcinom (SCC)

U cervikovaginalnoj citologiji koriste se dve vrste uzoraka: konvencionalna i

tecna citologija (eng. liquid based cytology, LBC). Konvencionalna citologija (CC) se

koristi decenijama, a nedostatak ove tehnike su deSavanja u preanalitickoj fazi
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(uzimanju i pripremanju uzorka za analizu) §to moze dovesti do lazno negativne, ali i
lazno pozitivne interpretacije. Pokusaj da se unapredi senzitivnost citoloskog brisa bilo
je uvodenje LBC gde su uzorci ujednaceno fiksirani i omogucéavaju testiranje prisustva
HPV na istom uzorku. Medutim, studije koje uporeduju ove dve tehnike nisu dale
dosledne podatke da je LBC superiornija metoda u odnosu na konvencionalni citoloski
bris, tako da se obe smatraju prihvatljivom [94,95,96,97].

Vecina rezultata citoloS§kog brisa je negativna (eng. Negative for Intraepithelial
Lesion or Malignancy, NILM/Papa 11), a svega 5-8% nalaza je atipi¢na (abnormalna)
i ukazuje na moguce prisustvo prekancerozne lezije [98].

Najces¢i abnormalan citoloski nalaz su atipicne skvamozne ¢éelije neodredenog
znacaja (eng. Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance, ASC-US/Papa
I11a), promene slicne skvamoznoj intraepitelnoj leziji, ali im nedostaju kriterijumi za
definitivnu interpretaciju. U studiji koja je tokom 2 godine pratila zene sa ASC-US
nalazom, utvrdeno je U 26% slucajeva prisutnost SIL-a, i to 15% L-SIL i 11% H-SIL
(5% CIN 2 i 6% CIN3) [99]. Ista studija utvrdila je kumulativnu incidenciju od 8-9%
za CIN 3 promene kod zena sa ASC-US nalazom tokom 24 meseca [99]. Testiranje
ovih pacijentkinja na HPV omogucava razvrstavanje u grupe sa manjim ili ve¢im
rizikom za prisutnost HSIL lezija kod kojih je potrebna kolposkopija [100,101].

Atipi¢ne skvamozne celije koje govore u prilog displaziji (engl. Atypical
Squamous Cells — a High grade squamous intraepithelial lesion cannot be excluded,
ASC-H/Pap Illa) ¢ine 5-10% svih ASC nalaza, promene podsec¢aju na HSIL, ali
nedostaju kriterijumi za definitivnu interpretaciju. SIL se dijagnostikuje u 30-40%
nalaza, a u 25-50% to bude HSIL [102].

Nalaz skvamozne intraepitelijalne lezija niskog stepena (engl. Low-—grade
Squamous Intraepithelial Lesion, LSIL/Papa I11b) predstavlja posledicu prolazne HPV
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infekcije, 1 u najveéem broju slucajeva ¢e spontano regredirati. Nakon deset godina
pracenja, kod Zena sa LSIL citologijom, u 87.7% slu¢ajeva nalaz je postao normalan, u
2.8% progredirao u CIN 3, a u svega 0.4% u invazivni karcinom [83]. Velika
randomizirana studija zakljucila je da je u preko 80% sluc¢ajeva HPV test pozitivan, te
se ne preporucuje HPV testiranje kao trijazni test kod nalaza LSIL [103,104].
Pacijentkinje sa citoloskim nalazom skvamozne intrapeitelne lezije visokog
stepena (engl. High—grade Squamous Intraepithelial Lesion HSIL/Papa Illb, Papa
IV) u preko 50% slucajeva ¢e imati nalaz CIN2 i tezi, a u 2% invazivni karcinom [83].
lako je u poslednjih 50 godina znacajno smanjio incidencu karcinoma grli¢a
materice, citoloski bris ima i svojih ograni¢enja [91]. Sistematski pregled pokazao je
da senzitivnost citoloskog brisa ima Sirok raspon od 30% do 87%, a specifi¢nost od
86% do 100% [105]. Niska osetljivost jednog razmaza za otkrivanje prekursorskih
lezija visokog stepena (50%—70%), zahteva Cesto testiranje [106], a niska
reproducibilnost citologije [107], dovodi do njene promenljive ta¢nosti [105].
Nedostatak citologije su 1 lazno pozitivni rezultati jer vecina atipi¢nih nalaza nisu
povezani sa CIN3 promenama ili karcinomom. Visok procenat laZzno negativnih
rezultata kod karcinoma grli¢a materice (24-32%) posledica je odmaklog procesa sa

izrazenom celijskom nekrozom [108,109].

1.5. HPV test

Razumevanje i objaSnjenje uloge perzistentne HPV infekcije u etiologiji
nastanka karcinoma grli¢a materice doveli su do razvijanja molekularnih testova u
detekciji HPV virusa. Obzirom da se HPV razmnozava samo u terminalno
diferenciranim epitelnim ¢elijama, klasi¢ne metode za dokazivanja virusa uzgajanjem
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u celijskoj kulturi nisu moguce. Infektivni ciklus HPV je intraepitelijalni, ne ulazi u
krvotok, ne pravi viremiju i stvara vrlo kasnu reakciju produkcije antitela. 1z tog razloga
seroloski testovi ne koriste se u svakodnevnoj klinickoj praksi, ve¢ su rezervisani za
klini¢ka ispitivanja efikasnosti imunoloskog odgovora i imunizacije vakcinama za
HPV. Za dijagnostiku HPV infekcije najeSée se koristi jedna od dve metode
molekularne dijagnostike koje za analizu koristi materijal koji se uzorkuje lokalno iz
cervikalnog brisa. Prva je metoda hibridizacije koja se bazira na sparivanju tj
hibridizaciji malih oznacenih delova nukleinskih kiselina koji se zovu probe ili prajmeri
sa ciljnpom DNK. Druga metoda je lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase
Chain Reaction, PCR) koja se zasniva na umnozavanju odredenog, Zeljenog dela DNK.

Za skrining i svakodnevnu praksu bitni su testovi koji detektuju samo visoko
onkogene tipove HPV, jer detekcija ostalih tipova smanjuje specifi¢nost testa, nema
znacaja u evaluaciji Zena sa abnormalnim citoloSkim nalazom i bitna je samo u
naucnoistrazivacke svrhe. Trenutno postoji mnogo komercijalnih HPV testova na
trziStu, ali samo mali broj njih je klinicki validan prema medunarodno dogovorenim
kriterijumima [110]. Zasnovana na sveobuhvatnom pregledu literature i podrzana od
strane Evropske asocijacije ginekoloske onkologije (eng. European Society of
Gynaecological Oncology, ESGO) i Horizon 2020 (Program za istraZivanje i inovacije
Evropske komisije) objavljena je lista validnih HPV testova za primarni cervikalni
skrining, koja izmedu ostalih sadrzi i RealTime High Risk HPV Test (Abbott GMBH,
Nemacka), test koji smo koristili u naSem istrazivanju [111]. Abbott RealTime — HPV
test razdvaja 12 visoko onkogenih HPV tipova od dva najznacajnija hrHPV tipa 16 i
18. U studiji na 998 uzoraka, senzitivnost za CIN2+ Abbott RealTime bila je 93.3%,

specifi¢nost 27.3%, a pozitivna prediktivna vrednost (PPV) 38.2% [112].
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HPV tipizacija je koristan marker u detekciji lazno negativnih citoloSkih nalaza,
posebno ako se radi o infekcijama visokoonkogenim HPV tipovima 16 i 18. Ukupna
senzitivnost HPV tipizacije u detekciji CIN 2 promena u odnosu na citologiju je veca
(96.1% prema 53%), ali manje specifi¢na (90.7% prema 96.3%) [106,113]. HPV test
predstavlja visoko senzitivnu, nisko specificnu metodu u detekciji prekanceroznih
lezija, zbog toga §to je ve¢ina HPV infekcija prolaznog karaktera i nestaje spontano u

roku od dve godine.

1.6. Skrining

Rak grli¢a materice ispunjava sve preduslove za masovni skrining program
jer je bolest dovoljno ucestala, povezana je sa znacajnom smrtnoséu i dostupan je
efikasan tretman za preinvazivnu ili ranu invazivnu bolest. Skrining grlica materice ima
za cilj da identifikuje Zene sa asimptomatskim oblikom bolesti kada je leCenje moguce
procedurom niskog morbiditeta, ¢ime se smanjuje rizik od razvoja invazivne bolesti. U
zemljama sa efikasnim i dobro organizovanim populacionim skriningom, doslo je do
dramati¢nog smanjenja incidencije bolesti i mortaliteta od karcinoma grli¢a materice
[6,114,115].

U naSoj zemlji, prema Nacionalnom vodicu, u prve tri godine nakon pocetka
seksualnih aktivnosti ili najkasnije u starosti od 21. godine, treba uraditi citoloski bris.
Nakon dva uzastopna normalna nalaza u razmaku od Sest meseci, kod Zena koje
pripadaju grupi prosecnog rizika moze se raditi u duzim vremenskim intervalima, na tri
godine [83].

Saznanjem da rak grli¢a materice ima jaku uzro¢nu vezu sa perzistentnom
infekcijom hrHPV [116], uvecale su se moguénosti identifikovanja prekanceroznih
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lezija grli¢a materice i razvili alternativni modaliteti skrininga u vidu testa za otkrivanje
DNK HPV [117]. Najveca prednost uvodenja HPV testiranja kao skrining metode je
njegova visoka negativna prediktivna vrednost od 99.5% [118]. Negativni HPV test
prakti¢no iskljucuje rizik od bolesti grlica materice, osigurava isti stepen zastite vise od
pet godina, kao Sto je prihvacen standard negativnog Papa testa da osigurava zastitu
vise od dve godine [119,120]. Negativan HPV test ima visoku prediktivnu vrednost jer
je 3-godisnji rizik od nastanka CIN3+ lezija manji u poredenju sa 3-godi$njim rizikom
nakon citoloskog negativnog rezultata (0.069% prema 0.19% P < 0.0001). Takode, i 5-
godisnji rizik od razvoja CIN 3 promena manji je u odnosu na negativno HPV/Papa
kotestiranje (0.069% prema 0.11% P<0.0001) [121]. Interval testiranja mogao bi biti i
vedi, cak 8-10 godina, s obzirom da je infekcija HPV, pa ¢ak i ona hrHPV tipovima
dugo godina asimptomatska [122]. hrHPV test detektuje 30% vise CIN2+ i 20% vise
CIN3+ lezija u odnosu na citologiju kod Zena starijih od 30 godina [123]. Primarni HPV
skrining pracen trijazom Papa testom senzitivniji je u otkrivanju tezih promena i
isplativiji od kotesting-a (HPV + Papa test), a ¢ak je i isplativiji od samog Papa
skrininga jer se moze povecati interval skrininga uz jednaku senzitivnost 1 sigurnost
[124]. Uvodenjem HPV testiranja kao primarnog skrininga procenjuje se da bi se
ustedelo 25% sredstava, obzirom da bi se smanjio broj ponavljanih citoloskih nalaza i
povecao interval testiranja na pet godina, umesto dosadasnje tri [125,126]. Dalja usteda
ogleda se u potrebi za jednim laboratorijskim tehni¢arem koji obradi viSe uzoraka HPV
u odnosu na nekoliko citoloSkih tehnicara koji obraduju isti broj citolo$kih uzoraka
[127]. Takode, obuka tehnicara za obradu HPV testova znatno je brza od obuke za
citologa za obradu Papa brisa, a osiguranje kvaliteta postupka HPV testiranja je znatno
jednostavnije. Jos§ jedna prednost HPV testa je objektivnost, jednostavnost uzimanja
brisa, kao i moguénost da Zene same uzmu uzorak, §to je od velike vaznosti kod Zena
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koje ne odlaze na redovne preglede zbog geografske udaljenosti, uverenja ili
pripadnosti nekim manjinama [128].

Danas su dostupni jasni dokazi i preporuke iz velikih klini¢ih randomiziranih
ispitivanja i studija izvodljivosti koji podrzavaju uvodenje molekularnog testiranja
HPV kao primarnu tehnologiju u skriningu raka grli¢a materice, pracen trijaznim Papa
testom (tj. HPV primarni skrining) [113,129,130,131,132,133]. Ta su istrazivanja
pokazala da je HPV test znatno senzitivniji u otkrivanju teskih lezija grli¢a materice,
ali jo§ uvek ima manju specifi¢nost od citologije [127]. Gubitak specificnosti moguce
je smanjiti izbegavanjem HPV testiranja kod Zena mladih od 30 god, jer je kod zena
mlade Zivotne dobi infekcija ucestala, ali uglavnom tranzitorne prirode i u samo
manjem broju ostaje perzistentna [134]. Jos jedan od razloga da se buduéi skrining
programi temelje na HPV testiranju su ¢injenica da ¢e sve viSe zena biti vakcinisano
protiv HPV-a, a time ¢e biti sve manji broj promenjenih Papa nalaza, $to ¢e jo§ vise
smanjiti osetljivost citologije [135]. Citologija ¢e opravdano biti primenljiva samo kod
zena koje imaju poviSen rizik, tj kod HPV pozitivnih zena. Mnoge zemlje su u razli¢itim
fazama usvajanja primarnog skrininga na HPV, dok druge nisu preduzele znacajnije

korake ka uvodenju ovog pristupa.

1.7. Kolposkopija

Kolposkopija je neinvazivna dijagnosticka metoda koja podrazumeva vizuelnu
inspekciju grlica materice, vagine i vulve pod uvelicanjem. Princip sistema sociva u
kolposkopu omoguéava sagledavanje i1 proucavanje sitnih detalja, veli¢ine, lokacije i

teZine promena na posmatranoj povrsini.
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Grli¢ materice prekriven je ploCastoslojevitim epitelom bez orozavanja koji se
oko spoljasnjeg materi¢nog us¢a dodiruje sa cilindricnim epitelom endocervikalne
sluznice. Linija razdvajanja ova dva epitela naziva se skvamokolumnarna granica (eng.
Squamocolumnar junction, SCJ). SCJ je dinamic¢na linija koja menja svoj polozaj u
pubertetu, trudno¢i, tokom upotrebe oralnih sredstava za kontracepciju ili
postmenopauzi i u direktnoj vezi je sa estrogenskim statusom zene. U reproduktivhom
periodu zene Cesto dolazi do everzije endocervikalne sluznice na ektocerviks. Prilikom
izlaganja cilindricnog epitela niskom pH vagine, dolazi do umnozavanja i
transformacije cilindricnog epitela u plocastoslojeviti epitel. Ovaj proces naziva se
metaplazija. Zona koju zahvata proces metaplazije naziva se zona transformacije,
posebno je osetljiva na onkogene, ukljucuju¢i HPV infekciju i predstavlja mesto
nastanka prekanceroznih promena i karcinoma [136,137]. Promene Kkoje nastaju
uocCavaju se kao atipi¢ne kolposkopske slike (aceto-white (AW) epitel, mozaik,
punktacije, izrazen vaskularni crtez, znak unutra$nje granice, znak grebena) [138].

Kolposkopija je dijagnosticka metoda koja se primenjuje u diferencijalnoj
dijagnozi abnormalnog citoloSkog nalaza. Indikacije za primenu kolposkopije
predstavlja abnormalni skrining test na grlicu materice (ukljucujuéi citoloski bris i/ili
HPV test) ili procena Zene sa sa klinicki sumnjivim grlicem materice [139,140]. Cilj
kolposkopskog pregleda je da iskljuci invazivnu bolest, identifikuje atipi¢nu promenu,
proceni tezinu lezije i njenu rasprostranjenost, kao i da omogucéi izbor adekvatnog mesta
za biopsiju.

Uprkos svom znacaju i Sirokoj upotrebi, kolposkopija je subjektivna metoda, te
postoje velike varijacije u nalazima u zavisnosti od iskustva kliniCara [141].
Kolposkopicari su obi¢no saglasni oko prisustva ili odsustva AW epitela, ali je
podudarnost izmedu ostalih elemenata kolposkopskih abnormalnosti losa [142]. Prema
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nekim istrazivanjima podudarnost izmedu razliitih ispitivaca prisutna je u 52.5% u
prvom i 51% slucajeva u drugom gledanju, a sa svojim sopstvenim prethodnim nalazom
saglase se samo u 66.7% [143].

Istrazivanja razlicitih autora daju drugacije rezultate kada je u pitanju osetljivost
i specificnost kolposkopije [144]. Senzitivnost kolposkopije je visoka, ali je
specifi¢nost niska zbog precenjivanja acidobele povrsine u zoni transformacije (20-
47%) [145]. Na osnovu velike meta analize senzitivnost kolposkopije iznosi 85% (32-
92%), a specifi¢nost 69% (30-99%) [146].

U populaciji sa grani¢nim citoloskim abnormalnostima koje su povezane sa
malim, ranim lezijama blagog stepena, za otkrivanje prekanceroznih promena
senzitivnost kolposkopije moze biti vrlo niska, ¢ak i do 50% [99], jer kod ovih
pacijenata, kolposkopski nalazi povezani sa teSkim promenama, kao $to su grube
vaskularne Sare i gust AW epitel nisu prisutni [147].

Senzitivnost citologije u otkrivanju intraepitelijalnih lezija visokog stepena
iznosi izmedu 36 1 47%, kolposkopije izmedu 62 1 72%, a kombinacija citologije 1
kolposkopije poboljsava dijagnosti¢ku osetljivost za promene visokog stepena na 70-
80%. Ovi podaci ukazuju da poznavanje rezultata citoloSkog brisa poboljSava
identifikaciju grubih kolposkopskih slika (maior changes) koje odgovaraju promenama
HSIL, ali isto tako i da 20-30% cervikalnih intraepitelijalnih lezija visokog stepena
ostaje neotkriveno [148,149,150]. To je potvrdeno i ALTS studijom gde je samo
polovina finalno detektovanih CIN 3 lezija prepoznato kolposkopom [99,151].

Kolposkopsko razlikovanje izmedu normalnog grli¢a i lezija niskog gradusa od
promena visokog gradusa/karcinoma pokazali su senzitivnost od 61% i specifi¢nost od
94% [142]. Analizom Underwooda i saradnika, senzitivnost kolposkopski indikovane
biopsije za CIN 1 promene iznosila je 91%, (specifi¢nost 25%), dok je za CIN 2
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promene senzitivnost bila 80% (specifi¢nost 63%) [152]. Postoji povezanost izmedu
veli¢ine lezije i1 stepena cervikalne promene, a ta¢nost kolposkopske dijagnoze HSIL
povezana je sa veli¢inom promene [150]. Lezije visokog stepena su u vecoj saglasnosti
sa patohistoloskim nalazima posle biopsije nego promene niskog stepena, a sprovedena
istrazivanja pokazuju nisku pozitivnu prediktivnu vrednost kolposkopije za CIN 1 1
CIN 2 lezije (16%, 32%) i visoku za CIN 3 promene koja iznosi ¢ak 86% [153].

Histologija predstavlja zlatni standard za detektovanje HSIL promena, pa se
kolposkopski nalazi potvrduju biopsijom [154]. Mnoge studije pokazale su da uzimanje
jedne ciljane biopsije (punch) sa najteze lezije identifikovane tokom pregleda, moze
propustiti do jedne tre¢ine prekanceroznih promena, te se preporucuju visestruke
biopsije (najmanje 2 do 4) svih oblasti sa AW epitelom, metaplazijom ili ve¢im
abnormalnostima [155,156,157,158,159].

Promenama u primarnoj i sekundarnoj prevenciji karcinoma grlica materice,
ocekuje se da ¢e se dodatno smanjiti senzitivnost i znacaj kolposkopije [160]. Programi
zasnovani na primarnom HPV skriningu doves¢e do joS$ izazovnije kolposkopije, jer su
lezije povezane sa upornim HPV infekcijama bez citoloSkih abnormalnosti male 1 teze
za otkrivanje. Takode, usvojene su preporuke u smislu konzervativnijeg pristupa kod
mladih Zena i smanjenju broja kolposkopskih pregleda u toj populaciji [161]. Oc¢ekuje
se da ¢e se ve¢im obuhvatom vakcinacije protiv HPV, prevalencija HPV16 smanjiti
medu mladim Zenama. Kako HPV16 lezije imaju tendenciju da budu najvidljivije

kolposkopske lezije, kolposkopija kod Zena sa preostalim tipovima HPV-a ¢e biti teza

[156,162].
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1.8. Tretman SIL/CIN

Cilj lecenja prekanceroznih promena je da se sprec¢i moguca progresija do
karcinoma, uz izbegavanje prekomernog lecenja, jer se neke lezije mogu spontano
povuéi, a leCenje ima odredene posledice. U zemljama sa dobro organizovanim
populacionim programom skrininga i moguénoscu kolposkopije, procenjuje se da se
uradi najmanje 6 tretmana CIN-a da bi se sprecio 1 slucaj raka grlica materice [163].
Postoje dva pristupa:

e konzervativan (podrazumeva pracenje pomocu HPV testa, citologije i/ili
kolposkopije )

e hirurski tretman transformacione zone grli¢a materice.

HirurSke metode koje se koriste u tretmanu cervikalnih intraepitelijalnih lezija
dele se na ablativne i ekscizione metode. Izbor leCenja zavisi od stepena i obima
promene. Ekscizione metode imaju prednost u odnosu na ablativne, zbog postojanja
dela tkiva koji se $alje na obaveznu patohistolosku (PH) verifikaciju, ¢cime se potvrduje
dijagnoza, iskljucuje okultni malignitet i dobija informacija o potpunosti ekscizije
[164]. Ablativne procedure sastoje se od krioterapije, elektrokoagulacione dijatermije
ili laserske ablacije. Ekscizione opcije ukljucuju proceduru elektrohirurske ekscizije
promene ili zone transformacije omc¢icom (loop) (eng. loop electrosurgical excision
procedure LEEP ili large loop excision of transformation zone LLETZ), konizaciju
hladnim nozem (eng. cold knife conisation, CKC) i laser konizaciju, koje uklanjaju

jedan do tri centimetra tkiva grlica materice.
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1.8.1.Preporuke tretmana CIN

Rizik pacijenta od progresije u karcinom u velikoj meri povezan je sa staro$cu

zene 1 stepenom CIN promene.

1.8.1.1. Tretman LSIL promena

Vodi¢i su saglasni da tretman LSIL (CIN 1) promena treba izbeci
[83,140,161,165,166]. Pojedini autori idu korak dalje, te se preporuke zasnivaju na
individualnom riziku od nastanka CIN3+ promena, uzimajuéi u obzir rezultate
trenutnih i prethodnih skrining testova (ukoliko su poznati) i li¢ne faktore pacijenta kao
Sto su starost i eventualno postojanje imunosupresije [161]. Novonastala CIN 1
promena kojoj prethodi LSIL, ASCUS ili NILM citologija, a koja je pozitivna na HPV
ima mali rizik za razvoj raka grli¢a materice, pa se preporucuje pracenje [161,165,166].
Otprilike 90% ovih lezija ¢e ili regredirati u negativne ili ¢e ostati CIN 1. U kohortnoj
studiji na preko 100.000 pacijenata sa kolposkopskom biopsijom koje pokazuju CIN 1
i koje su prac¢ene deceniju, rizik od razvoja CIN 3+ kada je prethodna citologija bio
LSIL ili manje bio je: za LSIL, HPV-pozitivan — jednogodisnji i petogodi$nji rizik 0.7
i 2.3%; za ASC-US, HPV-pozitivan — jednogodisnji i petogodisnji rizici 0.5 i 2.6%; za
NILM, HPV-pozitivan — jednogodisnji i petogodi$nji rizici 0.7 odnosno 2.8% [167]. S
obzirom na nizak rizik od razvoja CIN 3+, preporucuje se pracenje HPV testom ili
citologijom jednom godisnje.

Perzistentni CIN 1 (duze od dve godine) ima nizak rizik od progresije ka CIN
3+. U gore opisanoj kohortnoj studiji, nakon §to su dve uzastopne kolposkopske
biopsije pokazale CIN 1, 48% pacijenata je nastavilo da bude HPV pozitivno, a od toga
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je preko 90% imalo naknadnu citologiju koja je bila LSIL ili manje [167]. U studiji na
126 pacijenata koji su bili podvrgnuti proceduri LEEP za perzistentni CIN 1, 87 % je
imalo CIN 1 ili normalan nalaz na eksciznom uzorku u odnosu na 13% CIN 2+ [168].
Iz ovih razloga preporuka je pracenje perzistentnih CIN 1 promena, mada kod nekih
pacijenata je prihvatljivo i leCenje ukoliko je dugotrajno pracenje otezano ili kod
pacijentinja koje su zavrSile reproduktivnu funkciju i nisu zabrinute zbog buducih
akuSerskih komplikacija.

Kada CIN 1 promeni prethodi citologija ASC-H ili HSIL rizici za razvoj CIN
3+ su: za ASC-H jednogodisnji i petogodisnji 1.4 1 5.6%; za HSIL jednogodisnji i
petogodisnji 3.9 1 6.5% [167]. Kod CIN 1 promena kojoj je prethodila HSIL citologija
preporuke za vec¢inu pacijenata su leCenje umesto pracenja. Medutim, za pacijente koji
su pouzdani za prac¢enje i planiraju buduce radanje i vise su zabrinuti zbog potencijalnih
Stetnih akuSerskih ishoda (npr. prevremeni porodaj) nakon ekscizionih procedura nego
zbog rizika od progresije do raka grli¢a materice, polugodisnje pracenje (kolposkopija
1 HPV test/citologija) do dve godine je razumna opcija. Ukoliko tokom pracenja
perzistira citologija HSIL, ili su na biopsiji prisutne CIN2 ili CIN3 preporucuje se

ekscizioni tretman.

1.8.1.2. Tretman HSIL promena

Histoloski dijagnostikovane HSIL (CIN2 i CIN3) promene po ranijim

preporukama zahtevale su promtno le¢enje. Epidemioloskim studijama i saznanjem da

¢e 50% slucajeva CIN 2 regredirati bez tretmana, kao i1 da leCenje ima odredene

posledice, otvorilo je moguénost da se pacijentkinjama u reproduktivnom dobu ponudi
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konzervativno lec¢enje CIN2 promena, ukoliko postoji bojazan za ishod buduce
trudnoce [169]. Uslovi koji moraju da se ispune su sledeci:

e kolposkopski pregled je adekvatan 1 iskljucio je invazivnu bolest

e CIN 2 lezija ne zauzima viSe od 2 kvadranta grli¢a materice

e CIN 2 je dijagnostikovan histoloski

e Pacijentkinja je adekvano savetovana, potpisala je informisanu saglasnost i

pouzdana je za pracenje [165].

Konzervativan pristup podrazumeva 6-mesecne kontrole (kolposkopija i
citologija) i ponovne biopsije ukoliko je kolposkopski primecena progresija promene
ili teza lezija. HPV 16 tipizacija je koristan faktor za odlucivanje o klinickom toku kod
dijagnoze CIN 2 [170]. Manja je verovatnoca da ¢e HPV 16 pozitivan CIN 2 regredirati,
zbog vecée sklonosti da perzistira i ve¢eg onkogenog potencijala da napreduje do
prekanceroznih lezija u odnosu na druge hrHPV genotipove [171,172]. Ovaj nalaz se
slozio sa studijom gde je 2.4% HPV-16 pozitivnih lezija napredovalo u rak u roku od
10 godina, u poredenju sa 0.6% za HPV-negativne lezije [173]. HPV16 negativan CIN
2 kod mladih Zena sa ASCUS ili LSIL citologijom dozvoljava manje agresivan tretman
u smislu intezivnijeg pracenja umesto trenutnog le¢enja [169], dok je HPV16 pozitivan
CIN2 najjace povezan sa CIN3 [81] i ima najmanju stopu regresije, te zahteva leenje.
Zene sa CIN2 dijagnostikovanim biopsijom, nakon HSIL citologije imaju veéu
verovatnocu da imaju osnovni CIN3 od onih sa manje ozbiljnom citologijom [174,175].
Osnovni zadatak svake strategije u trijazi Zena sa CIN2 je blagovremeno otkrivanje teze
promene CIN3 (pogresno klasifikovang kao CIN2 [176]) ili progresija kancerogene
HPV infekcije, ali ujedno i izbegavanje tretmana kod promena koje bi spontano

regredirale [177]. Lecenje se mora ponuditi ako se CIN2 ne res$i u toku od 24 meseca.
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[161,165,166]. CIN3 promena kao direktni prekursor raka grlica materice zahteva

tretman. [161,165,166].

1.8.2..Preporuke tretmana CIN kod mladih pacijentkinja

Konzervativnije 1 manje invazivne strategije lecenja kod ove populacije
pacijenata su prihvatljive zbog vece stope regresije histoloskog HSIL-a (posebno CIN
2) i manji rizik od progresije do invazivnog karcinoma [178,179,180,181]. U
nacionalnom i ameri¢kom vodi¢u mlade pacijentkinje se odnose na uzrast do 25 godina,
dok evropski konsenzus precizira da se konzervativni pristup odnosi na pacijentkinje
<30 godina starosti.

Kod histoloske CIN1 promene sa prethodnom citologijom ASC-US, LSIL,
ASC-H ili HSIL, preporucuje se pracenje pre nego tretman. Kod mladih pacijenata,
prolazna HPV infekcija je uobicajena, a rizik od progresije u rak je nizak za ove lezije.
Za ASC-US i LSIL, ponovljena citologija se radi jednom godi$nje; za ASC-H citologija
se ponavlja jednom godisnje u trajanju od dve godine; za HSIL pracenje obuhvata
kolposkopiju i citologiju na godinu dana ukupno dve godine. Kod pacijenata sa
histoloskim HSIL klasifikovanog kao CIN2, konzervativno pracenje sa polugodisnjom
citologijom i kolposkopijom do 2 godine je prihvatljivo. Ponovljena biopsija se
preporucuje ako se kolposkopski izgled lezije pogorsa ili ako HSIL na citologiji traje 1
godinu. Lecenje se indikuje ako je kolposkopija nezadovoljavajuca, ako se postavi
dijagnoza HSIL/CIN 3 ili ako HSIL potvrden biopsijom traje 2 godine. Nakon dva
uzastopna negativna citoloska i kolposkopska pregleda u intervalima od 6 meseci,
mlada zena se moze vratiti rutinskom skriningu [177]. Ovakav protokol je opravdan

¢injenicom da je karcinom grli¢a materice redak kod mladih pacijenata od 25 godina
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uprkos visokoj prevalenci HPV infekcije 1 histoloskih lezija visokog stepena (posebno
CIN 2) [182,183].
Kod histoloski potvrdenog CIN 3, kao direktnog prekursora cervikalnog raka,

le¢enje se preporucuje u svim uzrastima [161,165,166].

1.8.3.Posledice lecenja CIN

Utvrdeno je da je leCenje grlica materice povezano sa povecanim rizikom od
prevremenih porodaja, preranog prskanja plodovih ovojaka, horioamnionitisa, niske
porodajne tezine deteta, prijema novorodencadi na intezivnu negu i perinatalne smrti
[184,185,186,187,188]. Tretman podjednako uti¢e na ishode za prvorotke i viserotke
kao i na jednoplodne i viseplodne trudnoc¢e. Dugoro¢ne posledice nakon tretmana veée
su za radikalnije tehnike (kao S$to je konizacija hladnim nozem, zatim ekscizija
transformacione zone velikom petljom i laserska ablacija), kao i za eksciziju u odnosu
na ablaciju. Visestruke konizacije su Cetiri puta povecale rizik od prevremenog
porodaja u poredenju sa neleCenim kontrolnim grupama. Analize podgrupa jasno su
pokazale da je rizik od prevremenog porodaja direktno povezan sa dimenzijama konusa
(dubina/zapremina) i progresivno raste sa povec¢anjem dubine konusa (,,efekat doze*)
[189]. Rizik je bio povecan ¢ak i za ekscizije manje od 10 mm dubine, a skoro dvostruko
za ekscizije vece od 10 mm, trostruko za vise od 15-17 mm i skoro pet puta za ekscizije
vecée od 20 mm [189].

lako je razlika u riziku od prevremenog porodaja za male ekscizije (<10-12
mm) u poredenju sa samo postojanjem CIN-a bez leCenja beznacajna, broj studija koje
su procenjivale to poredenje je mali, i ne mogu se izvuci ¢vrsti zakljucci [190]. 1z ovih
razloga, lekar ima odgovornost da pacijentkinje obavesti da lecenje povecava rizik od
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prevremenog porodaja u poredenju sa konzervativnim tretmanom CIN-a, ali je
apsolutno povecanje rizika kod malih ekscizija verovatno malo, ako ga i ima.

Saznanje da lokalni tretman prekanceroznih promena grlica materice, posebno
ekscizioni, povecava rizik od prevremenog porodaja dovelo je do velikih promena u
klini¢koj praksi. Waxman i saradnici jo§ 2012. godine daju smernice za dijagnostiku i
lecenje lezija grlica materice, sa posebnim osvrtom na mladu populaciju Zena kojima
je na biopsiji dijagnostikovan HSIL [191]. Konzervativno le¢enje HSIL-a kod mladih
zena ima odredeni rizik od progresije tako da odluka izmedu lecenja i pracenja zahteva
individualni pristup i klinicku procenu, posebno u odredivanju da li se pacijent smatra
"mladom" Zenom i da li naknadna kolposkopija ukazuje na progresiju lezije. Na
klini¢aru je da uravnotezi rizik gubitka pacijenta (nedolazak na kontrole) tokom
praéenja sa posledicama prekomernog lecenja lezija koje su predodredene da se
spontano povuku i potencijalnog perinatalnog morbiditeta kod Zena koje zele u
buduénosti trudnoc¢u. U ovim sluc¢ajevima i konsultacije sa patologom mogu klini¢aru
dati viSe informacija za donosenje konacne odluke.

U odluci da se lece Zene u reproduktivnom dobu, treba uloziti sve napore da se
sprovede lokalni tretman koji ¢e optimizovati §anse za zdravu trudno¢u bez ugrozavanja
kompletnosti lokalnog lecenja. Osiguranje kvaliteta u leenju bolesti treba da ukljuci
reviziju dimenzija ekscizionih uzoraka kako bi se osiguralo da se dubina tretmana
odrZava na prihvatljivim parametrima (to jest, najmanje 8 mm da bi se ukljucile i kripte)
i da onkoloski ishodi nisu ugrozeni [192]. Nepotpuna ekscizija prekanceroznih
promena grlica materice povezana je sa rezidualnim ili rekurentnim CIN2 ili CIN3
promenama [193].

Stecena ,,mehanicku slabost* koja je posledica gubitka tkiva grlica materice i
stvaranje oziljnog tkiva, promene sastava sluzi i vaginalnog mikrobioma jer je deo
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zlezda hirurski uklonjen, smatraju se uzroCnicima akuSerskih komplikacija
[194,195,196,197]. Medutim, zene sa CIN-om imaju vec¢i osnovni rizik od
prevremenog porodaja nego Zene iz opSte populacije [198,199]. Ovo potvrduje da je
CIN dinamicki proces posebno kod mladih zena, a osnovni mehanizam je nejasan;
jedna od hipoteza ukljucuje imunomodulaciju koja se odnosi na infekciju HPV koja

utic¢e na porodajne puteve.

1.9. Jednokarbonski metabolizam

Jednokarbonski (1C) metabolizam je univerzalni metabolicki proces koji sluzi
za aktiviranje i prenos 1C jedinica u obliku metilen, formil i metil grupe potrebne za
fizioloske procese. Ova slozena mreza zasniva se na biohemijskim reakcijama folnih
jedinjenja i ukljucuje sintezu nukleinskih kiselina (purina i timidina), popravku DNK,
remetilaciju homocisteina, metilaciju DNK, homeostazu aminokiselina (glicin, serin i
metionin) i redoks reakcije [200]. Mikronutrijenti koji posreduju u jednokarbonskom
metabolizmu kao kofaktori su, izmedu ostalih, vitamini B grupe (B2, B3, B6, B9 i B12)
[201,202,203].

Termin folat, poznat i kao vitamin B9, je generi¢ki naziv za grupu srodnih
jedinjenja sli¢nih svojstava koji dele zajednicku strukturu jezgra koja ukljucuje tri
hemijska dela: pteridinski prsten koji se moze redukovati ili oksidovati, para-
aminobenzoevu kiselinu (PABA) koja zajedno sa pteridinskim prstenom vezuje 1C
jedinice i poliglutamatni rep promenljive duzine koji sluzi za lokalizaciju molekula
unutar ¢elije. To je esencijalni vitamin rastvorljiv u vodi, ¢iji je odli¢an izvor lisnato
zeleno povrée, pasulj, grasak, socivo, voce poput limuna, banane i dinja.
Pteroilmonoglutaminska kiselina je sinteticki oblik vitamina, poznata kao folna
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kiselina. Koristi se kao suplement i dodatak preradenim prehrambenim proizvodima,
kao $to su hleb i Zitarice, jer je stabilnija u hrani nego prirodni folati i bolje se apsorbuje
[204]. Smatra se da se nivoi u serumu odrazavaju nedavni unos, dok koncentracija

folata u eritrocitima predstavlja status folata tokom meseci [205].
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Slika 2. Jednokarbonski metabolizam [200]

Na slici 2 sematski je prikazan jednokarbonski metabolizam. Bioloski aktivan
oblik folata je redukovana vrsta pteridina, tetrahidrofolat (THF), koji se sekvencijalno
redukuje prvo na dihidrofolat (DHF), a zatim na THF pre nego Sto ude u folatni ciklus
[200]. 1C jedinice su kovalentno vezane za atom azota na 5-pozicionom delu
pteridinskog prstena i atom azota na 10-pozicionom na PABA ostatku THF-a. Jednom
vezane za THF, 1C jedinice se mogu medusobno konvertovati izmedu razlicitih
oksidacionih stanja, pri ¢emu 5,10-metilen-THF, 5-metil-THF i 10-formil-THF
podrzavaju razlicite biosintetske funkcije. Najoksidiraniji oblik folatnog ugljenika, 10-
formil-THF, potreban je za de novo sintezu purina. Za svaku novosintetizovanu DNK

ili RNK bazu, u proseku je potreban po jedan 10-formil-THF (Poredenja radi, 5,10-
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metilen-THF je potreban samo za sintezu DNK, po stopi od samo jednog ekvivalenta
na Cetiri baze).

Prilikom stvaranja pirimidina, timidilat sintaza (TIMS) prenosi 1C sa 5,10-
mTHF, pretvaraju¢i dUMP (deoksiuridin monofosfat) u timidin monofosfat (dTMP).
Nedostatak folata moze da promeni ravnotezu DNK prekursora, $to dovodi do
akumulacije dUMP-a i ugradnje uracila u DNK umesto timina. Bilo koji pogresno
ugraden uracil u lanac DNK bice ekstrahovan DNK glikozilazom, DNK enzimom za
popravku. Medutim, naknadno uklanjanje Secera bez baze pomoc¢u enzima za popravku
DNK moze izazvati prolazni lom u molekulu DNK. U stanjima gde je folat
kontinuirano ograni¢en, neprekidno dolazi do pogresne inkorporacije uracila i
naknadne popravke. Ovaj ponovljeni lom molekula DNK moze na kraju dovesti do
hromozomskog oStecenja i maligne transformacije [206,207]. Studije na kulturama
ljudskih ¢elija, pokazale su da je nedostatak folata doveo do smanjenja sinteze DNK i
progresivno povecanu pogresnu inkorporaciju uracila (2 do 3 puta) [208,209,210].
Saopsteno je da na stabilnost DNK u humanim epitelijalnim ¢elijama kolona (HCEC)
¢elijama utice folatna dostupnost, pri ¢emu koncentracije uracila opadaju na pocetne
nivoe nakon §to se celije popune folatom u koncentracijama koje se normalno
primeéuju u ljudskoj krvi i tkivu debelog creva (10 ng/mL) [211]. 12

Enzim metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHR) katalizuje konverziju 5,10-
MTHF u 5-metilTHF, ¢ime se zavrsava ciklus folata, posto se 1C donira za remetilaciju
homocisteina u metionin, u ciklusu metionina. Ovu reakciju katalizuje enzim 5-
metiltetrahidrofolat homocistein metiltransferaza (MTR) za koji je potreban vitamin
B12 (kobalamin) kao koenzim. Remetilacija homocisteina je od posebnog fizioloskog
znacaja jer je metionin supstrat za S-adenozilmetionin (SAM) sintetazu, reaktivni metil
nosa¢ i drugi najces¢i enzimski kofaktor posle adenozin trifosfata (ATP) koji igra
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glavhu ulogu u reakcijama metilacije i1 predstavlja najve¢i izvor S-
adenozilhomocisteina (SAH) [211]. Promene u koncentracijama metionina uti¢u na
reakcije DNK metilacije, najées¢eg mehanizma epigenetske modifikacije, klju¢nog za
regulisanje transkripcije gena [212]. Da bi doslo do metilacije DNK, aktivira se enzim
DNK metiltransferaza (DNMT) koji katalizuje prenos metil grupe sa SAM na 5.
ugljenik citozinskog prstena (5mC) DNK za proizvodnju metilovane DNK [213].
Jednom kada se metil grupa prenese, SAM se konvertuje u SAH, koji se hidrolizuje
nazad u homocistein i adenozin i na tome se zavrSava ciklus metionina.

Aberantna metilacija DNK otkrivena je kod brojnih karcinoma i podrazumeva
dve glavne karakteristike; globalnu DNK hipometilaciju (koja moze da aktivira
onkogene i pokrene nestabilnost hromozoma) sa lokalnom hipermetilacijom DNK,
posebno u promotorskim regionima gena supresora tumora, specificnim citozin-fosfat-
guanin (CpG) mestima [214,215]. Folat, metionin, holin i vitamini B modifikuju
metilaciju DNK bilo globalno ili na specificnim CpG mestima formiranjem metil
donora, koji deluju kao koenzimi ili modifikuju enzimsku aktivnost DNMT [202,203].

U studiji na Zivotinjama, dizajniranoj da ispita efekat folne kiseline u odsustvu
i prisustvu nedostatak vitamina B12 na globalnim obrascima metilacije, prijavljeno je
da nedostatak vitamina B12 izaziva globalnu hipometilaciju ¢ak i kada se kombinuju
sa ishranom bogatom folatima [216], $to naglaSava njegovu esencijalnost kao kofaktora
u jednokarbonskom metabolizmu i metilaciji DNK. Vitamin B12 igra vaznu ulogu u
ponovnom metilovanju homocisteina u metionin. Deluje kao kofaktor za MTR enzim,
gde je njegov nedostatak povezan sa visokim nivoom homocisteina [217,218], sto
sugeriSe da nizak nivo vitamina B12 moZe dovesti do DNK hipometilacije. Promene u
metilaciji DNK, pronadene su u ¢elijama raka grlica materice i njegovim prekursorima
[219,220]. Pored toga, utvrdeno je da je unos vitamina B12 efikasan u smanjenju
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cirkuliSu¢eg nivoa homocisteina [221,222] sto ukazuje na reverzibilni mehanizam u
tom smislu, koji bi potencijalno mogao da modifikuje rizik od bolesti. Koncentracija
homocisteina u serumu je osetljivi indikator folatnog statusa organizma; nedostatak
folata Cesto je udruzen sa hiperhomocisteinemijom, a unosom folata moze se sniziti
novo homocisteina [223]. Studije navode da povisen nivo homocisteina u plazmi
dovodi do karcinogeneze putem oksidativnog oSte¢enja DNK posredovanog metalima,
¢ak 1 u odsustvu deficita folne kiseline i vitamina B12 [224]. Povisene vrednosti
homocisteina nadene su kod karcinoma grli¢a materice [225].

Brojne klini¢ke, epidemioloSske i molekularne studije pokazale su da
perzistentna infekcija sa hrHPV genotipovima je neophodan, ali ne i dovoljan preduslov
zarazvoj raka grlica materice [9]. Ovo ukazuje da pokrenut proces karcinogeneze grli¢a
materice hrHPV infekcijom zavisi od drugih faktora rizika koji stvaraju pogodno
lokalno mikrookruzenje za malignu transformaciju. Disregulacija u ekspresiji virusnog
gena i gena domacina usled integracije virusne DNK u genom ¢elije, kao i epigenetske
modifikacije kljucni su dogadaji u kancerogenom procesu. Trenutna literatura ukazuje
da metil donori igraju vaznu ulogu u regulisanju ekspresije DNK 1 na taj nac¢in uticu na
rizik od raka, ukljuéujudi i rak grlica materice. Niske koncentracije hranljivih materija
metil donora mogu izazvati izmene u metilaciji DNK. Nedostatak folata i drugih B
vitamina uti¢u na sintezu nukleotida. Poremec¢aj metilacije DNK i sinteza nukleotida
moze uticati na ekspresiju gena, smanjiti integritet DNK i povecati oste¢enje DNK. Ove
promene ne samo da mogu povecati rizik od raka, vec¢ uticu i na njegovu progresiju.
Medutim, efekti i mehanizmi hranljivih materija metil donora u odnosu na patogenezu
I progresiju raka grlica materice, jo$ uvek nisu jasni. Postojanje perzistentne hrHPV
infekcije kao glavnog faktora rizika za patogenezu raka grlica materice i genomske
promene izazvane ovom infekcijom, dodatno komplikuju stvari. Ova studija ima za cilj
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1. Uvod

da istrazi ulogu klju¢nih parametara jednokarbonskog metabolizma (vitB9, vitB12 i
homocistein) u cervikalnim intraepitelijalnim neoplazijama koje prethode karcinomu

grli¢a materice.
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2. Ciljevi i hipoteze istrazivanja

Ciljevi naSeg istrazivanja bili su:

Proceniti stepen tezine CIN-a na osnovu dobijenih vrednosti neinvazivnih
dijagnostickih testova (citologija, HPV test, kolposkopija, jednokarbonski
metabolicki parametri)

Utvrditi dijagnosticki znacaj pojedinacnog odredivanja i kombinovane primene
dijagnostickih testova (citologije, HPV testa, kolposkopije, i jednokarbonskih
metabolickih parametara) u dijagnostici CIN-a i odabir optimalnih
dijagnostickih kriterijuma na osnovu kojih se statisticki pouzdano moze
proceniti prisustvo prekanceroznih promena niskog stepena (CIN 1 i CIN 2
male povrsine) sklone regresiji koje ne zahtevaju primenu dopunskih invazivnih

dijagnosticko-terapijskih postupaka

Radne hipoteze bile su:

Kombinovanom primenom neinvazivnih dijagnostickih testova (citologije,
HPV tipizacije, kolposkopije, i odredivanja jednokarbonskih metaboli¢kih
parametara) moguce je precizno dijagnostikovati stepen tezine promene na
grli¢u materice

Na osnovu dijagnostickih kriterijuma dobijenih kombinovanjem neinvazivnih
testova moguce je izdvojiti grupu pacijentkinja sa CIN 1 i CIN 2 promenama
male povrSine koje ne zahtevaju primenu invazivnih dijagnostickih postupaka
(biopsije, kiretaze, lup ekscizije, konizacije) ve¢ samo kontrolu i dalje pracenje

toka bolesti koji je sklon regresiji 1 povlacenju
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3. Materijal i metode istrazivanja

Istrazivanje je sprovedeno u formi prospektivne, opservacione kohortne studije
(01.11.2017.-01.12.2018.) u Poliklinickoj ginekoloskoj sluzbi UKC Vojvodine u
Novom Sadu i na Operativnom odeljenju, Klinike za ginekologiju i akuserstvo UKC
Vojvodine.

Studija je odobrena od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Novom Sadu, kao i od strane Etickog odbora Univerzitetskog klinickog
centra VVojvodine broj 00-15/343.

Od svake pacijentkinje dobijena je pismena informisana saglasnost na posebno
koncipiranom formularu za pristanak, nakon detaljnog objasnjenja svrhe i toka samog
istrazivanja (Informisani pristanak — prilog 1). Nakon toga, ispitanice su popunile
anketni upitnik vezan za seksualnu i reproduktivnu istoriju, ukljucujuéi starost pri
prvom seksualnom odnosu, broj seksualnih partnera i metode kontracepcije, broj
trudnoca, ishranu, status pusenja, sociodemografske karakteristike, obuhvataju¢i time
poznate faktore rizika za infekciju HPV (Anketni upitnik —prilog 2).

Svakoj ispitanici uzet je citoloski bris, HPV PCR test, uraden kolposkopski
pregled, odredeni jednokarbonski parametri iz krvi i uzet uzorak za patohistolosku

analizu.

3.1. Citoloski (Papa) bris

Citoloski bris pacijentkinje su donosile iz Doma zdravlja ili je uziman u toku

poliklinickog pregleda u zgradi Poliklinike UKCV.
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U istrazivanju koristili smo konvencionalnu tehniku uzimanja citoloskog brisa.
Nakon vizuelizacije grlica materice kori§¢enjem spekuluma, sakupljanje celija sa
transformacione zone podrazumevao je uzorak sa ektocerviksa uzet Spatulom i uzorak
iz endocerviksa uzet endocervikalnom cetkicom. Prikupljeni materijal se nanosio na
predmetno staklo, a potom odmah fiksirao 95% etanolom i transportovao u laboratoriju.

Citoloski brisevi, opisani od strane obucenih citopatologa, tumacen su po
Betezda [93] ili Papanikolau klasifikaciji. U Betezda sistemu brisevi se kategorisu kao
negativni na intraepitelnu leziju ili malignitet (NILM); atipi¢ne skvamozne celije
neodredenog znacaja (ASC-US); atipi¢ne skvamozne ¢elije, ne moze se iskljuciti lezija
visokog stepena (ASC-H); skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena (LSIL);
skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena (HSIL); karcinom skvamoznih celija
(SCC). Papanikolau klasifikacija obuhvata 5 kategorija, gde je Papa | normalan nalaz,
Papa Il benigna atipija, Papa Il sumnjivo na malignitet, Papa IV i Papa V malignitet
[227].

U nalazima gde je citologija prijavljena u drugim klasifikacijama, konvertovali
smo rezultate u najblizi ekvivalent u sistemu Betezde. Prag koji nam je definisao

abnormalan Papa test bio je ASCUS+.

3.2. HPV testiranje

3.2.1. Uzorkovanje i priprema uzoraka

HPV testiranje vrsilo se u toku ginekoloskog pregleda, uzimanjem cervikalnog

brisa nakon plasiranja spekuluma. Za uzimanje i ¢uvanje uzoraka brisa cervikalnih

¢elija korisceni su setovi Abbot Real Time High Risk HPV Assay za 40 uzoraka, slede¢i
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uputstva proizvodada (Abbott GMBH, Nemacka). Cetkica za uzimanje uzorka
plasirana je u sredinu cerviksa i blagim rotacionim pokretima ¢etkice oko ose u trajanju
od 10-15 sekundi uzet je materijal. Brisevi su odmah stavljeni u epruvetu sa
inkubacionim medijumom. Epruvete sa medijumom ¢uvane su i transportovane na t

frizidera (4-8 C) sve do detekcije HPV virusa, a najduze do 24 h.

3.2.2. Metoda odredivanja

Cervikalni brisevi analizirani su na Odeljenju specijalizovane laboratorijske
dijagnostike, u Odseku za virusolosku dijagnostiku, Centra za laboratorijsku medicinu.
Metoda odredivanja hrHPV bila je kvalitativni multiplex PCR real-time test,
koriS¢enjem setova Abbott Real Time High Risk HPV Test (Abbott GMBH, Nemacka)
na aparatu Abbott m2000 Real Time System. Test je zasnovan na metodi targetirane
amplifikacije i detekcionoj tehnologiji HPV u cervikalnim ¢elijama. Test je vr$io
detekciju 12 hrHPV tipova (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) i posebno

genotipizaciju dva najznacajnija tipa HPV16 1 HPV18.

3.3. Kolposkopski pregled

Kod svih ispitanica izvrSen je kolposkopski pregled od strane iskusnog
kolposkopicara (lekar specijalista ginekologije 1 akuSerstva sa radnim staZom duzim od
10 godina). Nakon nanoSenja 3% siretne kiseline na grli¢ materice, posmatrane su
promene u predelu transformacione zone, pod uvelicanjem. Prilikom opisivanja ovih
promena definisan je smestaj (prema polozaju kazaljke na satu), velic¢ina u smislu broja
kvadranata grli¢a materice koju lezija pokriva i postotak koji zauzima u odnosu na
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povrsinu grlica [138]. Prema aktuelnoj kolposkopskoj Kklasifikaciji Medunarodne
federacije za patologiju grlica materice i kolposkopiju (eng. International Federation of
Colposcopy and Cervical Pathology, IFCPC) klasifikovali smo nalaze u tri grupe:
normalan nalaz (bez atipi¢nih promena), abnormalne promene niskog i abnormalne

promene visokog gradusa tezine [138].

Promene niskog gradusa (blagog stepena, G1) kolposkopski se definiSu kao
glatke povrsine sa nepravilnom spoljasnjom ivicom, belo obojene po tipu AW epitela,
nezan mozaik i/ili nezne punktacije koje se sporo pojavljuju i brzo nestaju nakon
aplikacije 3% rastvora sir¢etne kiseline.

Promene visokog gradusa (teskog stepena, G2) kolposkopski se prepoznaju kao
grube AW povrSine visokog inteziteta beline, slike grubog mozaika i/ili grube
punktacije, prominentni otvori Zlezda, znak grebena, znak unutrasnje granice, glatke ili
neravne povrsine koje su oStro ograniCena, brzo nastaju, a sporo nestaju nakon

aplikacije sir¢etne kiseline.

3.4. Jednokarbonski parametri

3.4.1. Uzorkovanje i priprema uzoraka

Odredivanje jednokarbonskih metaboli¢kih parametara (folna kiselina, vitB12,
homocistein) vrsilo se punkcijom kubitalne vene u jutarnjim ¢asovima nakon 12-
¢asovnog gladovanja na Odeljenju kontrole kvaliteta, prijema i distribucije Centra za
laboratorijsku medicinu laboratorijske dijagnostike ili Operativnom odeljenju Klinike

za ginekologiju i akuSerstvo UKCV. Koris¢en je Zut serumski vakutejner (10 ml;
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Becton Dickinson) za serumske uzorke (folna kiselina i vitamin B 12) i zeleni
heparinizirani vakutejner (10ml; Becton Dickinson) za uzorke plazme (homocistein),
pod asepti¢nim uslovima. Uzorci plazme za odredivanje homocisteina odmah su

stavljani u posude sa ledom.

Priprema uzoraka plazme i seruma podrazumevala je centrifugiranje na 3000
obrtaja/min 10 minuta na 25C za serumski vakutejner i odvajanje seruma, kao i
centrifugiranje na 3000 obrtaja/min 5 minuta na 4C (za homocistein) uz hladenje
epruvete i odvajanje heparinizirane plazme. Uzorci seruma i plazme bez znakova
hemolize analizirani su u Centru za laboratorijsku medicinu, na Odeljenju za
automatizovanu laboratorijsku dijagnostiku. Do odredivanja parametara svi uzorci su

cuvani na temperaturi -70 C.

3.4.2. Metode odredivanja

Metoda odredivanja biohemijskih parametara u serumu (vitamin B12 i folna
kiselina) i plazmi (homocistein) bila je metoda CMIA (eng. Chemmyluminescent
Microparticular Immuno Assay- hemiluminescentni mikropartikularni imunoesej) na
analizatoru Alinity (Abbott Dg USA). Referentni intervali bili su definisani od strane
proizvodaca: folna  kiselina:  7-45.3nmol/L; vitamin B12:138-625pmol/L;

homocistein:5.0-12.0 pmol/I.

3.5. Patohistoloski uzorci

Patohistoloski uzorak sa povrSine grlica materice u lokalnoj ili opStoj anesteziji

uzet je primenom jedne od invazivnih dijagnostickih metoda. Biopsijski uzorci uzimani
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su sa kolposkopski sumnjivih lezija. Endocervikalna kiretaza je radena u slucajevima
kada se cela zona transformacije ili se obim lezije nije na adekvatan nacin vizuelizovao.
U skladu sa standardnom praksom, sve histoloski potvrdene lezije visokog stepena sa
dijagnozom CIN2 ili vise (CIN2+) tretirane su LEEP-om ili konizacijom
transformacione zone.

Analiza uzoraka obavljala se u laboratoriji za patohistolosku dijagnostiku
Centra za patologiju i histologiju, UKC Vojvodine. Patohistolosku (PH) interpretaciju
uzoraka sproveli su patolozi koriste¢i CIN terminologiju [77]. Pretpostavili smo da je
histoloski pregled materijala, dobijen ciljanom biopsijom tokom kolposkopije, loop
ekscizijom ili endocervikalnom kiretazom, dao potpunu procenu statusa bolesti.

U tabeli 2 je prikaz ocekivanih dijagnostickih kriterijuma ispitivanih grupa koje su

podeljene na osnovu patohistoloskog nalaza.

Tabela 2. Dijagnosticki kriterijumi u neinvazivnoj proceni stepena tezine CIN-a

PATOHISTOLOSKI NALAZ NA GRLICU MATERICE
DIJAGNO-
STICKI Nperrgr?];:nlé\l CIN 1+ CIN 2 male CIN 2 vece povrSine
POSTUPAK (kontrolna povrsine +CIN3
grupa)
PA llla, PA 1lIb
Citologija PAII ASC-US, ASC-H, L SIL, PA IV
NILM H SIL
HSIL
Ostre ivice, gust aceto-
Blago obojen aceto-white WT('te ?’.pltel’ gmbi‘l
epitel, fina punktacija, fini pun t_acua, nepraviian
Odsustvo pIet, L mozaik, znak grebena,
. s mozaik, nepravilne ivice, Y
Kolposkopija sumnjivih romene na orliéu male unutrasnja
slika prom g demarkacija, promene
povrsine do 50% (do dva licu velik
kvadrantna) ha griieu ve ke
povrsine >50% (vise
od dva kvadranta)
HPV test Negativan Pozitivan Pozitivan
i . | TTkonc.vitB9 i
Jedno karl?fm.Sk' vit. B12 1 konc. folata, vit. B12 | konc. folata, vit. B12
metabolicki L L
- llkonc. | konc. homocisteina 1 konc. homocisteina
parametri h -
omocisteina
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3.6. Nadin izbora, veli¢ina i konstrukcija uzorka

Kriterijumi za uklju¢ivanje u istrazivanje bili su:

e Sve pacijentkinje sa kolposkopski evidentnim “sumnjivim kolposkopskim
slikama” na grli¢a materice: punktacije, mozaik, leukoplakija, atipi¢ni krvni
sudovi, “aceto-white” epitel

e Sve pacijentkinje sa kolposkopskim benignim promenana na grli¢u materice:
ektopija, erozija, cervicitis, polip, metaplazija

e Sumnjiv nalaz citoloskog brisa (Papa Illa, IIIb, IV ili Betezda klasifikacija
ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL)

e Pozitivan nalaz HPV testa

e Prethodno patohistoloski dokazan CIN nekom od invazivnih metoda

e Pacijentkinje starosti do 40 god.

Kriterijumi za isklju€ivanje iz istrazivanja su bili:

e Prisustvo mikroinvazivnog ili invazivnog karcinoma grli¢a materice

o Patohistoloski potvrden karcinom endometrijuma

e Nerazjas$njeno krvarenje iz materice

e Prisustvo malignog tumora na drugim organima u karlici ili abdomen

e Sprovedena hemio i/ili zracna terapija u leCenju malignih tumora na drugim
organima

e Pacijentkinja svojevoljno odustaje od invazivne dijagnosticke procedure
(biopsija, endoecervikalna kiretaza, loop ekscizija, konizacija)

o Pacijentkinje starije od 40 god.
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3.6.1. Odredivanje veli¢ine uzorka

S obzirom na to da se glavna analiza ovog rada odnosi na modelovanje pomoc¢u
bivarijatne logisticke regresije, veli¢ina uzorka je odredena spram ove analize, a
uzimajuci u obzir mo¢ testa, statisticku znacajnost 1 veli¢inu koeficijenta korelacije.
Prema Monte Karlo simulaciji, prikazanoj u radu Hsieha [227], za beleZenje korelacije
izmedu 0.3 1 0.7, te odnosa Sansi izmedu 0 i 30, na nivou od p=0.05, dovoljan je uzorak
od priblizno 200 ispitanika (od kojih je 100 dijagnosticki identifikovanih slucajeva),

kako bi se postigla snaga testa izmedu 0.64 i1 0.89.

3.6.2. Uzorak

Ispitivani uzorak obuhvatio je ukupno 183 ispitanice. Na oshovu

patohistoloskog nalaza sve ispitanice su podeljene u kontrolnu i ispitivane grupe.

e Kontrolna grupa bez prisustva CIN promena (cervicitisi, metaplazija, normalan

nalaz) obuhvatala je 61 ispitanicu.

e Ispitivana grupa, sa CIN promenama potvrdene patohistoloskim nalazom imala

je 122 ispitanice. U okviru ispitivane grupe formirali smo 3 podgrupe na osnovu
tezine CIN promena:

- Grupa CIN 1 promene — 30 ispitanica

- Grupa CIN 2 promene — 47 ispitanica

- Grupa CIN 3 promene — 45 ispitanica
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Nakon statisticke obrade i formiranja predikcionog modela, ispitivanu grupu
CIN 2 podelili smo na dve podgrupe, odnosno izdvojili ispitanice sa CIN 2 promenama
po karakteristikama koje su slicnije CIN 1 grupi (11 ispitanica), i pacijentkinje sa CIN

.....

i leenje (36 ispitanica).

3.7. Statisticke metode

Podaci iz anketnog upitnika i istorije bolesti (citoloski nalaz, rezultati HPV
testa, kolposkopski nalaz, laboratorijski nalazi jednokarbonskih parametara, PH nalaz)
uno$eni su u specijalno kreiranu kompjutersku bazu podataka i dalje obradivani na
personalnom racunaru koris¢enjem MS Office paketa, kao i statistickog programa
SPSS (verzija 25). Kao nivo znacajnosti koristila se vrednost od p<0.05 i p<0.01.

Od statistickih metoda koristile su se metode deskriptivne i inferencijalne
statistike.

- Deskriptivna statistika se koristila za tabelarno i grafi¢ko predstavljanje frekvencija
i procenata, za kategorijalni tip varijabli. Pored toga izracunate su i mere centralne
tendencije 1 rasprSenja za varijable kontinuiranog tipa: aritmeticka sredina,
medijana, standardna devijacija i percentili.

- Pomocu metoda za utvrdivanje dijagnosticke znacajnosti neinvazivnih testova
utvrdeni SU senzitivnost, specifi¢nost, pozitivna i negativna prediktivna vrednost, te
tacnost testa. Dodatno je uradena i ROC analiza (eng. Receiver Operating
Characteristic curve), kojom se pomocu odnosa senzitivnosti i specifi¢nosti

utvrduje dijagnosticka snaga testova.
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- Od inferencijalnih statistickih metoda za utvrdivanje razlika i povezanosti izmedu
varijabli koristili su se:

o Parametarski testovi za varijable koje su kontinuirane i normalno
distribuirane i to Studentov t-test, jednosmerna ANOVA (Analysis of
variance) i ANCOVA (Analysis of covariance)

o Neparametarski testovi za kategorijalne varijable, i one koje ne prate
normalnu raspodelu, odnosno ¥ test, z-test za razlike izmedu proporcija,
Kruskal-Valisov test, Spirmanov koeficijent rang korelacije i binarna

logisticka regresija

Razlike izmedu PH grupa u odnosu na kontinuirane varijable kao $to su starost,
indeks telesne mase, ili jednokarbonski metaboli¢ki parametri, testirane su pomocu
ANOVE ili pomo¢éu ANCOVE. ANOVA i ANCOVA pripadaju porodici generalnih
linearnih modela (GLM — general linear models) [228] i zasnivaju se na poredenju
razlika u varijansi izmedu grupa, s tim da ANCOVA omogucava da se dodatno
statisticki kontroliSu varijable koje mogu da uti¢u na samu zavisnu varijablu koja se
testira. Konkretno, ANCOVA se koristila za testiranje razlika u nivou jednokarbonskih
parametara izmedu PH grupa, pri ¢emu se statisticki kontrolisala starost ispitanica.
Znacajnost medugrupnih razlika u varijansi iskazuje se pomocu F testa. Kako ANOVA
testira razlike izmedu viSe od dve grupe, te znacajnost F test ne govori izmedu kojih
grupa su razlike znacajne, da bi se ustanovile ta¢ne razlike izmedu pojedinih grupa
koristili su se Post Hoc testovi po Danetu (Dunett; ovaj test koriguje nejednake
varijanse), kao i Post Hoc test po Takiju (Tukey; koristi se ukoliko su varijanse grupa

jednake).
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Kao neparametarska zamena za ANOVU koristio se Kruskal-Valisov test, koji
se koristi kada zavisna varijabla ne prati normalnu raspodelu, a postoji vise od dve
grupe izmedu kojih se razlike testiraju.

Razlike izmedu kategorija su testirane pomocu y? testa, a povezanost izmedu
varijabli ordinalnog nivoa merenja testirana je putem Spirmanovog koeficijenta rang
korelacije. Ovaj koeficijent ispituje vezu izmedu varijabli koje ne prate normalnu
raspodelu, a tumaci se na isti nacin kao i Pirsonov test korelacije. Teorijski raspon
koeficijenta kreé¢e se od -1 do +1, pri ¢emu vrednosti blize jedinici oznacavaju vecu
povezanost. Dodatno se koristio i z-test za testiranje razlika izmedu dve proporcije, u
analizi gde se odredivala sli¢nost i razlika ispitanica sa CIN2 nalazom sa ostalim CIN

grupama.

Tabela 3. Klasifikaciona tabela za racunanje dijagnosticke znacajnosti

Rezultat test PH nalaz
ezultattesta =5 zitivan (CIN2+) Negativan (CIN2-)
Pozitivan L L
Tacno pozitivni - TP Lazno pozitivni - FP
Dijagnosticki
test Negativan o o
Lazno negativni - FN Tacno negativni - TN

Ispitivanje dijagnosticke zna€ajnosti neinvazivnih metoda sprovedeno je
pomocu Klasifikacione tabele (tabela 3), u kojoj su razvrstani pozitivni i negativni
patohistoloski rezultati i u odnosu na njih rezultati pojedinih dijagnostickih metoda.
Ishod ovakve podele su cetiri primarna klasifikaciona pokazatelja: tacno pozitivni,
lazno pozitivni, tacno negativni i lazno negativni rezultati. Na osnovu frekvencija ovih
pokazatelja racunaju Se senzitivnost, specificnost, prediktivna pozitivna (PPV),

negativna prediktivna vrednost (NPV), kao i opsta tacnost testa (tabela 4).
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Tabela 4. Racunanje dijagnostickih pokazatelja i njihovo znacenje

Dijagnosticki

pokazatelj Formula Znacenje

Senzitivnost TP/(FN+TP) Potencijal testa da prepozna pacijente
koji su bolesni

Specifi¢nost TN/(FP+TN) Potencijal testa da prepozna pacijente
koji nisu bolesni

PPV TP/(TP+FP) Proporcija pacijenata koji su bolesni i

sa pozitivnim rezultatom, medu svim
pacijentima koji imaju pozitivan
rezultat (osetljiv na prevalenciju)

NPV TN/(TN+FN) Proporcija pacijenata koji nisu bolesni
1 imaju negativan rezultat, medu svim
pacijentima kojima je test bio
negativan (osetljiv na prevalenciju)

Tacénost (TP+TN)/TP+FP+TN+FN) Opsta taénost testa — potencijal testa da
ta¢no klasifikuje bolesne i zdrave

Da bi se utvrdila opSta tacnost testa, odnosno verovatnoca testa da ispravno
klasifikuje, sprovedena je ROC analiza, koja graficki prikazuje odnos senzitivnosti i
lazno pozitivnih nalaza (1-specifi¢nost), a sam odnos predstavlja verovatnocu ispravne
klasifikacije na osnovu dijagnosticke metode [229] (eng. Likelihood ratio (LR)).
Verovatnoca ispravne pozitivne klasifikacije se racuna po formuli: LR+ =
senzitivnost/(1-specifi¢nost) i oznacava koliko je verovatno da se pozitivan test nade
kod stvarno obolelih u odnosu na to da se nade medu neobolelima. Dobar dijagnosticki
test ima vrednost LR>10, i takav test je pouzdan. Sa druge strane verovatnoca ispravne
negativne klasifikacije se ra¢una po formuli: LR— = (1-specifi¢nost)/senzitivnost, i
oznacava verovatnocu da se negativan test nade medu obolelima u odnosu na to da se
isti test nade medu neobolelima. Ova vrednost moze biti relevantna ako se koristi kada
treba da se isklju¢i bolest. Dobar dijagnosticki test ima vrednost LR<0.1. Sto je niza
vrednost to je veca verovatnoc¢a da pacijent nema dijagnozu ukoliko se dobije negativan

rezultat testa [229].
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Diskriminativnost testa racunala se putem ROC analize i odnosi se na vrednost
AUC (eng. Arena Under the Curve). Izracunava se na osnovu grafikona na kojem se na
x osi nalaze vrednosti /—specificnost (odnosno vrednosti verovatnoc¢a lazno pozitivnih
rezultata), a na y osi se nalazi senzitivnost [229,230]. Sama AUC vrednost se teorijski
kre¢e u rasponu od 0 do 1. Dijagonala na grafiku odgovara vrednosti AUC od 0.5.
Statisticki se potom testira da li vrednost AUC-a odredenog dijagnostickog testa
znadajno odstupa od vrednosti 0.5. Sto je vrednost veéa od 0.5 to test ima vecu
diskriminatornu mo¢ u pogledu razdvajanja stvarno obolelih od neobolelih. Postoji
pravilo za odredivanje koliko je test diskriminativan a na osnovu vrednosti AUC-a
[229]:

AUC > 0.9 - odlic¢an test

AUC = 0.8-0.9 — veoma dobar test

AUC =0.7-0.8 — dobar test

AUC = 0.6-0.7 — dovoljno dobar test
AUC =0.5-0.6 — 1os test

Binarna logisticka regresija Koristila se za odredivanje dijagnosticke efikasnosti
testova, jer pored toga Sto prikazuje udruzenu senzitivnost i specifi¢nost, prikazuje i
odnos Sansi (odds ratio) pojedinacnih prediktora, uzimajuc¢i u obzir doprinos svih
prediktora u modelu (adjusted odds ratio). Najpre je napravljen model sa svim
prediktorima pomocu enter metode (kada se unose svi prediktori, bez obzira na to
koliko doprinose predvidanju), a onda su se pomocu backward metode po Waldu u
modelu ostavili oni prediktori koji najvise doprinose klasifikaciji u rizi¢nu i nerizicnu

grupu (CIN2- i CIN2+ grupu).
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4. Rezultati

U toku ispitivanog perioda, ukupno 204 ispitanica je ispunjavalo Kriterijume za
ulazak u studiju; od toga, 10 ispitanica je odbilo PH verifikaciju, njih 8 nije izvadilo
krv za odredivanje jednokarbonskih parametara, a 3 su odbile uéesc¢e u studiji. Nakon

toga, ukupno 183 ispitanice je ukljuceno u istrazivanje (slika 3).

Ispitanice koje
ispunjavaju kriterijjume
N=204

I—I |

Iskljucene 1z studije:

Odbile ucesce (3) Ispitanice ukljucene u
Nisu izvadile kv (8) studiju
Odbile PH verifikaciju (10) BT N=183
I
I |
Ispitivana grupa Kontrolna grupa
(CIN promene) (bez CIN promena)
| N=122 I N=61
| |
CIN1 CIN2 CIN3
N=30 N=47 N=45
I
I |
CIN 2 sli¢niji CIN1 CIN 2 sli¢niji CIN 3
N=11 N=36

Slika 3. Dijagram toka studije
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4. Rezultati

4.1. Socio-demografski i klini¢ki opis uzorka i testiranje razlika izmedu

patohistoloskih grupa

Uzorak su ¢inile 183 ispitanice uzrasta od 17 do 40 godina (M=28.79£5.35). U
tabeli 5 prikazana je raspodela uzorka u odnosu na socio-demografske pokazatelje i
neke faktore rizika (indeks telesne mase, pusacki status, obrazovanje, prisustvo
hroni¢nih bolesti 1 maligniteta u porodi¢noj anamnezi), a u odnosu na patohistolosku
grupu. Ako se gleda ukupan uzorak najveci broj ispitanica ima normalnu telesnu masu
(87.3%), a samo je mali broj onih koje pripadaju kategoriji pothranjenih (5.5%) ili
gojaznih (7.2%). Skoro polovina ispitanica (47%) su nepusaci, 13.3% povremeno
konzumiraju cigarete, i 39.8% su pusaci. Kada su u pitanju hroni¢ne bolesti, 6.7%
ispitanica je prijavilo prisustvo hroni¢nih bolesti, ukljuc¢ujuci probleme sa tireoidnom
zlezdom, prisustvo autoimunih bolesti, bolesti kardio-vaskularnog sistema ili nekih
psihickih poremecaja, poput depresije ili anksioznosti. Od ukupnog broja ispitanica,
31.1% njih je prijavilo prisustvo maligniteta u porodici.

Razlike izmedu CIN grupa u odnosu na navedene ispitivane parametre
prikazane u tabeli 5, testirane su ili pomo¢u ANOVE (kontinuirane varijable: starost u
godinama i indeks telesne mase), ili pomodu ¥ testa za nezavisne uzorke.

Ispitanice kojima su detektovane CIN3 promene su u proseku najstarije, dok su
ispitanice sa CIN2 promenama najmlade. Razlike izmedu patohistoloskih grupa su i
statisti¢ki znacajne (p=0.001).

Ako se pogleda indeks telesne mase, ispitanice iz CIN3 grupe imaju najvisu
prosecnu vrednost ovog pokazatelja, zatim slede ispitanice sa CIN1 promenama, dok

ispitanice kojima nisu detektovane CIN promene i sa CIN2 promenama imaju isti
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prosecni nivo BMI. Iako su prose¢ne vrednosti BMI svih grupa priblizno iste, razlike

su statisticki znacajne (p=0.04).

U odnosu na obrazovni status, u svakoj od PH grupa, najmanje je ispitanica sa

osnovnim obrazovanjem, dok su podjednako zastupljene ispitanice koje imaju srednje

i visoko obrazovanje. Hi kvadrat testom utvrdeno je da stepen obrazovanja u

posmatranim grupama ujednacen i da nema statisticki znacajne razlike (p=0.19).

Razlike izmedu PH grupa nisu detektovane ni u odnosu na prisustvo hroni¢nih

bolesti (p=0.51), niti u odnosu na istoriju maligniteta u porodici (p=0.45).

Tabela 5. Socio-demografske karakteristike i riziko faktori ispitanica u odnosu na CIN status

Varijabla Bez CIN CIN1 CIN2 CIN3 Statistik-
tatistik;
promena vrednost

(N=183) (N=61) (N=30) (N=47) (N=45) P

Starost (M+SD) 27.93t4.8 29.10+4.0 26.66+5.5  31.96+5.3 F(3,179)=9.4
p=0.001

BMI (M£SD) 20.67£2.0 21.59+4.8 20.68+1.7 22.1+2.9 F(3,179)=2.8
p=0.04

BMI (%)

BMI< 18.5 6.6% 10% 4.3% 2.2% ¥?(9)=15.05

18.5>BMI<25  90.3% 83.4% 93.6% 80% p=0.09

25>BMI <30 3.1% 3.3% 2.1% 15.6%

BMI > 30 0% 3.3% 0% 2.2%

Obrazovanje (%)

Osnovna $kola 6.6% 10% 2.1% 13.3% ¥*(6)=8.75
Srednja skola 39.3% 30% 55.3% 42.2% p=0.19
Visoka §kola 54.1% 60% 42.6% 44.5%

Pusacki status (%)

Nepusac 63.9% 50% 44.6% 26.7% ¥?(6)=22.19
<10 nedeljno 16.4% 13.3% 12.8% 8.9% p=0.001
Pusac 19.7% 36.7% 42.6% 64.4%

Hroni¢ne bolesti 4.9% 3.3% 6.4% 11.1% v*(3)=2.30
(% pozitvnih) p=0.51
Malignitet u 26.2% 30% 27.7% 40% v*(3)=2.62
porodici p=0.45

(% pozitivnih)

Napomena: N — broj Zena u uzorku; M — aritmetic¢ka sredina; SD — standardna devijacija; BMI
— indeks telesne mase; procenti su ra¢unati u odnosu na broj zena u svakoj od CIN grupa
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Utvrdili smo postojanje statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa u
vezi sa statusom pusenja. Najveci broj pusaca (64.4%) zastupljen je u grupi sa CIN3
promenama u odnosu na ispitanice iz ostalih grupa (p=0.001).

Na grafikonu 2. prikazan je udeo ispitanica u odnosu na pusacki status i PH
grupu. U grupi bez CIN promena najve¢i udeo predstavljuju ispitanice nepusaci
(44.8%), kao i povremeni pusaci (41.7%). Najveéi broj pusaca je prisutno u CIN3 grupi
(40.3%), a zatim u CIN2 grupi (27.8%). Najmanji broj nepusaca je zastupljen u CIN3
grupi (13.8%). CIN1 i CIN2 grupe imaju ravnomerno zastupljenje sve tri grupe, tako
da je pusacki status najdiskriminativniji za ekstremne grupe — CIN3 (najveéi broj
pusaca i najmanji broj nepusaca) i kontrolnu grupu (najveci broj nepusaca i najmanji

broj pusaca).

50.0%

B nepusgac
M do 10 cigareta nedeljno

40.0% pugac

30.0%

Procenat

20.0%

10.0%

=

Bez CIN CIN1 CIN2 CIN3
promena

Patohistoloska grupa

Grafikon 2. Procenat zastupljenosti pusaca i nepusaca u odnosu na CIN status

Na osnovu podataka iz anketnog upitnika koji se odnose na ginekoloSke
parametre i1 indikatore rizicnog seksualnog ponasanja, na celokupnom uzorku,

ispitanice su menarhu dobile sa 12.63£1.21 godina (najranije sa 9, a najkasnije sa 18
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godina), a prvi koitus je ve¢ina imala izmedu 16. i 21. godine (76%). Vecina ispitanica
(79.2%) je do momenta ispitivanja imala do pet seksualnih partnera (20.8% ih je imalo
preko pet partnera). Skoro 40% ispitanih Zena ne koristi nikakav vid kontracepcije, dok
skoro polovina koristi kondom (49.9%), 8.8% koristi kontraceptivne pilule, a samo
1.7% ima spiralu (intrauterini ulozak). Preko tri cetvrtine (84.2%) zena ide na redovne
ginekoloske kontrole i 83.6% redovno radi Papa kontrolne briseve. Ispitanice su u
proseku imale jednu trudno¢u (M=0.97+1.23), odnosno, polovina njih nije bilo trudno,
21.9% ispitanica je imalo jednu, 16.4% dve trudnoce, 7.1% ih je imalo tri trudnoce,
3.3% cetiri i 1.6% pet trudnoca. Nesto iznad 60% ispitanica nije imala porodaj, 15.3%
je imala jedan, 21.9% je imalo dva, a 2.7% je imalo tri porodaja. Abortus nije imalo
77% ispitanica, 21.3% ih je imalo namerni prekid trudnoce, a 1.6% je imala spontan
pobacaje.

Ako posmatramo navedene parametre u odnosu na CIN status, statisticki
znacajne razlike zabeleZene su za broj seksualnih partnera, broj trudnoca, broj porodaja,
redovnost ginekoloskih kontrola i redovnost uzimanja Papa brisa (tabela 6).

Broj ispitanica sa CIN 2 1 CIN 3 promenama koje su imale viSe od 5 seksualnih partnera
statisti¢ki je mnogo veci u odnosu na ispitanice sa CIN 1 promenama i ispitanicama bez
CIN promena (¥2(3)=13.9 p=0.003).

Utvrdili smo da postoji statisticki znacajna razlika u broju trudnoca
(x2(6)=18.83 u p=0.03) izmedu ispitanica bez CIN promena i sa CIN 3 promenama.
60.7% ispitanica bez CIN promena nije imalo trudnocu, za razliku od 28.9% ispitanica
sa CIN3 promenama. Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu ispitanica i u odnosu
na porodaj. Kod ispitanica sa CIN3 promenom, njih 64.4% je radalo, u odnosu na 29.5%

u grupi bez CIN promena (¥2(3)=16.06 p=0.001).
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Tabela 6. Ginekoloski parametri i indikatori rizicnog seksualnog ponasanja ispitanica u
odnosu na CIN status

Varijabla Bez CIN

promena CIN1 CIN2 CIN3 Statistik;
(N=183) (N=61) (N=30)  (N=47)  (N=45) p vrednost
Menarha (M + SD) 12.4+0.8 129+16 12.8+14 12711 F(3,179)=1.82

p=0.15
Prvi koitus (%)
Pre 16. godine 14.8% 6.7% 29.8% 20% ¥?(6)=11.11
lomedu16.121. go306  933%  63.8%  7L1%  p=0.09
godine
Posle 21.
godine
Br. seks. partnera (%)
Manje od pet 86.9% 93.3% 76.6% 63.3%  ¥*(3)=13.91

4.9% 0% 6.4% 8.9%

Vise od 5 13.1% 6.7% 23.4% 37.8%  p=0.003
Kontracepcija (N=183)
Kondom 47.5% 56.7% 42.6% 55.6%  %%(9)=8.33
IUD 0% 3.3% 4.3% 0% p=0.50
Pilule 13.1% 3.3% 8.5% 6.7%
Ne koristi 39.3% 36.7% 44.7% 37.8%
Broj trudnocéa (%)
Nije imala 60.7% 50% 55.3% 28.9%  x%(6)=18.83
Manje od tri 34.4% 33.3% 34% 51.1%  p=0.03
Tri i vise 4.9% 16.7% 10.6% 20%
Porodaj (% Da) 29.5% 40% 29.8% 64.4%  ¥*(3)=16.06
p=0.001
Abortus (%)
Ne 85.3% 80% 70.2% 71.1%  x%(6)=8.22
Namerni 13.1% 20% 29.8% 24.4%  p=0.22
Spontani 1.6% 0% 0% 4.4%
Redovnost 96.1% 90% 87.2% 62.2%  ¥%(3)=22.80
ginekoloSkih kontrola p=0.001
(% Da)
Redovnost Papa 93.4% 90% 89.4% 60% ¥?(3)=24.63
briseva (%Da) p=0.001

Napomena: N — ukupan broj validnih podataka; M — aritmeticka sredina; SD — standardna
devijacija

Ispitanice koje nisu imale CIN promene (96.1%), kao i one sa CIN 1 promenom

(90%) idu na redovne ginekoloske kontrole i redovno im je uziman Papa bris (93.4% i
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90%), za razliku od onih sa CIN3 promenama, medu kojima samo 62.2% ide na redovne

kontrole ginekologa i radi Papa bris (60%) (32(3)=24.63 p=0.001).

4.2. Distribucija citoloskih, virusolos$kih, kolposkopskih i patohistoloskih nalaza

u ispitivanom uzorku

U tabeli 7. prikazani su citoloski, kolposkopski, virusoloski i patohistoloski

nalazi u odnosu na celokupan uzorak.

Tabela 7. Citoloski, kolposkopski, virusoloski i patohistoloski nalaz u celokupnom uzorku

Varijabla Frekvencija Procenat
Citolo$ki rezultati (N=183)
NILM 64 35
ASCUS 26 14.2
ASC-H 26 14.2
L SIL 39 21.3
H SIL 28 15.3
Kolposkopski nalaz (N=183)
Bez atipi¢nih promena 27 14.8
Nisko suspektan 115 62.8
Visoko suspektan 41 22.4
HPV (N=183)
hrHPV pozitivan 123 67.2
hrHPV negativan 60 32.8
HPV16 pozitivan 50 27.3
HPV/18 pozitivan 20 115
ostali hrHPV pozitivan 79 43.2
Patohistoloski rezultati (N=183)
Odsustvo CIN (cervicitis, metaplazija, 61 335
normalan)
CIN1 30 16.5
CIN2 47 25.8
CIN3 45 24.2

Napomena: N — ukupan broj validnih podataka; M — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna
devijacija

Uredan Papa bris (Il grupa, NILM) imalo je 35% ispitanica. ASCUS i LSIL
zabelezeni suu 14.2% 1 21.3% slucajeva. ASC-H (111a) je imalo 14.2% ispitanica, dok

je HSIL (Illb i IVgrupa) nalaz imalo 15.3%.
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Kolposkopskim pregledom, normalan nalaz je utvrden kod 14.8%, nisko

suspektan nalaz kod 62.8% Zena, a kod 22.4% je utvrden visoko suspektan nalaz.

Prisustvo hrHPV virusa detektovano je kod 67.2% pacijentkinja (32.8% ih je

hrHPV negativno). Od testiranih virusa, najprisutniji je tip HPV16 (ukupno 27.3%).

HPV 18 je zastupljen u 11.5% uzorka, dok su ostali hrHPV tipovi (31, 33, 35, 39, 45,

51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) prisutni kod 43.2% pacijentkinja. Na grafikonu 3 prikazana

je struktura uzorka u odnosu na samostalno ili udruzeno prisustvo hrHPV tipova.

pozitivan
45%

Samo HPV ostali

svi HPV pozitivan
2%

Samo HPV16
pozitivan
27%

HPV16 + HPV
ostali pozitivan
11%

HPV16+ HPV18
pozitivan
HPV18+HPV 1%
ostali pozitivan

6%

Samo HPV18
pozitivan
8%

Grafikon 3. Utvrdeni hrHPYV tipovi kod ispitanica

Kada su u pitanju patohistoloske promene, 33.5% je klasifikovano kao odsustvo

skvamoznih promena u epitelu (cervicitis/metaplazija/normalan) i predstavlja

kontrolnu grupu. Ispitivane grupe: CIN1 promene su zabelezene kod 16.5% zena, CIN2

kod 25.8%, a CIN3 kod 24.2% ispitanih Zena.
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4.2.1.Zastupljenost citoloskih, virusoloskih i kolposkopskih nalaza po

patohistoloSkim grupama

Na grafikonu 4 i u tabeli 8 prikazana je korelacija citoloskih nalaza u odnosu na

patohistoloske grupe.

Tabela 8. Uskladenost citoloskog brisa u odnosu na patohistoloski nalaz

Citoloski Patohistoloski nalaz
nalaz Bez CIN CIN1 CIN 2 CIN 3 Ukupno

NILM 43(23.5%) 14 (7.7%) 7 (3.8%) 0 (0%) 64 (35%)
%odBetezda 67.2% 21.9% 10.9% 0% 100%
grupe
% od PH 70.5% 46.7% 14.9% 0%
grupe
ASCUS 8(4.4%) 7 (3.8%) 10 (5.5%) 1 (0.5%) 26 (14.2%)
%odBetezda 30.8% 26.9% 38.5% 3.8% 100%
grupe
% od PH 13.1% 23.3% 21.3% 2.2%
grupe
ASC-H 1 (0.5%) 0 (0%) 8 (4.4%) 17 (9.3%) 26 (14.2%)
%odBetezda 3.8% 0% 30.8% 65.4% 100%
grupe
% od PH 1.6% 0% 17% 37.8%
grupe
L SIL 9(4.9%) 9 (4.9%) 18 (9.9%) 3 (1.6%) 39 (21.3%)
%odBetezda 23.1% 23.1% 46.2% 7.6% 100%
grupe
% od PH 14.8% 30% 38.3% 6.7%
grupe
H SIL 0(0%) 0 (0%) 4 (2.2%) 24 (13.1%) | 28 (15.3%)
%odBetezda 0% 0% 14.3% 85.7% 100%
grupe
% od PH 0% 0% 8.5% 53.3%
grupe
Ukupno (N)  61(33.3%) 30(16.4%) 47(25.8%) 45 (24.5%) | 183(100%)

Napomena: Boje oznacavaju procenu neslaganja citoloskog i PH nalaza zelena — slaganje; Zuta-
manja varijacija plava- manje neslaganje; BIllBIE- veliko neslaganje

Kod ispitanica sa citoloskim nalazom NILM u 67.2% slu¢ajeva patohistoloski

je verifikovano odsustvo CIN promena, kod 14 pacijentkinja (21.9%) dijagnostikovan

je CIN 1, a kod 7 pacijentkinja (10.9%) CIN 2 promena. Nijedna pacijentkinja sa

citoloSkim nalazom NILM nije imala CIN 3 promenu.
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Citoloski nalaz ASCUS-a, bio je prisutan u relativno podjednakoj meri u
kontrolnoj grupi (30.8%), kao i kod onih sa CIN1 (26.9%) i CIN2 (38.5%) promenama.
Samo jedna pacijentkinja (3.8%) sa ASCUS citoloskim nalazom, imala je CIN 3
promenu.

LSIL citoloski nalaz zabelezen je u istom broju kod ispitanica bez CIN promena
i onih sa CIN 1 promenama (po 23.1%), dok je najveca ucestalost bila u CIN 2 grupi
(46.2%). Kod tri pacijentkinje (7.6%) sa LSIL citoloskim nalazom dijagnostikovane su
CIN 3 promene.

U grupi sa CIN1 promenama, ASC-H citoloski nalaz nije zabelezen, dok je
samo jedna pacijentkinja iz kontrolne grupe imala ovakav nalaz (3.8%). ASC-H nalaz
najvise je bio zastupljen medu ispitanicama sa HSIL promenama (96.2%) (CIN2
(30.8%) 1 CIN3 promene (65.4%)). H SIL citoloski nalaz registrovan je isklju¢ivo kod
ispitanica kojima su detektovane CIN 2 (14.3%) i CIN 3 promene (85.7%).

Na grafikonu 4 i u tabeli 8 moze se videti da nijedna pacijentkinja sa
patohistoloski verifikovanom CIN 3 promenom nije imala uredan citoloSki (NILM)
nalaz. Takode, nijedna ispitanica sa citoloskim nalazom HSIL nije imala CIN 1
promenu, kao ni uredan PH nalaz.

100.0% Citoloski
nalaz

EriLm
BWeascus
Wasc-H
HL s
OH =L

80.0%

60.0%

Procenat

40.0%

200%

0%

Odsustvo CIN CIMA Cinz CING
promena

Patohistoloska grupa

Grafikon 4. Ucestalost citoloskih nalaza u odnosu na patohistoloski nalaz
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U tabeli 9 i grafikonu 5 prikazana je korelacija kolposkopskih nalaza i
patohistoloskih grupa. Kolposkopske nalaze klasifikovani smo u tri grupe — bez
atipi¢nih promena, nisko suspektne i visoko suspektne promene po IFCPC [138].

Nalaz bez atipi¢nih promena je u najvecoj meri bio zastupljen kod ispitanica
koje su imale normalan patohistoloski nalaz (44.4%), dok nijedan od ovih nalaza nije
bio prisutan u grupi sa CIN 3 promenom. Medutim, moze se primetiti da je ovaj nalaz
cesce bio prisutan kod pacijentkinja sa kasnije utvrdenim CIN 2 promenama (33%),

nego kod Zena sa CIN 1 promenama (22%)).

Tabela 9. Uskladenost kolposkopskih nalaza u odnosu na patohistolosku grupu

Patohistoloski nalaz

Kolposkopski nalaz

Bez CIN CIN1 CIN 2 CIN 3 Ukupno
promena
Bez atip. promena 12 (6.6%) 6 (3.3%) 9 (4.9%) 0 (0%) 27 (14.8%)
% od kolp. grupe 44.4% 22.3% 33.3% 0% 100%
% od PH grupe 19.7% 20% 19.1% 0%

Nisko susp. prom. 48 (26.2%) 20 (10.9%) 28 (15.3%) 19 (10.4%) | 115 (62.8%)
% od kolp. grupe 41.8% 17.4% 24.3% 16.5% 100%
% od PH grupe 78.7% 66.7% 59.6% 42.2%

Visoko susp. prom. 1 (0.5%) 4 (2.2%) 10 (5.5%) 26 (14.2%) | 41 (22.4%)

% od kolp. grupe 2.4% 9.8% 24.4% 63.4% 100%
% od PH grupe 1.6% 13.3% 21.3% 57.8%
Ukupno (N) 61(33.5%) 30 (16.5%) 47 (25.8%) 45 (24.2%) | 183 (100%)

Napomena: Boje ozna¢avaju procenu neslaganja kolposkopskog nalaza i PH nalaza zelena —
slaganje; zuta- manja varijacija plava- manje neslaganje; BiMBI@- veliko neslaganje

Kada su u pitanju nisko suspektne promene, one su takode najvise bile
zastupljene kod pacijentkinja sa normalnim patohistoloskim nalazom (41.8%), a zatim
kod pacijentkinja sa CIN2 promenama (24.3%). U manjoj meri bio je prisutan kod zZena

kod kojim su detektovane CIN 1 (17.4%) i CIN 3 promene (16.5%).
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Visoko suspektne promene bile su prisutne najvise kod pacijentkinja sa CIN 3
promenama (63.4%), a zatim kod onih sa CIN 2 promenama (24.4%). Ovakve promene
su mnogo rede uocene kod pacijentkinja sa CIN 1 promenama (9.8%), a kod svega
jedne ispitanice sa normalnim patohistoloskim nalazom (2.4%).

Nijedna ispitanica sa CIN3 promenom nije imala normalan kolposkopski nalaz
(bez atipicnih promena). Visoko suspektan kolposkopski nalaz opisan je kod priblizno

10% Zena sa CIN1 promenama.

Kolposkopski
nalaz

60.0% .bgz atipicnih promena
M nisko suspektan nalaz
Mvisoko suspektan nalaz

40.0%

Procenat

20.0%

0%
Odsustvo CIN CINT CINZ CINZ
promena

Patohistoloski nalaz

Grafikon 5. Procenat zastupljenosti kolposkopskih nalaza u odnosu na PH nalaz

Na grafikonu 6 i tabeli 10 prikazana je raspodela ispitanica u odnosu na hrHPV
status i patohistoloski nalaz. U kontrolnoj grupi, zabelezen je i najveci broj hrHPV
negativnih nalaza (63.3%), u odnosu na grupu sa CIN 3 promenama gde je svega jedna
ispitanica imala negativan hrHPV nalaz (1.7%). Zastupljenost HPV negativnog nalaza
kod ispitanica sa CIN 1 i CIN 2 nalazom bila je 21.7% i 13.3%. Najmanje hrHPV
pozitivnih ispitanica imali smo u grupi sa CIN 1 promenom (13.8%) i u grupi sa
normalnim patohistolo§kim nalazom (18.7%), dok je zastupljenost u grupama CIN 2 i

CIN 3 bila podjednaka (31.7% i 35.8%).
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Grafikon 6. Ucestalost pojedinih patohistoloskih nalaza ispitanica u odnosu na HPV status

Pozitivni nalazi na HPV16, HPV18 i ostale hrHPV tipove virusa u odnosu na
patohistoloski nalaz prikazana je u tabeli 11. Najveéi procenat Zena koje su bile
pozitivne na prisustvo HPV16 virus imale su CIN3 promene (60%). U ostalim PH
grupama HPV16 bio je zastupljen sa 22% kod CIN2, 8% kod CIN1 i 10% u kontrolnoj
grupi. HPV 18 bio je prisutan kod 45% ispitanica sa CIN2 nalazom i kod 30% sa CIN3
nalazom. Ostali hrHPV najvise su bili zastupljeni medu ispitanicama koje su imale
CIN2 promene (32.9%) 1 CIN 3 promene (31.7%), u manjoj meri kod Zena koje su
imale normalan patohistoloski nalaz (21.5%), a najmanje kod zena sa CIN1 promenama
(13.9%).

Tabela 10. Ucestalost pojedinih patohistoloskih nalaza ispitanica u odnosu na HPV status

Patohistoloski nalaz

Virusoloski nalaz Bez CIN promena CIN1 CIN 2 CIN3
(N=61) (N=30) (N=47) (N=45)
Z\Tfi‘gg‘;" bilokog hrHPV 53 (12 606)  17(9.3%) 39 (21.3%) 44 (24%)
% od HPV grupe 18.7% 13.8% 31.7% 35.8%
% od PH grupe 37.7% 56.7% 83% 97.8%
HPV negativni (N=60) 38 (20.8%) 13(7.1%) 8(44%) 1(0.5%)
% od HPV grupe 63.3% 21.7% 13.3% 1.7%
% od PH grupe 62.3% 43.3% 17% 2.2%
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Tabela 11. Ucestalost prisustva HPV16 i HPV18 virusa s obzirom na patohistolosku grupu

Patohistoloski nalaz

Virusoloski nalaz Bez CIN promena CIN1 CIN 2 CIN3
(N=61) (N=30) (N=47) (N=45)

HPV 16 - pozitivan 5 (2.7%) 4 (2.2%) 11 (6%) 30 (16.4%)
(N=50) 10% 8% 22% 60%
% od HPV grupe 8.2% 13.3% 23.4% 68.2%
% od PH grupe
HPV 18 - pozitivan 3 (1.6%) 2 (1.1%) 9 (4.9%) 6 (3.27%)
(N=20) 15% 10% 45% 30%
% od HPV grupe 4.9% 6.7% 19.1% 13.6%
% od PH grupe
hrHPV ostali — pozitivan 17 (9.3%) 11 (6%) 26 (14.2%) 25 (13.7%)
(N=79) 21.5% 13.9% 32.9% 31.7%
% od HPV grupe 27.9% 36.7% 55.3% 55.6%

% od PH grupe

Na grafikonu 7

patohistoloskim grupama,

prikazana je =zastupljenost pozitivnih HPV nalaza u

u odnosu na ukupan uzorak. U grupi koja je imala normalan

patohistoloSki nalaz najprisutniji su ostali hrHPV virusi. Najvise se istiCe grupa

ispitanica sa CIN3 promenama, kod kojih je izrazito dominantno prisustvo HPV16

virusa.
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Grafikon 7. Procenat zastupljenosti HPV tipova virusa u odnosu na patohistoloski nalaz

Na osnovu prikazanih rezultata, moze se videti da je HPV16 prisutan u preko

80% slucajeva kojima su detektovane CIN2 ili CIN3 promene. Sa druge strane, kod
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zena koje imaju negativan HPV nalaz, samo 1 pacijentkinja je imala CIN3 promene,

odnosno njih 8 je imalo CIN2 promene (ukupno u odnosu na ceo uzorak 4.9%).

4.3.Parametri jednokarbonskog metabolizma u ukupnom uzorku

Vrednosti homocisteina, folata i vit B12 kod ispitanica prikazane su u tabeli 12.
Prosecan nivo folata iznosio je 15.18+8.57 (Medijan=13.6), a kretao se od 5.20 do 82
nmol/l, dok je prosecan nivo vitamina B12 iznosio 226.58+81.67 (Medijan=213.70), a
raspon se kretao od 86.80 do 594.60 pmol/l. Vrednosti homocisteina kretale su se u

rasponu od 4.90 do 14.70umol/l (M=8.83£2.06, Medijan=8.6).

Tabela 12. Vrednosti homocisteina, folata i vit B12 u ukupnom uzorku

Statistik Homocistein B9 B12
(N=183) (N=183) (N=183)

Aritmeti¢ka sredina 8.83 15.18 226.58
Medijan 8.60 13.60 213.70
Mod 9.30 13.60 148.60
Standardna devijacija 2.06 8.57 81.67
Minimum — maksimum 4.90-14.70 5.20-82.00 86.80-594.60
Percentili

25 7.50 9.30 166.20

50 8.60 13.60 213.70

75 9.80 17.60 265.80

4.3.1.Jednokarbonski parametri u odnosu na patehistoloski nalaz

Prose¢ne vrednosti homocisteina u grupi ispitanica bez CIN promene bile su
statistiCki znacajno nize u odnosu na vrednosti u grupi ispitanica sa CIN promenama

F(3, 178)=8.21, p<0.001, #%=0.122" (tabela 13).

1 % — parcijalna kvadrirana eta, pokazatelj veli¢ine efekta, vrednosti od 0.06 ukazuju na srednje efekte 0.14 i vise, ukazuju na
velike efekte [228].
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Tabela 13. Aritmeticke sredine i medijan nivoa homocisteina u odnosu na PH grupu

Varijabla N M+SD Median F p
Patohistoloski nalaz
Bez 61 8.06 £2.10 7.8 F(3,178)=8.21 p<0.001
promena
CIN1 30 9.12 £ 2.05 8.6
CIN2 47 8.67+£1.89 8.2
CIN3 45 9.87+1.75 9.6
Godine 183 28.79 + 28 F(1,178)=1.68 P=0.197
5.35

Napomena: N — broj ispitanica; M — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija; F — F-
test; p — nivo znacajnosti

Ispitanice sa CIN3 patohistoloskim nalazom imale su najvise vrednosti
homocisteina u odnosu na sve ostale grupe, a statisticki znacajno vec¢i nivo su imale u
odnosu na grupu koja nije imala CIN promene (p<0.001) i grupu sa CIN2 (p<0.05)

promenama (grafikon 8).

XXX
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Aritmeticke sredine
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0o
Bez promena CIMA1 Cln2 Clng

PH nalaz

Aritmeticke sredine su korigovane za proseénu vrednost godina M= 28.7348

Vertikalne linije oznafavaju 95% intervale poverenja

Grafikon 8. Prosecne vrednosti homocisteina u odnosu na patohistoloski nalaz, korigovane za
prosecnu starost (* - p<0.01; *** - p<0.001)

Nivoi vitamina B9 znaajno se razlikuju po PH grupama: F(3,178)=3.364,
p<0.05, #2=0.056 (tabela 14). Ispitanice kod kojih su detektovane CIN3 promene imale
su najnizi nivo folata u odnosu na ostale tri grupe (M=12.06+5.43, Medijan=10.8).

Ispitanice sa CIN 1 promenama imale su u proseku najviS§i nivo vitamina B9
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(M=18+13.52, Medijan= 15.2). Poredenjem parova grupa sa Bonferoni korekcijom
utvrdeno je da se ove dve grupe statisticki znacajno razlikuju (P<0.05). Medutim grupa
bez CIN promena, grupa CIN2 i grupa CIN1 se medusobno ne razlikuju statisticki
znacajno (grafikon 9) . Na osnovu ove analize moglo bi se jedino sa ve¢om sigurno$céu
tvrditi da nizak nivo vitamina B9 (Medijan=11) korespondira sa najtezim
patohistoloskim promenama — CIN3. Sa druge strane, visok nivo ovog vitamina nije
nuzno protektivni faktor patoloskih promena, s obzirom na to grupa koja je bila bez

patohistoloskih promena nije imala i najveéi nivo ovog vitamina.

Tabela 14. Aritmeticke sredine i medijan nivoa B9 i B12 u odnosu na patohistolosku grupu

Varijabla N M=SD Median F P
B9
Bez promena 61 15.80 + 8.28 13.6  F(3,178)=3.53 p<0.05
CIN1 30 18.00 + 13.52 152  F(3,179)=3.33* p<0.05
CIN2 47 15.55 + 6.52 14.3
CIN3 45 12.06 £5.43 10.8
Godine 183 28.79+5.35 F(1,178)=0.589 P=0.444
B12
Bez promena 61 24490+ 93.13 243.60 F(3,178)=4.26 p<0.01
CIN1 30 202.42 +70.22 185.65 F(3,179)=3.26* p<0.05
CIN2 47 237.88+£72.94 228.60
CIN3 45 206.05+74.28 203.40
Godine 183 28.79+5.35 F (1,178)= 3.57 P=0.060

Napomena: N — broj ispitanica; M — aritmetic¢ka sredina; SD — standardna devijacija; F — F-
test; p — nivo znacéajnosti; *- vrednost F testa kad se iz modela iskljuci starost

Analiza nivoa vitamina B12 u odnosu na patohistoloski nalaz pokazala je da se
PH grupe znacajno razlikuju: F(3, 178)=4.26, p<0.01, #?=0.067. Na osnovu prose¢nih
vrednosti nivoa vitamina B12 (tabela 14) u odnosu na PH nalaz mozZe se videti da grupa
sa CIN1 promenama ima najnizi nivo ovog vitamina u odnosu na ostale grupe, a zatim
grupa sa CIN3 promenama. Najvisi prosecan nivo zabelezen je kod grupe kod koje nisu
detektovane patohistoloSke promene (M=244.90£93.13, Median=243.6), a najnizi kod

grupe sa CIN1 promenama (M=202.42+70.22, Median=185.65). Medutim, kada se
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aritmeticke sredine koriguju za godine, najnizi nivo B12 je u grupi sa CIN3 promenama
(Mkorigovano=198.9), tako da se poredenjem grupa sa Bonferoni korekcijom beleze
statisticki znacajne razlike izmedu grupe sa CIN3 i grupe bez CIN promena (grafikon

10).
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Grafikon 9. Prosecne vrednosti folata (B9) u odnosu na patohistoloski nalaz, korigovane za
prosecnu starost (* - p<0.05)

300.00

200.00

100.00

Aritmeticke sredine B12

.00
Eez promena CINA1 CINZ CING

PH nalaz

AritmetiZke sredine su korigovane za prosecnu vrednost godina M = 28.7637

Vertikalne linije oznacavaju 95% intervale poverenja

Grafikon 10. Prosecne vrednosti B12 u odnosu na patohistoloski nalaz, korigovane za
prosecnu starost (* - p<0.05; *** - p<0.001)

Na osnovu analize jednokarbonskih parametara — nivoa homocisteina, B9 i B12

i njihovim poredenjem u odnosu PH nalaz, moglo bi se re¢i da Visi nivo homocisteina
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u najve¢oj meri korespondira sa visoko suspektnim PH promenama, dok niske
vrednosti upucuju na najverovatnije odsustvo PH promena.

Kada su u pitanju nivoi vitamina B9 i B12, nivo VitB9 u nesto vecoj meri
diferencira nivo PH promena, u smislu da je nizak nivo folata karakteristiCan za grupu
koja ima PH promene visokog gradusa (CIN3). Nivo vitamina B12 nije se pokazao kao
parametar koji je relevantan za diferenciranje PH promena, s obzirom na to da nivoi vit
B12 ne koreliraju sa tezinom CIN promene. NajviSe nivoe ovog vitamina imaju

ispitanice bez CIN promena.

4.4 Interkorelacije ispitivanih dijagnostickih parametara i patohistoloskih nalaza

Korelacije patohistoloskih nalaza i ispitivanih dijagnosti¢kih parametara u
ovom istrazivanju (Papa bris, HPV test, kolposkopija, jednokarbonski parametri)
prikazane su na grafikonu 11.

Primenom Spirmanove korelacije, uocava se da je najjaca pozitivna korelacija
(p<0.001) zabelezena izmedu PH nalaza i Papa brisa, HPV testa i kolposkopskog
nalaza, odnosno da nalazi ova tri dijagnosti¢ka parametra koreliraju sa tezinom PH
promena. U odnosu na Papa bris, zabelezene su znacajne pozitivne korelacije (p<0.001)
sa HPV testom i kolposkopskim nalazom.

Ako pogledamo korelaciju nivoa PH promena i nivoa jednokarbonskih
parametara u krvi, znacajne korelacije zabeleZene su za teZinu PH promena i nivo
homocisteina, pri ¢emu je korelacija pozitivna, odnosno visi nivo homocisteina korelira
sa tezom PH promenom (p<0.001). Druga znacajna korelacija zabeleZena je izmedu
tezine PH promena i nivoa vitamina B9, pri ¢emu je korelacija negativna, tako da visi
nivo PH promene korelira sa nizim nivoom vitamina B9 (p<0.05). Korelacija izmedu
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tezine PH promene i nivoa vitamina B12 nije statisticki znacajna. Vrednosti
homocisteina takode su u pozitivnoj korelaciji sa Papa brisom i HPV testom (p<0.1), a
u negativnoj sa vrednostima vitB9 (p<0.001). Postoji negativna korelacija izmedu Papa

brisa i vrednosti vit B9 (p<0.01).

Grafikon 11. Toplotna mapa interkorelacija patohistoloskih i dijagnostickih pokazatelja
(ljubicaste nijanse oznacavaju pozitivne, a crvene negativne korelacije; intenzivnija boja
oznacava jacu povezanost)

Betesda — 0.318*** - -0.392*** - 0.269*** -0.213** 0.039 0.16*

Kolpo_grupe —  0.318*** 0.226** -0.197**  0.455*** 0.132 0.049 -0.055  0.207**
HPV_poz — - 0.226** -0.402*** - 0.284*** -0.108 -0.036 0.055
HPV_16 — -0.392*** -0.197** -0.402*** -0.472*** -0.288*** 0.153* -0.065 -0.085
PH_poredjano — - 0.455"*" - -0.472"* 0.321* -0.162" -0.128 0.184"
Homocistein —| 0.269*** 0.132  0.284*** -0.288**" 0.321**" -0.402*** -0.101 0.088
B9 -/ -0.213** 0.049 -0.108 0.153*  -0.162* -0.402*** 0.048 -0.108
B12 — 0.039 -0.055 -0.036 -0.065 -0.128 -0.101 0.048 0.026
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Napomena: PH_poredjano — PH nalazi od kontrolne grupe do CIN3; Betesda — bris po Betesda
klasifikaciji od NILM do HSIL; Kolpo_grupe — od bez promena do visoko riziénih promena; HPV_poz
— podela na hrHPV + i hrHPV -; HPV16 — podela uzorka na HPV16 pozitivne i negativne zna¢ajno na
nivou * p < .05, ** p < .01, *** p <.001

4.5.Vrednosti jednokarbonskih parametara u odnosu na CIN i HPV status

U tabeli 15, prikazane su srednje vrednosti homocisteina, B9 i B12 u odnosu na

CIN grupe i HPV status (bilo koji hrHPV). Primecuje se da su vrednosti homocisteina
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viSe u grupi koja ima HPV+ test, kao i kod grupe CIN2+. Medutim, razlike su jedino
znacajne u odnosu na HPV status. Ta¢nije, ANOVA test je pokazao da postoje znacajne
razlike u nivou homocisteina, u odnosu na prisustvo HPV virusa: F(1,177)=8.03,
p<0.01, n2=.043 Sto se tice ostalih pokazatelja — odnosno razlike u nivoima vitamina
B91B12, razlike ispitane ANOVA testom nisu statisticki znac¢ajne, mada se moze videti

da pacijentkinje sa HPV+ rezultatom imaju nizi nivo i B9 1 B12.

Tabela 15. Vrednosti homocisteina, B9 i B12, u odnosu na CIN grupe i HPV status

Bez promena CIN1 CIN2+
Homocistein
HPV + (9.24+1.98)* 8.29+2.11 (N=23) 9.36+2.17 (N=17)  9.47+1.85*(N=83)
HPV — (8.00£1.99) 7.93+2.11 (N=38) 8.78+1.92 (N=13) 7.24+1.21 (N=9)
Total 8.06+2.10 9.11+2.10 9.25+£1.95
B9
HPV + (14.46+8.37) 14.74+5.46 19.22+17.46 13.40+£5.56
HPV — (16.66+8.86) 16.44+9.61 16.4245.52 17.92+10.20
Total 15.80+8.28 18.00£13.52 13.8446.23
B12
HPV +(220.86+£71.18)  247.78+75.71 198.84+77.07 217.91+67.30
HPV —(238.31+99.45)  243.16+103.19 207.11+62.92 262.88+124.02
Total 244.90+93.13 202.42+70.22 222.31+74.92

Napomena: * - znacajno visi nivo homocisteina kod HPV+ u odnosu na HPV. Za ostale
pokazatelje razlike nisu znacajne.

Za iste pokazatelje ponovljena je ANOVA analiza, s tim da se ovoga puta
posmatrala razlika u odnosu na prisustvo HPV16 virusa i CIN statusa. ZabeleZena je
statistiCki znacajna razlika izmedu HPV16 pozitivnih i HP16 negativnih Zena:
F(1,177)=8.16, p<.01, n?>=.044, pri ¢emu je grupa Zena koje su bile HPV16+ imale visi
nivo homocisteina u odnosu na HPV16 negativne, a prose¢ne vrednosti se mogu videti
u tabeli 16. Takode, statisticki se razlikuju zZene po nivou homocisteina spram prisustva
CIN promena: F(2,177)=4.19, p<.05, n?>=.045, pri ¢emu, kontrolna grupa ima najnizi
nivo (8.06), a CIN2+ grupa najvisi nivo homocisteina (8.83), Sto se takode moze videti

u tabeli 16.
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Kada su u pitanju promene u nivou vitamina B9, u odnosu na HPV16 status i

CIN status, nisu zabelezene statisticki znacajne razlike niti izmedu HPV16 pozitivnih i

negativnih Zena, niti izmedu Zena u odnosu na CIN status. Iz tabele 16 moze se videti

da ovaj vitamin ne pokazuje pravilnost kakvu pokazuje homocistein.

Na kraju, kada su u pitanju promene u nivou vitamina B12, u odnosu na HPV16

status 1 CIN status, jedina statisticki znacajna razlika zabelezena je u odnosu na CIN

promene: F(2,177)=3.35, p<.05, n*=.036, a u tabeli 16 su prose¢ne vrednosti B12 u

odnosu na CIN grupe. MozZe se videti da ispitanice bez CIN promena imaju najvisi nivo

B12, dok grupa sa CIN1 promenama imaju najnizi nivo ovog vitamina.

Tabela 16. Vrednosti homocisteina, B9 i B12 u odnosu na CIN grupu i HPV16 status

Bez promena

CIN1

CIN2+

Homocistein

HPV16 + (9.90+2.11)*
HPV16- (8.43+1.90)

Total
B9

HPV16 + (13.54+6.73)
HPV 16- (15.79+9.12)

Total
B12

HPV16 + (228.01+68.73)

HPV16 -
Total

8.28+2.98 (N=5)
8.04+2.04 (N=56)

8.06+2.10

19.40+8.79
15.48+8.24
15.80+8.28

303.08+44.27
239.71+94.78
244.90+93.13*

11.35+2.51 (N=4)
8.76+1.79 (N=26)

9.12+2.05

13.25+8.70
18.74+14.10
18.00+13.52

213.73+32.23
200.68+74.65
202.42+70.22

9.95+1.89 (N=41)
8.69+1.75 (N=51)

8.83+2.06*

12.85+6.10
14.64+6.29
13.85+6.23

220.25+68.74
223.96+80.18
222.31+£74.92

4.6. Ispitivanje dijagnosticke znacajnosti neinvazivnih metoda

Na osnovu pozitivnih i negativnih PH nalaza u odnosu na neinvazivne testove

(tabela 17) izraCunate su senzitivnost, specificnost, PPV i NPV za tri neinvazivne

dijagnosticke metode, koje su prikazane u tabeli 18. Utvrdeno je da Papa test ima

najvecu tacnost (0.78) u predvidanju pozitivnih i negativnih patohistoloskih nalaza.
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Nakon toga sledi rezultat virosoloSke analize na prisustvo bilo kog hrHPV virusa
(0.73), pa virusoloska analiza na prisustvo HPV 16 ili 18 virusa (0.72), a zatim
kolposkopija (0.67). Papa test ima visoku senzitivnost (0.92), dok je kolposkopija
najmanje senzitivna (0.39). Sa druge strane, kolposkopija ima visoku specificnost
(0.95), dok je specificnost Papa testa dosta niza (0.63). I prisustvo HPV16 ili 18 virusa
ima visoku specifi¢nost (0.86), a nizu senzitivnost (0.62). Prisustvo bilo kog
visokorizi¢nog HPV ima visu senzitivnost (0.90), ali nisku specifi¢nost (0.56).

Tabela 17. Klasifikacija pozitivnih i negativnih slucajeva na osnovu PH nalaza i nalaza Papa
testa, kolposkopije i prisustva hrHPV, HPV16 i HPV 18 virusa

PH nalaz
Dijagnosticki test Rezultat testa Pozitivan Negativan Ukupno
(CIN2+) (CIN2-)
PAPA test Pozitivan (ASCUS+) 85 (TP) 34 (FP) 119
Negativan (NILM) 7 (FN) 57 (TN) 64
Kolposkopija Pozitivan 36 (TP) 5 (FP) 41
Negativan 56 (FN) 86 (TN) 142
HPV 16 ili 18 Pozitivan 55 (TP) 13 (FP) 68
Negativan 37 (FN) 78 (TN) 115
HPV svi tipovi Pozitivan 83 (TP) 40 (FP) 123
Negativan 9 (FN) 51 (TN) 60
Ukupno 92 91 183

Sto se tice prediktivnih vrednosti ovih metoda, najvisu PPV ima kolposkopija
(0.88), zatim virusoloski test na HPV16 ili 18 (0.81), 1 na kraju Papa test (0.71).
Nasuprot tome, Papa ima najvisu NPV (0.89), zatim virusoloski test na prisustvo bilo
kog hrHPV (0.85), a zatim prisustvo HPV16 ili 18 virusa (0.68) i na kraju kolposkopija
(0.61). Drugim re¢ima, najvise moze da se posumnja na najteze CIN3 promene ukoliko
se zabeleZe visoko suspektne promene pomocu kolposkopije, kao 1 ukoliko postoji
prisustvo HPV16 ili HPV18 virusa. Sa druge strane, najvecu ta¢nost ima negativan

rezultat Papa testa.
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Tabela 18. Dijagnosticka znacajnost neinvazivnih testova

Dijagnosticki PAPA test Kolposkopija HPV16 ili hrHPV bilo
znacaj testa (ASCUSH) (visoko HPV18 koji
suspektna) pozitivan pozitivan
Senzitivnost 0.92 0.39 0.62 0.90
Specifi¢nost 0.63 0.95 0.86 0.56
PPV 0.71 0.88 0.81 0.67
NPV 0.89 0.61 0.68 0.85
Tacnost 0.78 0.67 0.72 0.73

4.7. ROC analiza PAPA testa, kolposkopije i hrHPV/HPV 16 i 18 pozitivnih

slu¢ajeva

U tabeli 19 prikazane su LR+ i LR— vrednosti za Papa test, kolposkopiju i
prisustvo hrHPV/HPV16 ili HPV 18 virusa. Prema nas$im rezultatima, nijedan test nema
izuzetne performanse. Medutim, kolposkopija, tacnije ukoliko se opaze visoko
suspektne promene, one su veoma indikativne da postoje patohistoloske promene
CIN2+. Takode, ukoliko se ne zabeleZe visokosuspektne promene, vrlo verovatno da
su u pitanju CIN2- promene. Ove vrednosti imaju prednost nad PPV i NPV

pokazateljima, jer na njih ne utie prevalencija.

Tabela 19. Vrednosti LR+ i LR- verovatnocéa za neinvazivne dijagnosticke testove

Dijagnosticki test LR+ LR-
PAPA test (ASCUS+) 2.49 0.41
Kolposkopija (visoko suspektan nalaz) 7.8 0.13
Prisustvo HPV16 ili HPV18 421 0.24
Prisustvo bilo kog hrHPV 2.1 0.49

U tabeli 20 prikazane su vrednosti AUC-a kao i test znacajnosti. Moze se videti
da za navedene cut-off kriterijume, PAPA ASCUS+ test ima AUC od 0.775, HPV16+
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ili HPV18+ imaju AUC 0.727, dok kolposkopija, za visokosuspektan nalaz ima AUC

0.668. Sve tri vrednosti su statisticki znacajne, a PAPA ASCUS+ nalaz i

HPV16/HPV18/hrHPV+  predstavljaju

dobre

dijagnosticke  parametre, d

kolposkopija predstavlja dovoljno dobru dijagnosti¢ku metodu.

Tabela 20. Vrednost AUC i statisticka znacajnost

ok

Dijagnosticki test Asimptotska Asimptotski 95%

AUC SG ] ) .

znacajnost intervali poverenja
Prisustvo HPV16 ili HPV18 727 .038 p<0.001 0.653 — 0.802
Prisustvo hrHPV 731 .038 p<0.001 0.657 — 0.806
PAPA ASCUS+ 775 .036 p<0.001 0.705 - 0.845
Kolposkopija (visoko
suspektan nalaz) .668 .040 p<0.001 0.589 — 0.747
Napomena: AUC — povrsina ispod krive; SG — standardna greska
Legenda
—HPV16 ili 18

Senzitivhost

0.0 0.2 0.4 06

1 - Specificnost
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=—=HPY bilo koji riziéni soj
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Kolpo visokosuspektan
nalaz

Referentna linija

Grafikon 12. ROC kriva za dijagnosticke testove- Papa test, kolposkopiju i prisustvo HPV16

HPV18 ili bilo kog hrHPV virusa

Na grafikonu 12 prikazana je ROC kriva za tri neinvazivne dijagnosti¢ke

metode. Prednost ROC analize je u tome Sto prikazuje odnos senzitivnosti i lazno
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pozitivne verovatnoc¢e. Vizuelnom inspekcijom se moze izvesti zakljucak o tome koliko
kojem rezultatu se moze ,,verovati*“. Naime, ukoliko se dobije Papa pozitivan test, onda
je vrlo verovatno da postoji CIN2+ promena, dok negativan HPV16 i 18 ili hrHPV

ukazuje da najverovatnije promene nema, $to vazi i za kolposkopiju.

4.8. Odredivanje cut-off vrednosti jednokarbonskih parametara

na osnovu ROC analize

Da bi se utvrdilo empirijski da li postoje neke vrednosti jednokarbonskih
parametara koje su dobre u diskriminaciji obolelih od zdravih, ponovo je uradena ROC
analiza. Naime, pored toga $to mozemo da utvrdimo diskriminativnost testa, ROC
analiza mapira vrednosti testa u odnosu na to kolika je senzitivnost i verovatnoca lazno
pozitivna (1-specificnost). Vrednosti parametara za koje je razlika senzitivnosti i
verovatnoce lazno pozitivne najveca uzima se kao cut-off vrednost.

Sprovedene su dve ROC analize, jedna za vrednosti homocisteina i druga za
odredivanje cut-off vrednosti vitamina, B9 i B12. Analize su uradene odvojeno, jer je
kod obolelih vrednost homocisteina ve¢a, dok su vrednosti B9 1 B12 manje. Na
grafikonu 13 prikazane su ROC krive za sva tri jednokarbonska parametra. MoZe se
videti da vrednosti homocisteina zauzimaju vecu povrSinu iznad referentne linije, u
odnosu na vrednosti B9 1 B12. Ako se pogleda desni panel na grafikonu 13, moze se
primetiti da vrednosti B12 jako lose razlikuju obolele od zdravih, s obzirom na to da

crvena linija skoro u potpunosti prati referentnu liniju.
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Grafikon 13. ROC kriva za vrednosti jednokarbonskih parametara — levi panel predstavlja
ROC krivu za vrednosti homocisteina, desni panel predstavlja ROC krivu za vrednosti B9 i B12

Mozemo re¢i da vrednosti B12 nisu toliko znacajne za predvidanje PH promena.
U tabeli 21 su prikazane vrednosti AUC-a i statisticka znacajnost jednokarbonskih
parametara. Vrednosti homocisteina bolje diskriminisu CIN2+ promene od CIN2-
promena, od ostalih jednokarbonskih parametara, i u stvari, jedino AUC homocisteina

statisticki znacajno odstupa od referentne linije (p<0.01).

Tabela 21. Vrednost AUC i statisticka znacajnost za jednokarbonske parametre

Jednokarbonski parametar Asimptotska Asimptotski 95%
AUC SG ) ] )
znacajnost intervali poverenja
Homocistein 0.626 0.041 p<0.01 0.545-0.707
B9 0.572 0.042 p=0.092 0.489 — 0.655
B12 0.513 0.043 p=0.756 0.429 — 0.598

Napomena: AUC — povrsina ispod krive; SG — standardna greska

U tabeli 22 je data cut-off vrednost homocisteina za koju je diskriminativnost
najveca, odnosno za koju je razlika senzitivnosti i lazno pozitivne vrednosti najveca.
Najvisa zabeleZena razlika izmedu senzitivnosti 1 lazno pozitivne verovatnoce iznosila
je 0.228 za vrednost od 9.35 (Prilog, tabela A). Na osnovu deskriptivne statistike za

ovaj parametar, utvrdeno je da medijana iznosi 8.60, a da je 75. percentil na vrednosti
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9.80. Dakle, na osnovu ROC krive, mozemo videti da su vrednosti koje ova analiza
predlaze vrednosti iznad medijane a ispod 75. percentila (8.6-9.8). U narednoj ROC
analizi napravljena je klasifikacija CIN2+ slucajeva spram vrednosti cut-off skora kako
bi se ustanovila dijagnosticka preciznost, a vrednost AUC-a su prikazane u tabeli 23,
na osnovu koje ova vrednost predstavlja dovoljno dobar dijagnosticki pokazatelj
(vrednosti od 0.6 do 0.7 se smatraju dovoljno dobrim za dijagnosticki test [229]). Ova
vrednost homocisteina je priblizna vrednost medijane homocisteina pacijentkinja sa
CIN3 promenama (Medijancins=9.60; tabela 13) Proverom preciznosti ovih cut-off
vrednosti pomo¢u LR+ i LR — vrednosti (tabela 22), moze se videti da nijedna od
odabranih grani¢nih vrednosti nema dobre performanse (nijedan test nema LR+

vrednosti vece od 10, niti vrednosti LR — manje od 0.1).

Tabela 22. Vrednosti cut-off skorova za homocistein i B9 odredenih na osnovu ROC analize, i
vrednosti senzitivnosti i 1-senzitivnosti, i njihova razlika

Grani¢ne Senzitivnost  1-Specifi¢nost oy

vrednosti (A) (B) Specificnost A-B LR+ LR-
Homocistein

>9.35 0.446 0.209 0.79 0.228 2.13 0.47
B9

<19.5 0.880 0.703 0.297 0.176 1.25 0.80

Homocistein i B9
Hom>9.35 & B9

<19.50 0.435 0.165 0.835 0263 264 0.38

Iako ROC analiza nije pokazala znacajnost nivoa B9 za predvidanje CIN2+
promena, na grafikonu 13, na desnom panelu, moZze se videti da postoji jedan deo krive
koji se zna€ajnije odvaja od referentne linije. To je vrednost 19.5 (tabela 22), za koju je
specifi¢nost niska (0.30), ali senzitivnost visoka (0.88).

Na osnovu ovih cut-off vrednosti, isptanice su podeljene u grupu onih koje imaju
vrednost B9 <19.5, i vrednost homocisteina >9.35. Proverena je dijagnosti¢ka ta¢nost

ovih udruzenih grani¢nih vrednosti. U tabeli 23 je prikazana vrednost AUC-a za
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slu¢ajeve koji imaju visok homocistein i nizak B9. Moze se videti da vrednost
homocisteina >9.35 i vrednost B9 <19.5, predstavlja bolji dijagnosticki pokazatelj nego
pojedinacne vrednosti ovih jednokarbonskih parametara, $to se vidi i na osnovu LR+ i
LR- vrednosti.

Tabela 23. Vrednost AUC i statisticka znacajnost za cut-off skorove homocisteina i B9, kao i
udruzenih visokih vrednosti homocisteina i niskih vrednosti B9

Asimptotska  Asimptotski 95%

Grani¢ne vrednosti AUC SG o . . )
znacajnost intervali poverenja
Homocistein
>9.35 0.618 0.042 p<0.01 0.537 - 0.700
B9
<19.50 0.589 0.042 p<0.05 0.506 — 0.671
Homocistein i B9
Hom>9.35 & B9<19.50  0.635 0.041 p<0.01 0.554 - 0.716

4.9. Verovatnoé¢a HPV infekcije u odnosu na vrednosti jednokarbonskih

parametara i Papa nalaza

Da bismo predvideli verovatnotu HPV infekcije u odnosu vrednosti
jednokarbonskih parametara i Papa nalaza, koristili smo logisticku regresiju. HPV
status je koriS¢en kao zavisna varijabla (model 1), a zatim smo dodali i pozitivan Papa
rezultat kao prediktor, kako bi se videlo koliko vrednosti homocisteina, vitB9 i B12

mogu da predvide HPV infekciju, kada se kontroliSe i Papa nalaz (model2).

Tabela 24. Vrednosti hi kvadrata nultog i modela sa prediktorima, te vrednost pseudo R?

Model X? df p Nagelkerke R2
Modell 31.16 1 <.001 218
Model2 38.65 4 <.001 .265

81



4. Rezultati

U tabeli 24 prikazana je statistika modela, odnosno Hi kvadrat test modela 1 i
2, au tabeli 25 prikazana je vrednost pojedinacnih regresionih koeficijenata modela 2,
odnosno modela koji sadrzi sve prediktore, sa statistickom znac¢ajnoséu i vrednostima
odnosa $ansi (OR). Moze se videti da Papa pozitivan rezultat (ASCUS+) u najvecoj
meri predvida HPV pozitivan rezultat. Na osnovu vrednosti odnosa Sansi (OR=5.25,
p<.001), moze se rec¢i da pacijentinje koje imaju pozitivan Papa test imaju 5 puta vise
Sanse da imaju HPV pozitivan rezultat u odnosu na pacijentkinje koje imaju Papa NILM
grupu. Drugi prediktor koji je je znacajan jeste vrednost homocisteina (OR=0.80, p<
.05), i govori o tome da drze¢i ostale vrednosti fiksirane, povecanje vrednosti
homocisteina za jedan, povecava verovatno¢u da pacijentkinja ima HPV pozitivan
rezultat za 20% (1-OR*100). Vrednosti vitamina B9 i B12 nisu prediktivni pokazatelji

HPV infekcije.

Tabela 25. Vrednosti koeficijenata logisti¢ke regresije i odnosa Sansi prediktora HPV
infekcije

95% intervali
P poverenja za OR
B SG Wald df wvrednost OR Donji Gornji

PAPA_poz(1) 1.659 361 21.087 1 .000 5.253 2588  10.662
Homocistein -.223 099 5044 1 .025 .800 .659 972
B9 .003 .020 026 1 872 1.003 .965 1.043
B12 .002 002 1035 1 309 1.002 .998 1.006
Constant -028  1.145 001 1 981 973

Napomena: B — koeficijent logisti¢ke regresije; Wald — Valdov statistic; df — broj stepeni
slobode; SG — standardna greska; OR — odds ratios, odnosno odnos $ansi.

Uraden je i model gde su prediktori HPV16 ili 18+ nalaz, Papa+, kao i
homocistein sa grani¢nom vrednos¢u od 9.35 dobijena ROC analizom. Ukoliko je
vrednost homocisteina 9.35 1 viSe, onda postoji 2 puta visSe Sanse HPV16 ili 18

pozitivnog rezultata. (tabela 26)
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Tabela 26. Vrednosti koeficijenata logisticke regresije i odnosa Sansi prediktora HPV16 ili 18
infekcije

95% intervali

P poverenja za OR
B SG Wald df wvrednost OR Donji Gornji
PAPA poz(1) 2.339 513 20.767 1 .000 10.368 3.792  28.349
Homocistein .768 361 4513 1 034 2.155 1.061 4.375
9.35+
Konstanta -.542 276 3866 1 .049 581

Napomena: B — koeficijent logisti¢ke regresije; Wald — Valdov statistic; df — broj stepeni
slobode; SG — standardna greska; OR — odds ratios, odnosno odnos $ansi.

4.10. Verovatnoc¢a CIN2+ promena u odnosu na vrednosti jednokarbonskih

parametara i HPV infekcije

Da bismo utvrdili verovatnou CIN2+ promena u odnosu na vrednosti
jednokarbonskih parametara i HPV statusa, podelili smo ispitanice u Cetiri grupe na
osnovu izra¢unatih medijana u kontrolnoj grupi.

U tabeli 27 date su vrednosti OR za vrednosti homocisteina ispod i iznad
medijalne (7.80), a koje su ukrStene sa HPV pozitivnim 1 negativnim nalazima, a zatim
su se na osnovu tih vrednosti predvidale CIN1 odnosno CIN2+ promene. Kao $to se
moze videti, vrednosti homocisteina zajedno sa pozitivnim HPV testom nisu
prediktivne za CIN1 promene, odnosno model nije statisticki znac¢ajan. Sa druge strane,
moze se videti da interakcija vrednosti homocisteina i HPV statusa jeste prediktivna za
CIN2+ promene. Tacnije, pacijentkinje koje imaju vrednosti homocisteina iznad 7.80,
1 HPV negativan nalaz imaju 4 puta vise Sanse da imaju CIN2+ promene u odnosu na
pacijentkinje koje imaju vrednosti ispod 7.80 i negativan HPV nalaz, dok pacijentkinje

koje pored vrednosti homocisteina iznad 7.80 imaju i HPV pozitivan nalaz imaju 9 puta
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vise Sansi da imaju CIN2+ promene, u odnosu na pacijentkinje koje imaju vrednosti

ispod 7.80 i negativan HPV.

Tabela 27. Odnosi sansi za CINI i CIN2+ promene u odnosu na kontrolnu grupu, a
za vrednosti homocisteina podeljenih u odnosu na medijan iz kontrolne grupe (7.80)

CIN1 CIN2+
Homocis P P
0, 0,

HPVY N OR (95%IP) vrednost N OR(95%IP) vrednost
<7.80 - 9 Referentna 9 Referentna
<7.80 + 10 1.33(.20-8.71) X?=3.30 38 0.32(.11-.87) X?=51 6
>7.80 - 42 3.89(.13-2.97) p=.347 38 4,17 (1.28-13.56) P<.01
>7.80 + 30 3.33(.32-7.30) 68 9.4 (2.93-30.20)

Napomena: Homocis — vrednosti homocisteina; HPV — HPV status; OR — odds ratios, odnos
Sansi, N — broj ispitanica; 95%IP — 95% intervali poverenja

U tabeli 28 date su vrednosti ispod 1 iznad medijane za B9 (13.60), ukrStene sa
HPV statusom. Modeli su statisticki znacajni, gde je doSlo do izraZaja prediktivnost
HPV-a, dok vrednosti B9 nisu prediktivne, jer se ispitanice sa niskim B9 uopste ne
razlikuju. Jedino se izdvaja verovatnoca da ispitanice sa niskim B9 zajedno sa HPV+
rezultatom imaju 5 puta vise Sansi da imaju CIN2+ promene u odnosu na pacijentkinje

koje imaju vrednosti B9 iznad medijane i HPV negativan rezultat.

Tabela 28. Odnosi sansi za CINI i CIN2+ promene u odnosu na kontrolnu grupu, a za
vrednosti B9 podeljenih u odnosu na medijan iz kontrolne grupe (13.60)

CIN1 CIN2+
BY HPV N OR (95%IP) P N OR(95%IP) P
0 vrednost 0 vrednost
>13.60 - 36 Referentna 36 Referentna
>13.60 + 26 4.08(136-12.28) yo—7g5 77 18.96(6.97-51.45) xo_cog
<1360 - 15 1.75(.46-6.62) P<05 11  35(.039-3.16) P<.01
<1360 + 14 .96 (.21-4.27) 29 5.73(1.93-16.97)

Napomena: HPV — HPV status; OR — odds ratios, odnos $ansi, N — broj ispitanica; LSIL —
CIN1 promene; HSIL — CIN2+ promene; 95%IP — 95% intervali poverenja
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S obzirom da se ROC analizom doslo do zaklju¢ka da se vrednosti B12 ne
razlikuju znacajno u odnosu na ispitivane grupe, logisticka regresija i verovatnoca

CIN2+ promena nisu radene u odnosu na vrednosti ovog parametara.

4.11. Modeliranje dijagnostickih parametara pomocu logisticke regresije

Nakon odredivanju cut-off vrednosti jednokarbonskih parametara, sprovedena
je binarna logisticka regresija sa ciljem da se utvrdi da li postoji neka kombinacija
dijagnostickih parametara koja sa veCom sigurno$¢u moze da odredi visokorizi¢nu
patohistoloSku promenu (CIN2+). Logisticka regresija je dobra za odredivanje
dijagnosticke efikasnosti, jer pored toga Sto prikazuje udruzenu senzitivnost i
specifi¢nost, prikazuje i odnos Sansi (0dds ratio) pojedina¢nih prediktora, uzimajuci u
obzir doprinos svih prediktora u modelu (adjusted odds ratio).

Kao kriterjjumska varijabla koristio se CIN2+ rezultat koji je oznac¢avao obolele
i CIN2- promene kao neznacajne (zdrave).

Prediktori i njihove kategorije prikazani u tabeli 29, kao i vrednosti sirovih
odnosa Sansi za svaki od kategorijalnih prediktora (odds ratio). Moze se videti da
pusenje i koitus pre 16. godine nosi 2.5x ve¢i rizik, a broj seksualnih partnera vise od 5
3.5x vedi rizik od CIN2+ promena. Neredovne ginekoloske kontrole imaju 4.7x veéi
rizik za CIN 2+. U tabeli su prikazani i sirovi odnosi $ansi za dijagnosticke testove koji
su ispitivani u ovom radu: Papa ASCUS+ nosi 20x vec¢i rizik, dok visoko suspektan
kolposkopski nalaz i hrHPV+ test imaju 11x veci rizik za CIN2+ promene.
Vrednostima homocisteina > 9.35 i1 vrednost B9 <19.5 pokazuju skoro 4x ve¢i rizik za
CIN2+.
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Tabela 29. Spisak prediktora i nacin kodiranja kategorijalnih prediktora, kao i sirov odnos

Sansi za svaki od prediktora

Kodiranje kategorij

alnih varijabli

Kodiranje parametara

Frekvencija
OR 95%IP
- Ne Koristi 73 1 113 0.62-2.04
Kontracepcija Koristi 110 0
Pusac i povremeni pusac 96 1 2.61 1.44-4.74
Pusenje Nepusac 87 0
Pre 16. godine 34 1 242 1.1-533
Koitus Posle 16. godine 149 0
Da 92 1 1.18 1.01-3.26
Trudnodée Ne 91 0
Ima 42 1 211 1.03-4.29
Prekidi trudnoéa Nema 141 0
Nije imala porodaj 109 1 1.78 0.98-3.25
Porodaj Imala porodaj 71 0
) ) Vise od 5 38 1 3.54 1.60-7.83
Broj seksualnih partnera Manje od 5 145 0
Da 12 1 2.07 0.60-7.14
Hroni¢ne bolesti Ne 171 0
o o Da 56 1 1.34 0.71-2.52
Malignitet u porodici Ne 127 0
Redovne ginekoloske Ne 154 1 4.72 1.82-12.25
kontrole Da 29 0
Starost u godinama Kontinurana varijabla
BMI Body mass index Kontinuirana varijabla
Kodiranje dijagnostickih testova
PAPA ASCUS+ (1) 119 1 20.36  8.44-49.08
Papa (Betezda)
PAPA NILM- (2) 64 0
. Visoko suspektna + (1) 41 1 11.06 4.09-29.88
Kolposkopija .
Nisko suspektna — (2) 142 0
N hrHPV+ (1) 123 1 11.76  5.27-26.24
HPV 16, 18 ili hrHPV
hrHPV- (2) 60 0
R Hes >9.35 1 B9<19.5 + (1) 55 1 390 1.95-7.77
Homocistein i B9
Hes > 9.35 1 B9<19.5 — (2) 128 0

Napomena: OR — odds ratio, tj. Odnos Sansi za CIN2+ nalaz ukoliko je rezultat pozitivan; za

boldovane prediktora OR je statisticki znacajan
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4.11.1.Predikcioni modeli

Da bismo odgovorili na radne hipoteze naSeg istrazivanja, formirali smo dva
predikciona modela. Modelovanje se obavilo kroz nekoliko koraka. Na osnovu
testiranja znacajnosti prediktora, koje je uradeno u prvom poglavlju analize, u kojoj su
se gledale razlike izmedu patohistoloskih grupa po pojedina¢nim faktorima rizika, u
logisticku regresiju su uneti oni prediktori koji su znacajno razlikovali pacijentkinje sa
razli¢itim stepenom CIN promena, ali i oni prediktori koji nisu bili znacajni (usled
malog uzorka pozitivnih rezultata, kao $to su na primer prisustvo hroni¢nih bolesti).
Najpre je napravljen model sa svim prediktorima pomocu enter metode (kada se unose
svi prediktori, bez obzira na to koliko doprinose predvidanju), a onda su se pomocu
backward metode po Waldu u modelu ostavili oni prediktori koji najvise doprinose

klasifikaciji u rizi¢nu i nerizi¢nu grupu (CIN2- i CIN2+ grupu).

4.11.1.1. Model 1: Enter metoda binarna logisticka regresija

U prvom modelu su uneti svi dijagnosti¢ki pokazatelji kao prediktori, a na
osnovu testiranja vaznosti u prvom poglavlju pomocu hi kvadrat testa ili ANOVE, i to

su svi prediktori prikazani u tabeli 30.

Tabela 30. Tacnost predvidanja CIN2+ na osnovu modela Enter metodom binarne logisticke
regresije

PH nalaz Procenat
Rezultat — _ 0 :
testa Pozitivan Negativan taénosti
(CIN2+) (CIN2-)
Pozitivan )
(CIN2+) 8 14 84.8% (PPV)
Model Negativan )
(CIN2-) 24 67 73.6% (NPV)
Ukupna tacnost 79 2%
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Model je u celini statisticki znacajan: y?(16)=108.48, p<0.001, pri emu

Negelgerkeov pseudo R? iznosi 0.596, §to znaéi da je ovim modelom objasnjeno

priblizno 60% varijanse kriterijuma. Tabela 30 demonstrira uspesnost klasifikacije

CIN2+ pozitivnih i negativnih nalaza na osnovu datog modela. Moze se videti da model

ima bolju pozitivnu prediktivnu vrednost, odnosno uspesan je u klasifikovanju obolelih

u skoro 85% slucajeva, dok je manje uspesan u klasifikovanju onih bez CIN2+ promena

(~74%). Ukupna ta¢nost modela je 79.2%.

Tabela 31. Regresioni koeficijenti, odnos Sansi i statisticka znacajnost prediktora iz modela 1

95% interval

Prediktor B SG p-vrednost OR .
poverenja

Papa ASCUS+ 2.23 57 .000 9.26 3.01 2853
Kolposkopija (HSIL) 2.55 .69 .000 12.83 334  49.26
hrHPV pozitivan 1.63 .56 .004 5.11 1.71 15.28
Homocistein >9.35 i B9<19.50 .25 .50 619 1.28 48 3.43
Uzrast .08 .06 149 1.09 97 1.22
BMI -.03 .07 .688 97 .85 1.12
Vise od 5 partnera (da) -.86 .61 157 43 13 1.39
Redovne ginekoloske kontrole (ne) A4 75 560 1.55 35 6.81
Porodaj (da) 1.23 1.04 236 341 45 25.98
Hronié¢ne bolesti (da) 176  1.20 142 5.81 .56 60.64
Malignitet u porodici (da) -.26 .52 .620 17 .28 2.13
Pusad (da) -14 47 760 87 35 2.17
Koitus pre 16. Godine 1.01 .63 110 2.76 .80 9.55
Kontracepcija (ne) .08 A7 .861 1.09 43 2.74
Trudnoda (da) -1.33  1.06 212 27 .03 2.13
Prekid trudnoce (da) 40 .75 594 1.49 .34 6.47

Napomena: B — koeficijent logisti¢ke regresije; OR — Odds ratio, tj. Odnos $ansi (exp(B)); SG

— standardna greska

U tabeli 31 dat je prikaz odnosa Sansi, kao 1 testovi znacajnosti za svaki od

prediktora. Kao znacajni prediktori izdvaja se Papa ASCUS+, visoko suspektan

kolposkopski nalaz i pozitivan virusoloski test na neki od hrHPV. Ispitanice sa Papa

ASCUS+ pozitivnim ima 9 puta vise Sansi da ima CIN2+ u odnosu na ispitanice sa Papa
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NILM rezultatom: OR=9.26 (95%IP: 3.01-28.53), p<0.001. Visokosuspektan
kolposkopski nalaz ukazuje na to da zena ima 12 puta viSe Sansi da ima CIN2+ promene
nego zene koje nemaju taj nalaz: OR=12.83 (95%IP: 3.34-49.26), p<0.001, dok
pozitivan HPV nalaz na neki od rizi¢nih tipova daje pet puta vecu Sansu da e

patohistologki nalaz biti pozitivan (CIN2+): OR=5.11 (95%IP: 1.71-15.28), p<0.01.

4.11.1.2. Model 2: Backward metoda binarna logisticka regresija

Kako bi se proverilo da li jos neki od prediktora doprinosi znac¢ajno predvidanju
CIN2+ promena, ponovo je uradena binarna logisticka regresija, s tim da se koristio
backward metod (a na osnovu Wald-ovog pokazatelja), u kojem se polazi od modela
sa svim prediktorima, a zatim se u svakom narednom koraku pravi model u kojem se
iskljucuju oni prediktori koji ne poboljsavaju prediktivnost modela. Tabela 32 prikazuje
rezultate dobijene ovim modelom. lako se ukupna ta¢nost predvidanja neznatno
povecala (79.8%), moze se videti da se PPV povecala za priblizno 5% 1 iznosi 90.2%,
dok se NPV vrednost umanyjila za oko 5% u odnosu na model 1. Medutim, metodoloski
gledano, drugi model sadrzi znacajno manji broj prediktora i jednostavniji je u odnosu
namodel 1 koji sadrzi sve prediktore. Kao 1 prethodni, i ovaj model je u celini statisticki
znadajan: y%(3)=97.73, p<0.001, a pseudo R?=0.552.

Tabela 32. Tacnost predvidanja CIN2 nalaza na osnovu modela Backward metodom binarna
logisticka regresija

PH nalaz Procenat
Rezultat — i 0 .
testa Pozitivan Negativan taénosti
(CIN2+) (CIN2-)
Pozitivan )
(CIN2+) 83 9 90.2% (PPV)
Model Negativan )
(CIN2-) 28 63 69.2% (NPV)
Ukupna tacnost 70 8%
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U tabeli 33 prikazani su regresioni koeficijenti, odnos Sansi i znac¢ajnost modela
koji je dobijen na osnovu backward metode. Moze se videti da je pored Papa ASCUS+
nalaza, te visoko suspektnog kolposkopskog nalaza i prisustva nekog od hrHPV tipova,
prediktivan i anamnesti¢ki podatak koji se odnosi na vreme prvog koitusa. Naime,
osobe koje su imale koitus pre 16. godine su pod 3 puta veéim rizikom da imaju u
kasnijoj dobi CIN2+ promene: OR=3.28 (95%IP: 1.14-9.45), p<0.05. Sto se tiée ostalih
pokazatelja, prema ovom modelu, u kombinaciji sa ostalim pokazateljima Papa
ASCUS+ rezultat nosi 9 puta veci rizik od CIN2+ promena u odnosu na PAPA NILM
rezultat. Detektovan visoko suspektni kolposkopski nalaz nosi 8 puta veci rizik za
detekcijom CIN2+ promena u odnosu na nisko suspektni kolposkopski nalaz, dok osobe
koje su pozitivne na neki od hrHPV virusa imaju Cetiri puta veéi rizik za detekciju

CIN2+ promena od osoba koje nisu hrHPV pozitivne.

Tabela 33. Regresioni koeficijenti, odnos Sansi i statisticka znacajnost prediktora iz modela 2

95% interval

Prediktor B SG  p- vrednost OR .
poverenja

Intercept -3.77 .79 .000 .023

Papa ASCUS+ 220 51 .000 9.05 3.37 24.34

Kolposkopija (HSIL) 209 .60 .001 8.05 2.48 26.09

hrHPV pozitivan 149 .50 .003 4.44 1.67 11.83

Koitus pre 16. godine 119 54 .028 3.28 1.14 9.45

Napomena: B — koeficijent logisticke regresije; OR — Odds ratio, tj. Odnos Sansi (exp(B));
SG - standardna greska
4.11.1.3. Predvidanje pripadnosti patohistoloskoj grupi na osnovu klasifikacionog

skora

Na osnovu regresionih koeficijenata (B) iz tabele 33, izracunati su predvideni
skorovi za svaku ispitanicu, prema formuli (pri ¢emu je vrednost testa 1 ako je
pozitivan, a 2 ako je negativan):
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SKOR=log (-3.77 + 2.20 * Papa ASCUS+) + 2.09* Kolpo HSIL + 1.49 * hrHPV +

1.19 * Koitus)
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Grafikon 14. ROC kriva klasifikacionih skorova i tacnost predvidanja CIN2+ nalaza

Ovi skorovi su potom kori§¢eni kao zavisna varijabla u ROC analizi, kako bi se
odredila dijagnosticka valjanost izabranih prediktora i izabranog modela. Na grafikonu
14 prikazana je ROC kriva, a u tabeli 36 je prikazan AUC, kao i statisticka znacajnost.
U tabeli C u prilogu dati su cutt of skorovi za navedeni test. Na osnovu vrednosti
verovatnoce ispravno pozitivne klasifikacije i verovatnoce lazno pozitivnih rezultata,

odnosno na osnovu razlike ova dva pokazatelja, odabran je cut-off klasifikacioni skor

0.39 (Medijan=0.38; Q1=0.16; Q3=0.85), a uspesSnost razdvajanja u odredenu

patohistoloSku grupu prikazana je u klasifikacionoj tabeli 34.

Tabela 34. Vrednost AUC i statisticka znacajnost za klasifikacioni skor iz modela 2 logisticke
regresije

Asimptotska Asimptotski 95%
AUC SG ) ) .
znacajnost intervali poverenja

Klasifikacioni skor 0.880 0.025 p<0.001 0.831-0.929

Napomena: AUC — povrsina ispod krive; SG — standardna greska

Na osnovu rezultata koji su prikazani u tabeli 35, vrednost klasifikacionog skora
manjeg od 0.39 uspesno klasifikuje CIN3 pozitivne pacijentkinje u 100% slucajeva i

CIN2 pozitivne u 76.6% slucajeva. Sa druge strane, skor visi od 0.39 u 80% slucajeva
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dobro predvida odsustvo CIN promena, i u 60% slucajeva prisustvo CIN1 promena.
Drugim rec¢ima, odredivanjem klasifikacionog skora, poznavajuéi rezultate Papa test,
kolposkopije, te virusoloskih nalaza i vreme prvog koitusa, moze da se uradi brzi
skrining test, pri ¢emu se u ve¢om meri moze osloniti na skorove koji su nizi od 0.39,
jer sa ve¢om sigurnosc¢u ukazuju na visokorizi¢ne patohistoloske promene. Medutim, i
visi skorovi relativno dobro predvidaju odsustvo CIN promena.

Tabela 35. Uspesnost klasifikacije patohistoloskih rezultata na osnovu cut-off vrednosti

klasifikacionog skora dobijenih logistickom regresijom u modelu 2
Patohistoloski nalaz

Vrednost klasifikacionog Bez CIN
skora promena CIN1 CIN 2 CIN 3
(N=61) (N=30) (N=47) (N=45)
Skor>=0.39 (N=78) 49 18 11 0
% od PH grupe 80.2% 60% 23.4% 0%
Skor<0.39 (N=105) 12 12 36 45
% od PH grupe 19.7% 40% 76.6% 100%

4.11.1.4. Utvrdivanje razlike izmedu patohistoloskih grupa na osnovu klasifikacionog

skora

Predvideni skorovi dobijeni na osnovu regresionih koeficijenata u modelu 2 su
zatim kori$¢eni u analizi varijanse, kako bi se odredilo da li se patohistoloSke grupe
medusobno razlikuju u odnosu na klasifikacioni skor. Cilj je bio da se proveri da li je

CIN 2 grupa sli¢nija kontrolnoj grupi, ili patoloskim CIN2+ grupama.

Tabela 36. Aritmeticke sredine klasifikacionog skora modela 2 u odnosu na CIN status

95% interval p
Grupa N M SO  SG _ F test
poverenja vrednost
bez CIN promena 61 .78 .26 .03 71 84  63.26 <0.001
CIN1 30 .62 27 .05 52 72
CIN2 47 37 .26 .04 .29 44
CIN3 45 18 14 .02 13 22
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U tabeli 36 i grafikonu 15 date su aritmeticke sredine klasifikacionog skora, u
odnosu na PH grupu i vrednost F testa. Patohistoloske grupe se medusobno znacajno
razlikuju u odnosu na Klasifikacioni skor iz modela 2: F(3, 179)=63.26, p<0.001.
Kontrolna grupa ima najvise klasifikacione skorove (M=.78; Medijan=0.88), zatim
grupa sa CIN1 (M=0.62; Medijan=0.73) promenama, a najmanje skorove imaju
ispitanice sa CIN2 (M=0.37; Medijan= 0.38) i CIN3 promenama (M=0.18; Medijan=

0.07).

Grafikon 15. Aritmeticke sredine klasifikacionog skora modela 2 iz logisticke regresije, u
odnosu na patohistolosku grupu sa Post Hoc testom znacajnosti
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Napomena: vodoravne linije i ** oznacavaju znaCajne Post Hoc razlike testirane pomocu
Dunnett-ovog testa za nejednake varijanse

Post Hoc testom po Dunetu za nejednake varijanse, uporedile su se pojedinacne
PH grupe. Razlike izmedu svih grupa su statisticki znacajne, izuzev izmedu kontrolne
grupe i grupe sa CIN1 promenama. Medutim, ako se gleda Post Hoc analiza po Takiju
(Tuckey), onda su i ove razlike znaCajne. S obzirom na to da se ve¢ i na osnovu
vrednosti aritmetickih sredina i medijana moze videti da distribucije klasifikacionih

skorova odstupaju od normalne, uradena je i neparametarska zamena za ANOVU,
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odnosno Kruskal-Valisov test, koji je takode bio statisticki znacajan: KW(3)=94.15,

p<0.001.

4.12. Da li je opravdano pratiti CIN2 promene?

Da bi se pokusalo odrediti da li je opravdano pratiti CIN 2 promene na osnovu
klasifikacionog skora, iz uzorka su izdvojene ispitanice koje su u CIN 2 grupi, ali su
prema klasifikacionom skoru grupisane kao ,zdrave“, a zatim su se ispitale
karakteristike ovih ispitanica, odnosno, tezilo se proveriti da li su karakteristike ovih
ispitanica zaista sliéne onima iz kontrolne grupe ili su sli¢nije onim ispitanicama sa
CIN3 promenama. Znacajnost razlika izmedu pojedinih grupa proverena je pomocu z-
testa poredenjem razlika u proporcijama izmedu svake od grupa, uz Bonferoni

korekciju za visestruka poredenja.

Tabela 37. Poredenje patohistoloskih grupa u odnosu na klasifikacioni skor i Papa nalaz

Bez CIN promena i
Papa CIN1 CIN 2 CIN3
KS>0.39 KS>0.39 KS>0.39 KS<0.39 KS<0.39
frekvencija 10a 24b 4a 36b 45b
% unutar Papa
pozitivan  grupe 8.4% 20.2% 3.4% 30.3% 37.8%
;/?u“pr“e“tar CIN 149%  1000%  36.4%  100.0%  100.0%
frekvencija 57 0 7 0 0
% unutar Papa
negativan  grupe 89.1% 0.0% 10.9% 0.0% 0.0%
0,
Yo unutar CIN 85.1% 0.0%  63.6% 0.0% 0.0%

grupe

Napomena: KS — klasifikacioni skor (ukoliko je manji od 0.39 model je te slucajeve razvrstao
kao obolele, a ukoliko je ve¢i od 0.39 model ih je razvrstao kao zdrave); kolone koje su iste
boje se statisticki ne razlikuju, a kolone razli¢itih boja se statisticki razlikuju na nivou p<0.05.
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Rezultati poredenja prikazani su u tabelama 37, 38 i 39. Tabela 37 prikazuje
razlike unutar CIN2 grupe, koja je podeljena dodatno u odnosu na klasifikacioni skor,
na CIN-ove koji su imali skor nizi od 0.39 (prema modelu 2 klasifikovani kao pozitivni)
I CIN-ove koji su imali skor visi od 0.39 (prema modelu 2 klasifikovani kao negativni),
a u odnosu na Papa nalaz. Moze se videti da je CIN2 grupa ispitanica, koja je imala
skorove iznad 0.39 statisticki ista kao i kontrolna grupa ispitanica (ispitanice bez CIN
promena i sa CIN1 promenama), dok se znacajno razlikuje i od CIN2 grupe koja je
imala nizi skor od 0.39, ali i od CIN3 grupe.

Tabela 38 prikazuje takode poredenja izmedu CIN2 grupe, koja je dodatno
podeljena u odnosu na klasifikacioni skor, u odnosu na prisustvo hrHPV virusa. Kao i
u prethodnoj analizi, i ovde se zabelezilo da je CIN2 grupa koja je imala skorove vise
od 0.39 sli¢nija kontrolnoj grupi (nema znacajnih razlika), odnosno da se znacajno

razlikuje od grupe CIN2 koja ima KS<0.39 i od CIN3 grupe.

Tabela 38. Poredenje patohistoloskih grupa u odnosu na klasifikacioni skor i u odnosu na
hrHPV

Bez CIN promena

hrHPV i CIN1 CIN2 CINS
KS>0.39 KS>0.39 KS>0.39 KS<0.39 KS<0.39
frekvencija 16a 24b 4a 35b 44b
% unutar " 0 . . 0
oozitivan  hrHPY grupe  190% | 195% 3.3% 285%  35.8%
0,
* unutar 23.9% = 100.0%  36.4% = 97.2%  97.8%
CIN grupe
frekvencija 51 0 7 1 1
% unutar 3 3 . . .
negativan  hrHPY grupe  850% 0.0% 11.7% 1.7% 1.7%
0,
/o unutar 76.1% = 0.0%  63.6% 2.8% 2.2%
CIN grupe

Napomena: KS — klasifikacioni skor (ukoliko je manji od 0.39 model je te slucajeve razvrstao
kao obolele, a ukoliko je ve¢i od 0.39 model ih je razvrstao kao zdrave); kolone koje su iste
boje se statisticki ne razlikuju, a kolone razli¢itih boja se statisticki razlikuju na nivou p<0.05.
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Tabela 39 prikazuje raspodelu kolposkopskih nalaza u odnosu na CIN grupe i
klasifikacioni skor. Za razliku od prethodne analize, ovde rezultati nisu toliko
jednoznacéni. Moze se videti da je CIN2 grupa sa vi§im skorom sli¢nija, ali se statistic¢ki
ne razlikuje od grupe bez CIN promena i CIN 1 promena, kao ni od CIN2 grupe sa
nizim KS skorom. Sa druge strane, CIN2 grupa sa vis§im skorom se statisti¢ki znac¢ajno

razlikuje od grupe zena sa CIN3 promenama.

Tabela 39. Poredenje patohistoloskih grupa u odnosu na Klasifikacioni skor i kolposkopski
nalaz

Bez CIN promena i

kolposkopija CIN1 CIN?2 CIN3
KS>0.39 KS>0.39 KS>039 KS<0.39 KS<0.39

frekvencija 4a la,b 0a,b 10b,c 26¢

% unutar 0 o o 0 .
pozitivan  kolposkopiie 9.8% 2.4% 0.0% 24.4% 63.4%

0,

o Unutar CIN 6.0% 4.2% 0.0% 27.8% 57.8%

grupe

frekvencija 63 23 11 26 19

0,

0 Unuitar 44.4% 16.2% 7.7% 18.3% 13.4%

negativan  kolposkopije
% unutar CIN

grupe 94.0% 95.8% 100.0% 72.2% 42.2%

Napomena: KS — klasifikacioni skor (ukoliko je manji od 0.39 model je te slucajeve razvrstao
kao obolele, a ukoliko je ve¢i od 0.39 model ih je razvrstao kao zdrave); ¢elije koje imaju ista
slova pored frekvencija, oznaCavaju grupe koje se statisticki ne razlikuju, a ¢elije sa razlicim
slovima se statisticki razlikuju na nivou p<0.05.

4.13. Zakljucak o dobijenom dijagnostickom modelu

Na osnovu logisticke regresije uradena su dva modela, jedan koji je ukljucio sve
znaajne prediktore, i drugi, koji se sastojao samo od prediktora koji znacajno
doprinose predikciji CIN2+ rezultata. Na osnovu regresionih koeficijenata drugog
modela izracunati su klasifikacioni skorovi, a zatim je uradeno testiranje dijagnosticke

znacajnosti izabranih prediktora. Moze se zakljuciti da za brzi skrining, mogu da se
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koriste rezultati standardna tri ginekoloska dijagnosticka testa (Papa nalaz, HPV nalaz
i kolposkopski nalaz), a od riziko faktora, prediktivan je anamnesticki podatak o
vremenu prvog koitusa. Na osnovu koeficijenata, i vrednosti rezultata testova moze se
izraCunati klasifikacioni skor. Na osnovu rezultata ove studije kao dijagnosticki
znacajan odreden je cut-off pomoc¢u ROC analize od 0.39, pri ¢emu, §to je skor nizi to
je izvesnije da ¢e zena imati CIN2+ nalaz, dok skorovi veéi od 0.39 predvidaju manje
patoloSke CIN promene ili njihovo odsustvo. Testiranjem razlika izmedu
patohistoloskih grupa na osnovu ANOVE, utvdeno je da se grupe medusobno znacajno
razlikuju na osnovu vrednosti Kklasifikacionih skorova, te bi se oni pouzdano mogli
koristiti za brzi dijagnosticki skrining.

Na osnovu poslednje analize kojom su se poredile pojedinacne CIN grupe u
odnosu na klasifikacioni skor i u odnosu na tri glavna neinvazivna dijagnosticka testa,
moze se zakljuciti da bi bilo opravdano ispitanice koje imaju skor visi od 0.39 pratiti, s
obzirom na to da da samo one ispitanice koje su imale nize skorove od 0.39 su
jednoznacéno imale najtezi oblik CIN promena.

Ipak, da bi se moglo nedvosmisleno tvrditi, potrebno bi bilo sprovesti studiju

pracenja.
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Uprkos napretku u istrazivanjima, primarnim i sekundarnim merama
prevencije, HPV i dalje ostaje globalno opterecenje i opasnost po zdravlje Zena. Nijedna
specificna postojeca terapija ne iskorenjuje virus niti se suprotstavlja ili sprecava
njegovu perzistenciju, $to se smatra evolutivnim uspehom virusa. Poznavanje faktora
rizika i uslova perzistencije HPV-a je od suStinskog znaCaja za razumevanje
epidemiologije i prirodne evolucije bolesti kako bi se razvile buduce efikasne

intervencije koje imaju za cilj smanjenje incidencije bolesti povezanih sa HPV-om [21].

5.1. Faktori rizika za HPV infekciju

Analiziraju¢i podatke iz anketnih upitnika vezanih za seksualno ponaSanje 1
pojedine ginekoloske parametre potvrdili smo poznate faktore rizika vezane za HPV
infekciju, njenu perzistenciju i razvoj cervikalnih intraepitelijalnih promena.

Zene koje su imale prvi seksualni odnos u mladem dobu izloZene su vec¢em
riziku od dobijanja i perzistiranja hrHPV infekcije zbog postojanja velike povrSine
nezrelog epitela u zoni transformacije [46]. Studije su prijavile dvostruko ve¢i rizik od
CIN visokog stepena i raka grli¢ca materice kod zena koje su imale prvi seksualni odnos
u ranom dobu u odnosu na one koje su kasnije zapocele polnu aktivnost [231,232]. U
nasoj studiji ispitanice koje su dale podatak o prvom koitusu pre 16. godine, imale su
2.5 puta vecu Sansu da imaju CIN2+ promenu. Kod Zena koje su imale seksualni odnos
sa 3-5 partnera postoji 8 puta veci rizik od nastanka promena visokog gradusa u odnosu

na Zene sa jednim partnerom [233]. U naSem istraZivanju procenat ispitanica sa vise od
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5 seksualnih partnera bio je daleko vec¢iu grupi sa CIN2 i CIN 3 promenama (p=0.003;
tabela 6). Logistickom regresijom dobijeno je da postoji 3.5 puta (OR 3.54 95%IP:1.60-
7.83; tabela 29) veca Sansa za CIN2+promene kod tih ispitanica. Veci broj seksualnih
partnera takode moze povecati rizik od inficiranja sa jednim ili viSe tipova HPV-a
tokom vremena [234]. Ispitanice sa najtezim CIN promenama su i najstarije, obzirom
da je protok vremena 1 perzistiranje hrHPV infekcije potreban za razvoj
intraepitelijalnih promena, a razlike izmedu patohistoloskih grupa su i statisticki
znacajne (p=0.001; tabela 5).

Najvazniji faktori identifikovani kao kofaktori karcinogeneze grlica materice
kod Zena pozitivnih na hrHPV su pusenje, dugotrajna upotreba OC, visoki paritet,
imunosupresija, redovnost ginekoloskih kontrola [36,39,235,236,237].

Bez obzira na intezitet [65], aktivni pusaci imaju vece Sanse da budu pozitivni
na hrHPV, kao i veéu incidencu hrHPV-a i HSIL promena u poredenju sa nepusac¢ima
[238,239]. Nasa studija potvrdila je ove navode, jer najvecéi broj pusaca upravo je bio
najzastupljeniji u grupi sa HSIL promenama (42.6% u CIN 2 grupi i ¢ak 64.4% u CIN
3 grupi) i ove razlike su statisti¢ki znac¢ajne p=0.001.Verovatno¢a da ispitanica ima
CIN2+ promenu je 2.61 puta veca (OR 2.61; 95%IP:1.44-4.74) ukoliko je aktivan
pusac.

Podaci o oralnoj kontracepciji kao faktoru rizika su nekonzistentni, neke studije
dokazale su takvu tvrdnju, dok ostale nisu potvrdile. Analizirajuci nase podatke vezane
za metode kontracepcije, nismo dobili statisticke znaajne rezultate medu grupama.
Ono §to smo uocili je da se u svim grupama kontracepcija u podjednakom procentu ne
koristi (blizu 40%), kao i da je najces¢i oblik kontracepcije prezervativ, a ucesce oralnih
kontraceptivnih pilula ne dostize 5% procenata ni u jednoj grupi, Sto odrazava stavove
o kontracepciji u nasoj zemlji [240].
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Smatra se da su veci broj trudnoca i porodaja faktor rizika za HPV infekciju i
njenu perzistenciju, jer zbog povisenih vrednosti hormona, zona transformacije na
egzocerviksu odrzava se znatno duze, te je i verovatnoc¢a zarazavanja HPV virusom i
perzistencije veca [56,58]. U nasoj studiji ispitanice u CIN3 grupi u odnosu na druge,
imale su znacajno veci broj trudnoéa (p=0.03) i broj porodaja (p=0.001) u odnosu na
kontrolnu grupu.

Imunosupresija indukuje karcinogenezu HPV virusa, slabe¢i imunitet, medutim
nase ispitanice su u reproduktivnim godinama, bez znacajnijih komorbiditeta, te se ovaj
faktor rizika nije pokazao kao znacajan.

Perzistentna infekcija hrHPV je preduslov za rak grlica materice i njegove
prekursorske lezije [241]. Medu svim tipovima hr-HPV, HPV16, 18, 31, 33, 45,521 58
su odgovorni za 91% karcinoma grlica materice, pri ¢emu se 70% svih slucajeva
pripisuje HPV-16 ili 18 [242]. Prospektivne studije su otkrile da prevalenca HPV-a
ukljucuje mesavinu incidentnih i perzistentnih infekcija koje su se akumulirale tokom
vremena zbog njihovog neuklanjanja [243]. Prisustvo hrHPV virusa kod nasih
ispitanica detektovano je kod 67.2% pacijentkinje, od Cega je najceS¢i nalaz bio
infekcija sa ostalim hrHPV (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) u 43.2%, a
najprisutniji i ujedno i najonkogeniji HPV 16 registrovan je kod 27.3% ispitanica, dok
je HPV 18 detektovan u 11.5%. Ono $§to je znacajno jeste da je HPV 16 registrovan u
preko 80% slucajeva sa CIN2+ promenama. Ovo je u korelaciji sa nedavnim
istrazivanjem o prevalenciji HPV tipova na teritoriji Vojvodine, gde je najCesce
izolovan genotip HPV-a, HPV16 i to u 38.3% uzorka, potom HPV 31 (17%), HPV33 i
HPV51 su bili zastupljeni u istom procentu od 8.8%, dok je HPV 18 detektovan u 3.6%

slucajeva [245].
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5.2 Papa bris

Adekvatno uspostavljeni populacioni skrining programi doveli su do znac¢ajnog
smanjenja incidencije i smrtnosti od raka grlica materice [6,114]. U naSoj zemlji,
skrining raka grlica materice sprovodi se pomoc¢u Papa brisa. U upitniku koje su
ispitanice popunjavale, pitanje redovnosti odlazaka kod ginekologa, smatrali smo kao
proveru skrininga jer se on u nasoj zemlji jo§ uvek zasniva na oportunitetu. Ocekivano,
ispitanice sa najtezim promenama, imale su i najmanji procenat ginekoloskih kontrola
I uzimanje Papa testa odnosno skrininga, svega 60% (p=0.001). Podaci naSe studije
pokazuju ¢ak 4.7x vecu Sansu da pacijentkinje ima CIN2 promenu ukoliko ne kontrolisu
Papa bris.

Smatra se da je jedan od nedostataka citoloskog skrininga grli¢ca materice
relativno niska osetljivost jednog Papa testa, iako je longitudinalna osetljivost
ponovljene citologije veca. U analizi 10 studija senzitivnost ponovljene citologije
iznosila je 82%, a specificnost 58% [129]. U literaturi, osetljivost i specifi¢nost Papa
testa pokazuje Siroku distribuciju. Smatra se da je ovo povezano sa grupom pacijenata
u populaciji koja se ispituje, brojem slucajeva, razli¢itim karakteristikama ili
nedostacima koji se pojavljuju kod svake faze citoloskog pregleda. U sistematskom
pregledu sa preko 60.000 ucéesnica iz 16 studija, procenjivana je konvencionalna
citologija za otkrivanje CIN 2+. Osetljivost se kretala od 43% do 96% (ukupno 65.9%
(95% CI 54.9-75.3)) za ishod CIN 2+, a specifi¢nost od 86% do 98% (ukupno 96.3%
(95% CI 94.7-97.4)) za CIN 2+ [120]. U nasoj studiji Papa bris pokazao je izuzetno
visoku senzitivnost od ¢ak 92%, dok je specificnost iznosila 63% u detekciji CIN2+
promena (tabela 18). Razlozi ovako visoke senzitivnosti verovatno su zbog samog
ispitivanog uzorka i koncepta studije, jer je veca Sansa detekcija CIN lezija visokog
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stepena u tercijarnim referentnim ustanovama, a ispitanice su upuéivane u nasu
ustanovu sa ve¢ ponovljenim Papa brisevima, ¢ija je osetljivost po pravilu veca.
Takode, svaka plocica Papa brisa u nasoj studiji je viSestruko pregledana, prvo od strane
specijalizanata koji su bili na obuci, te su nakon toga revidirane od patologa sa vise od
pet godina iskustva. Od svih ispitivanih dijagnosti¢kih testova, Papa bris (ASCUS+)
pokazao je najvecu tacnost u otkrivanju CIN2+ promena (78%), S$to je vizuelno
pokazano i ROC krivom gde je AUC 0.775 (95%CI:0.75-0.845; p<0.000; tabela 20).
Papa bris kao dijagnosticki test imao je najvecu NPV(0.89), obzirom da nijedna
ispitanica sa CIN3 promenama nije imala uredan (NILM) citoloski nalaz. | u analizi
logisticke regresije Papa bris se pokazao kao najjaci prediktor. Ispitanice sa Papa
ASCUS+ imale su 9 puta vise Sansi da imaju CIN2+ u odnosu na ispitanice sa Papa
NILM rezultatom: OR=9.26 (95%IP: 3.01-28.53, p<0.001;tabela 30). Rezultati studije
velike meta-analize pokazali su da je stopa pozitivnosti na hrHPV 43% za Zene sa
ASCUS-om i1 76% kod Zena sa LSIL-om [104]. I naSi podaci su uodili statisticki
znacajnu (p<0.001) pozitivnu korelaciju (0.561) izmedu Papa brisa i HPV nalaza
(grafikon 11). Naime, ukoliko je pozitivan Papa bris (ASCUS+), postoji 5x veca Sansa

(OR=5.25; 95%]IP:2.589-10.66; p<.001; tabela 25) da je i HPV test pozitivan.

5.3. hrHPV PCR test

HPV testiranje ima vecu osetljivost u otkrivanju histoloskih CIN2+ promena
nego citolosko [246,247], a primarni skrining grlica materice putem HPV testiranja se
preporucuje u Evropi [130,248,249,250]. Visoka osetljivost PCR testiranja HPV je
veoma vazna jer smanjuje lazno negativne rezultate, dok njegova niza specifi¢nost
moze uticati na troSkove zbog upucivanja velikog broja Zena sa lazno pozitivnim
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rezultatima na kolposkopiju [251] i nepotrebnom psiholoskom morbiditetu [252]. Broj
upucivanja na kolposkopiju moze se smanjiti citoloskom trijazom HPV-pozitivnih
rezultata ili refleksnim testiranjem na HPV16 ili 18 [253,254,255,256,257]. Analizom
nasih podataka senzitivnost HPV testa kod nalaza ASCUS bila je 90% za predvidanje
CIN2+ promena, dok je specificnost iznosila 56%. Ovo je u skladu sa podacima iz 39
studija gde je ukupna senzitivnost HPV testa kod nalaza ASCUS bila 90.4% (95%
C1:88.1-92.4%)), a specifi¢nost 58.3% (95% CI1:53.6-62.9%) za detekciju CIN 2+ [129].
U Kokranovom sistematskom pregledu bilo je Sest studija koje su procenjivale PCR za
13 hrHPV za otkrivanje CIN 2+ sa ukupno 16.343 ucesnika. Osetljivost testova se
kretala od 75% do 100%, specifi¢nosti od 85% do 97% [120]. Tri studije su uporedivale
konvencionalnu citologiju (ASCUS+) sa PCR-om za detekciju CIN 2+, gde je relativna
osetljivost PCR (vise od 12 tipova) u odnosu na konvencionalnu citologiju za CIN 2+
bila 1.37 (95% CI:0.58-3.21), a relativna specifi¢nost 0.95 (95%CI:0.76-1.19).
Korejska studija u tercijarnoj ustanovi koja je analizirala Papa bris i HPV test
publikovala je podatke slicne nasim. Senzitivnost i specifi¢nost Papa brisa iznosila je
97.14% i 85.58%, dok je za HPV test iznosila 88.32% i 54.92% [258].

Razlog niske specificnosti HPV testa u nasoj studiji verovatno je starost nasih
ispitanica, jer je vecina bila mlada od 30 godina (M=28.7915.35). Genotipizacijom
HPV16 1 HPV18 specifi¢nost se povecala na 86% (tabela 18). Visoku NPV pokazao je
hrHPV test (0.85), jer je svega jedna ispitanica sa negativnim hrHPV nalazom imala
CIN3 promenu. ROC analizom, dobijene su AUC vrednosti za hrHPV i HPV16/18 koje
su statisticki znacajne (p<0.001), te HPV test predstavlja dobar dijagnostic¢ki parametar.
Ispitanice pozitivne na neki od hrHPV virusa imale su Cetiri puta veéi rizik za detekciju

CIN2+ promena (OR:4.44; 95%IP:1.67-11.18; p=0.003; tabela 33).
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5.4 Kolposkopija

Iako zbog niske specificnosti i visoke cene nije skrining metoda, kolposkopija
se u nasoj zemlji koristi kao bazi¢na metoda u ranoj dijagnostici raka grlica materice,
jer je veliki broj ginekologa u toku specijalizacije obufen da kvalitetno uradi
kolposkopiju [83]. Tac¢nost kolposkopije u dijagnostici patologije grlica materice ima
Siroke varijacije medu kolposkopic¢arima u zavisnosti od iskustva, grupe pacijenata i
klinickih uslova, a utvrdeno je da su starost zena, menopauzalni status i zona
transformacije tip 3 povezane sa dijagnostickim propustima kolposkopski usmerenih
biopsija [141,144,152,259].

Kolposkopija se pokazala kao dobar dijagnosticki test i ukoliko se ne
vizualizuju visoko suspektne kolposkopske promene na grli¢u, vrlo verovatno je da ne
postoje HSIL promene. Na osnovu nasih podataka, senzitivnost kolposkopije bila je
niska i iznosila svega 39%, dok je specificnost visoka 95% (tabela 18). Objasnjenje za
niZu osetljivost za dijagnozu histoloskih lezija CIN 2+ mozZe biti zbog nedostatka kursa
za osvezenje znanja ili opadanje vestine kolposkopicara tokom godina. Verovatnije je
da je u pitanju pristrasnost, jer je lekar znao rezultate Papa brisa pre kolposkopskog
pregleda. U sistematskom pregledu i meta analizi trideset i dva rada koji obuhvataju
7873 uparenih nalaza biopsije/definitivne histologije, objedinjena osetljivost
kolposkopski usmerene biopsije za dijagnozu CIN 2+ bila je 91.3% (95% CI:85.3—
94.9%), a specificnost 24.6% (95% CI:16.0-35.9%) [152]. Autori su zakljuéili da
visoka osetljivost 1 niska specificnost mogu biti rezultat pristrasnosti verifikacije, a
visoka osetljivost je verovatno lazni nalaz jer je vecéina studija ograni¢ena na eksciziju
uglavnom na zene sa pozitivnom biopsijom. Sa najvecom PPV od 0.88, od sva tri

dijagnosticka testa, ukoliko se opaze visoko suspektne kolposkopske promene na
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grli¢u, postoji 8x veci rizik za CIN2+ promene OR:8.05 (95%IP:2.48-26.09; p=0.001,

tabela 33).

5.5. Jednokarbonski parametri

Zbog ogranic¢enih nehirurskih opcija za eradikaciju utvrdene HPV infekcije u
cervikalnom tkivu, identifikacija bilo kog reverzibilnog kofaktora (kao $to je nutritivni
nedostatak) koji moze modulirati ekspresiju HPV-a vredan je proucavanja [260].
Smanjene vrednosti folata i vitamina B12 mogu biti kofaktor za HPV-indukovane
prekancerozne promene i karcinome [261] zbog njihove kljuéne uloge u sintezi,
popravci i metilaciji DNK. Folati u¢estvuju u sintezi nukleotida, i kada su nivoi ovog
mikronutrijenta niski, integritet genetskog materijala je kompromitovan, $to dovodi do
nestabilnosti DNK i oSte¢enja hromozoma, uglavnom zbog promena u pulu nukleotida
I inkorporacije uracila. Molekularni efekti iscrpljivanja folata dovode do povecanog
oste¢enja DNK bez popravke §to doprinosi poremeéenom rastu celija, i razvoju tumora
[262,263]. Nizak nivo folata i vitamina B12 u telu dovodi do povecavanja vrednosti
homocisteina, te onemogucavanje DNK procesa metilacije i naruSavanja normalne
transkripcije 1 ekspresije DNK, Sto utice na progresiju CIN, a rizik od karcinoma se

povecava [264].

5.5.1. Folati i hrHPV

U kontekstu statusa folata i raka grli¢a materice izazvanog hrHPV, dokazi
sugeriSu da uloga folata u metilaciji DNK moze biti vazna za ekspresiju HPV gena kod
domacina ¢elije. Mesto hromozoma osetljivo na nedostatak folata poklapa se sa mestom
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integracije HPV-16 kod primarnih karcinoma grli¢a materice [265,266,267] i tri od
Cetiri mesta na kojima HPV-18 integrise svoju DNK u domacina [268], $to ukazuje na
verodostojan mehanizam kroz koji bi suboptimalni nivoi folata mogli da povecaju
verovatnoéu integracije ovih HPV genotipova [269]. Zivotinjski modeli potvrduju da
nedostatak folata u ishrani moze duboko uticati i modulirati dogadaje koji dovode do
HPV16-indukovane karcinogeneze i olaksavaju integraciju hrHPV genetskog
materijala u DNK domacina [270]. Vece koncentracije folata u cirkulaciji povezane su
sa manjom verovatnoc¢om inficiranja hrHPV, perzistiranja hrHPV ukoliko dode do
infekcije, kao i vec¢e verovatnoc¢e uklanjanja hrHPV infekcije [266,271]. 2004. godine
sprovedena je studija na kohorti od 345 Zena koje su bile u riziku od progresije CIN-a,
da bi se istrazila povezanost izmedu statusa folata i infekcije hrHPV [271]. Posle 24
meseca, i merenja statusa folata i najmanje tri uzastopna rezultata HPV testa, otkrili su
da Zene sa visokim statusom folata pokazuju negativan rezultat za hrHPV test
(OR=2.50, 95% CI=1.18-5.30, p=0.02). Zatim, da bi saznali da li vrednosti cirkuliSuceg
folata uticu na rizik od CIN2+ medu Zenama sa hrHPV, sprovedeno je jo$ jedno
istrazivanje na istoj populaciji. Zene sa nizim nivoom folata i HPV 16+ imale su 9 puta
vecu verovatnoc¢u da imaju CIN 2+, Sto snazno ukazuje na specifican efekat folata na
HPV 16, najucestaliji i najkancerogeniji tip HPV-a [271]. U naSoj studiji ispitanice sa
niskim vrednostima folata i hrHPV+ rezultatom imale su 5 puta vecu Sansu da imaju
CIN2+ promene. Bitno je napomenuti, da u ovom predikcionom modelu, koji iako je
statisticki znacajan (p<0.01, tabela 28), do izrazaja je dosla prediktivnost hrHPV
pozitivnog nalaza u odnosu na vrednosti folata. Na uzorcima biopsije normalnog grli¢a
materice, CIN promena i karcinoma grlica materice pronadeno je da nizak status folata
modulira rizik od HPV infekcije i raka grlica materice [262]. Pored toga, jo$ jedna
studija takode je pokazala da je status folata bio znacajno nizi kod Zena sa hrHPV
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infekcijama od onih bez infekcije [266]. lako su vrednosti folata evidentno bile nize
kod ispitanica sa HPV infekcijom, analizom nasih podataka nije dobijena statisticki
znacajna razlika, te smo zakljucili smo da vrednosti vitB9 nisu prediktivan pokazatelj
hrHPV infekcije. Moguce da je ovaj pokazatelj osetljiv na veli¢inu uzorka jer se u

ostalim istrazivanjima, uglavnom pominju veéi uzorci.

5.5.2.Folati i CIN

U velikoj populacionoj studiji, utvrdena je inverzna linearna relacija izmedu
povecanih koncentracija folata u serumu i rizik od CIN2+ [272]. Najveci rizik za CIN2+
pronaden je medu zenama sa hrHPV infekcijom i Zenama sa najnizom koncentracijom
serumskih folata, dok znacajna interakcija nije pronadena za CIN1. Ovi rezultati
sugeriSu da su vrednosti serumskog folata obrnuto povezani sa rizikom od CIN-a viseg
stepena bilo sa ili bez hrHPV. U nas$im rezultatima znaCajna negativna korelacija
zabelezena je izmedu tezine PH promena i nivoa vitamina B9, tako da vis$i nivo PH
promene korelira sa nizim nivoom vitamina B9 (p<0.05, grafikon 11). Uloga folata u
karcinogenezi grlica materice ostaje nerazjasnjena, ali dokazi iz epidemioloskih studija
ukazuje na zastitni efekat folata [273]. Nekoliko case-control studija [274,275]
pokazale su da su zene sa nedostatkom mikronutrijenata, ukljucujuci i folat, imaju
znacajno povecan rizik od lezija grlica materice. S druge strane, postoje studije koje ne
povezuju vrednosti folata i rak grlica materice [276,277]. U studiji prikupljeni su uzorci
seruma u 330 slucajeva u razliCitim fazama CIN i raka grlica materice, kao i 555
kontrolnih sa normalnom citologijom grlica materice i primec¢eno je da nema razlike u
koncentraciji folata izmedu grupa, §to ukazuje da koncentracije folata i stadijumi
neoplazije grlica materice nisu u korelaciji [278]. Sli¢no, u nested-case kontrolnoj
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studiji, status folata u serumu nije povezan sa incidencijom raka grli¢a materice [225].
Interesantno, nasa studija nije pokazala da su visoke vrednosti folata nuzno protektivni
faktor za patohistoloSke promene, obzirom da kontrolna grupa koja je bila bez CIN
promena nije imala i najviSe vrednosti ovog vitamina. Dosledno sa prethodnim
studijama koje su utvrdile da su poviSeni nivoi folata obrnuto povezani sa rizikom od
CIN-a ili raka grlica materice [279,280], nasa studija je takode pokazala da nizak nivo

vit B9 korespondira sa najtezim, CIN3 promenama (p<0.05; tabela 14).

5.5.3. Folati i Papa bris

Nizak nivo folata primecen je medu Zenama sa abnormalnom citologijom
visokog stepena ili rakom grli¢a materice u SAD, Turskoj, Indiji i Kini [281,282,283]
I dve meta-analize potkrepljuju ove rezultate [284,285]. I u nasim rezultatima postoji
statisticki znacCajna korelacija (p<0.01; grafikon 11) izmedu citoloskog nalaza i
vrednosti folata. Naime, obzirom da je u pitanju negativna korelacija, ve¢i stepen
citoloske abnormalnosti korelira sa najnizim vrednostima vit B9. Nasuprot nasim
rezultatima, poviSeni nivoi folata primeceni su kod Zena sa citopatoloskim

abnormalnostima u studiji sprovedenoj u Brazilu [286].

5.5.4. Folati i hipometilacija

Znacajna povezanost izmedu folatnog statusa 1 hipometilacija DNK prijavljeni
su kod 376 Zena sa dijagnozom CIN [287]. Medutim, u opservacionim studijama koje
su izvestile o globalnoj hipometilaciji DNK i pove¢anom riziku raka grlica materice
[288], povezanost sa niskim unosom folata ili koncentracijom u krvi nije bila evidentna.
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Razlog ovakvih rezultata moze biti $to studije o unosu folata Cesto ne prave razliku
izmedu prirodnih folata i folne kiseline i mogu biti podlozne drugim “zbunjuju¢im”
faktorima. Neki od suprotstavljenih rezultata mogu biti posledica netacne procena
nedostatka folata. Veza izmedu folata i rizika od CIN-a ili raka grli¢a materice takode
moze biti modulisana drugim faktorima ishrane, kao i genetskim polimorfizmom, $to
mnoge studije ne uzimaju u obzir [289]. lako je nivo folata u serumu optimalan
biomarker za procenu nivoa folata kod ljudi u telu, mozda ne predstavlja najtacnije i
nivo folata u ¢elijama grli¢ca materice [290]. Takode, koncentracija folata u serumu
ukazuje na nedavni unos ishranom. Nivo folata u eritrocitima moze biti bolji marker jer
odrazava duzi vremenski period, ali verovatno ne obezbeduje najta¢nije informacije o
statusu folata u celijama grlica materice [291]. Spoljni faktori kao $to su starost,
genetska 1 epigenetska pozadina, unos alkohola, koriS¢enje odredenih lekova i
komorbiditeti mogu uticati na vrednosti folata [292,293]. Studije su pokazale da
polimorfizam gena koji kodira enzim MTHFR, proizvodi enzim sa nizim kapacitetom
obrade folate, te se kod tih osoba registruju niZze vrednosti folata 1 sledstveno dolazi do
povecanja vrednosti homocisteina. Medutim, objedinjeni podaci sistematskog pregleda
i meta analize, ukazuju da polimorfizam MTHFR, gde dolazi do supstitucije baze
citozina u timin (C677T), nije znacajno povezan sa povecanim rizikom od raka grli¢a

materice [294,295].

5.5.5 Vitamin B12 u karcinogenezi

Niski nivoi vitamina B12, kao vaznog kofaktora u reakcijama metilacije,
mogu dovesti do globalne hipometilacije DNK, §to dovodi do aktivacije protoonkogena
i do utiSavanja gena supresora tumora, dogadaja koji se deSavaju u neoplasticnim
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¢elijama grlica materice. Vitamin B12 je blisko povezan sa metabolizmom folata, a
kada je nivo vitamina B12 nizak, folat je akumuliran kao 5-metilTHF, $to rezultira
funkcionalnim nedostatkom drugih neophodnih ¢elijskih oblika folata [296]. | folat i
vitamin B12, odrzavaju¢i genomsku stabilnost, mogu spreciti integraciju HPV-a u
genom ¢elija grlica materice [297]. Ovo je rani dogadaj u karcinogenezi povezanoj sa
HPV-om i klju¢ni korak ka malignoj progresiji, koji doprinosi naru$avanju postojece
ravnoteze u interakciji domacin-virus tokom latencije [298]. Deficit folne kiseline i
vitamina B12 predisponira fragmentaciju genoma [209] i indukuje lomove unutar
osetljivih mesta, koja su ista mesta za integraciju HPV16 [299].

Smanjena imunokompetencija povezana sa nedostatkom folata i vitamina
B12[300,301,302] povecava rizik od infekcije i perzistenciju vise tipova ili omogucava
vece virusno opterecenje hrHPV-a. Pokazalo se da je natprosecan unos folata i vitamina
B12 povezan sa smanjenom stopom oste¢enja genoma [303]. Smanjeno ostecenje DNK
povezano sa viSim statusom folata i vitamina B12 najverovatnije smanjuje integraciju
HPV-a u ljudski genom, omogucavaju¢i HPV-u da ostanu kao epizomalni. hrHPV
pozitivne zene koje imaju visoke koncentracije folata ili vitamina B12 u serumu retko
imaju dijagnozu CIN2 [304]. Nivoi vitamina B12 i folata u serumu kod ASCUS HPV+
pacijenata su zna¢ajno nizi nego kod ASCUS HPV- pacijenata [305]. Stavise, visi nivoi
folata i vitamina B12 su u obrnutoj korelaciji sa pozitivnim nalazom hrHPV.
Pacijentkinje sa viSim vrednostima folata 1 vitamina B12 imaju 73% manje Sanse da
postanu pozitivni na hrHPV tipove i veca je verovatnoca da ¢e biti negativni [306]. Nasi
podaci pokazuju da su ispitanice sa pozitivnim hrHPV testom imale niZe vrednosti
vitB12, ali te razlike nisu statisticki znacajne (tabela 15). Studije su primetile niZe nivoe
serumskog vitamina B12 kod Zena sa abnormalnim citologijom [279,281,282,307,308],
ali na$i rezultati nisu pokazali znacajnu korelaciju izmedu vrednosti vitB12 i Papa brisa
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(grafikon 11). U meta-analizi na 10.073 zena, autori su zakljucili da se povisen unos ili
nivo seruma vitamin B12 smatra zaStitnim faktorom za preneoplasti¢ne lezije grlica
materice [285]. Ovo je u skladu i sa naSom studijom, jer su najvise vrednosti vitamina
B12 upravo i zabeleZene u kontrolnoj grupi, kod ispitanica bez CIN promena. lako
postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe sa CIN 3 promenama i kontrolne grupe
(p<0.05, grafikon 10), u odnosu na druge ispitivane grupe, nivo vitB12 nije nam se
pokazao kao relevantan parameter za diferenciranje PH promena, jer njegove vrednosti
ne koreliraju pravilno sa tezinom promena. Brazilska studija na 950 zena, koja je
procenjivala vezu izmedu vitB12 i raka grlica materice, nije uocila znacajne razlike
medu kontrolnim i ispitivanim grupama [286]. Studije sprovedene u SAD takode nisu
otkrile povezanost izmedu vitamina B12 i raka grlica materice [271,277]. ROC
analizom potvrdili smo da vrednosti vitB12 loSe razlikuju obolele od zdravih, obzirom
da skoro u potpunosti prate referentnu liniju (AUC:0.513 p=0.756: 95%IP:0.429-0.598;

grafikon 13).

5.5.6. Homocistein i HPV infekcija

Zene sa CIN promenama imaju viSe vrednosti homocisteina u serumu od
kontrolne grupe, i $to je cervikalna displazija ozbiljnija, to se povecava nivo
homocisteina u serumu, posebno u prisustvu HPV-a [281,309]. Nasi podaci doveli su
do istog zakljucka, postoje statisticki znacajne razlike u nivou homocisteina u odnosu
na HPV status ukoliko se porede kontrolna, CINL1(LSIL) i CIN2+(HSIL) grupa
(p<0.01; tabela 15). Takode, ispitanice koje su bile HPV16+ imale su statisticki
znacajno visi nivo homocisteina u odnosu na HPV16- negativne (p<0.01; tabela 16), a
znacajna razlika zabelezena je i1 u nivou homocisteina spram prisustva CIN promena.
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Ukoliko su vrednosti homocisteina >9.35umol/l (cut-off vrednost u nasoj studiji),
postoji 2x veca Sansa HPV16 ili HPV 18 pozitivnog rezultata. U studiji Kwasniewska i
saradnika uoceno je da su vrednosti homocisteina znacajno vece kod HPV pozitivnih
pacijenata sa CIN3 promenama [310]. Na osnovu podataka iz nase studije, izracunali
smo da ispitanice sa vrednostima homocisteina iznad 7.80 umol/l (vrednosti medijane
u kontrolnoj grupi) i negativnim HPV nalazom imaju 4 puta veée Sanse
(OR:4.17;95%1P:1.28-13.56; tabela 27) da imaju CIN2+ promene, dok sa HPV

pozitivnim testom ta $ansa je ¢ak 9 puta veca (OR:9.4; 95%IP:2.93-30.20; tabela 27).

5.5.7. Homocistein i CIN promene

Klinicko-epidemioloske studije u razli¢itim zemljama pokazale su znacajnu
povezanost izmedu povisenih vrednosti homocisteina sa prekanceroznim promenama i
karcinomom grli¢a materice [273,310,311,312,313,314,315]. Thomson i saradnici ¢ak
predlazu vrednost homocisteina kao faktor rizika za displaziju grli¢ca materice [314].
Utvrden je pozitivan trend poveéanja odnosa Sansi za prekancerozu grli¢a materice sa
povecanjem vrednosti homocisteina [314]. U nasoj studiji, statisti¢ki zna¢ajno vi$i nivo
vrednosti homocisteina imale su upravo ispitanice sa CIN 3 promenama u odnosu na
grupu koja nije imala CIN promene (p<0.001; grafikon 8), sto pokazuje da su visoke
vrednosti homocisteina indikativne za visoko stepen patoloSkih promena na grlicu
materice. Takode, zabelezena je znacajna pozitivna korelacija (0.321; p<0.001) izmedu
tezine PH promena i1 nivoa homocisteina (grafikon 11). Prose¢ne vrednosti
homocisteina u grupi ispitanica bez CIN promena bile su statisticki znacajno nize u
odnosu na vrednosti u grupi ispitanica sa CIN promenama (p<0.001;tabela 13). U
odnosu na vitB9 1 vitB12, vrednosti homocisteina najbolje diskriminisu CIN2+
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promene (AUC 0.626; p<0.01; grafikon 13). Na osnovu ROC analize, predloZena cut
off vrednost homocisteina iznosi 9.35 umol/l i predstavlja dovoljno dobar dijagnosticki
pokazatelj (AUC:0.618; p<0.01) u detekciji CIN2+promena. Studija Sedjo i saradnika
nije podrzala ulogu homocisteina u prekanceroznim promenama grlica materice, ali
veli¢ina uzorka bila je mala §to ograni¢ava snagu studije [277].

Iako potvrdeno studijama, medu kojima je i nasa, da se povisene vrednosti
homocisteina mogu koristiti kao marker preinvazivnih promena visokog stepena,
homocistein nije specifiCan za promene na grllicu materice. Visoke vrednosti
homocisteina takode se javljaju kod karcinoma drugih organa, predstavljaju faktor
rizika za aterosklerozu, kardiovaskularne bolesti, mozdani udar, dijabetes, osteoporozu,

demenciju, Alchajmerovu bolest [316].

5.5.8. Homocistein i ostali ispitivani dijagnosticki parametri

Postoji visoko znacajna pozitivna korelacija izmedu Papa brisa 1 vrednosti
homocisteina (0.269; p<.001, grafikon 11), $to ukazuje da sa ve¢im stepenom citoloskih
abnormalnosti, mozemo ocekivati i ve¢e vrednosti homocisteina. Prediktivni model,
gde smo pored pozitivnog Papa nalaza ukljuéili i homocistein, pokazao je da povecanje
vrednosti homocisteina za jedan, povecava verovatno¢u da pacijentkinja ima HPV
pozitivan rezultat za 20% (1-OR*100).

Folat deluje kao kofaktor za metionin sintazu, te su nivoi homocisteina u
obrnutoj korelaciji sa vrednostima vitamina B9 i B12. Homocistein, koji se proizvodi
tokom metabolizma metionina, povezan je sa povecanim rizikom od raka grlica
materice kao marker niskog nivoa folata i B12 i predstavlja prili¢no osetljiv pokazatelj
folatnog metabolickog statusa [316]. U naSoj studiji postoji znacajna negativna
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korelacija izmedu vrednosti homocisteina i folata (-0.402; p<0.001), dok za vrednosti
vitB12 i homocisteina nije uocena statisticki znacajna korelacija. Istrazivanja su
pokazala da nizi serumski folat i viSi nivoi homocisteina mogu povecati osetljivost na
rak grlica materice kod zena [310,315,317]. Na osnovu cut-off vrednosti iz nase studije,
udruzene vrednosti homocisteina >9.35umol/l i vrednosti vit B9<19.5nmol/L imaju

skoro Cetiri puta veci rizik za CIN2+ promene. (OR:3.90; 95%IP:1.95-7.77; tabela 29).

5.5.9. Fortifikacija/Suplementacija

Nalazi studije preseka u Sjedinjenim Drzavama ukazuju da u populacijama
izlozenim ve¢im koncentracijama folata kao rezultat programa fortifikacije hrane, Zene
sa adekvatnim statusom vitamina B12 imaju najvise koristi od viSeg folatnog statusa u
poredenju sa Zenama sa nizim/nedovoljnim koncentracijama oba mikronutrijenta u
cirkulaciji [307]. Studija je pokazala da su veée vrednosti cirkulisuceg folata u eri
postfortifikacije povezane sa smanjenim rizikom od CIN-a [307]. Ova povezanost je
odrZana 1 nakon kontrole drugih mikronutrijenata 1 drugih poznatih faktora rizika za
cervikalni karcinom, Sto sugeriSe pozitivhu ulogu folata 1 vitamina B12 u ranoj
karcinogenezi grlica materice. | druge studije su pokazale smanjen rizik od
preneoplasti¢nih lezija grlica materice kod Zena sa visokim serumskim vrednostima
folatom ili unosom folata u ishrani [317,318,319,320]. Pove¢an unos hrane ili
suplemanata koji sadrZe vitamin B grupe mogu znacajno smanjiti nivo homocisteina
[321,322]. Vitamini B9 i B12 igraju klju¢nu ulogu u smanjenju vrednosti homocisteina,
recikliranjem homocisteina u metionin. U studiji Butterworth i saradnika, kod Zena koje
su imale CIN promene davani su suplementi folne kiseline ili placebo dnevno tokom 3
meseca [280]. Otkrili su da je cervikalna citologija Zena koje su uzimale folnu kiselinu
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bolja od placebo grupe (p<0.05); i naknadno zakljucili da je tezina CIN-a smanjena sa
unosom folata. Sve ove studije preporucuju suplementaciju folata pacijentkinjama sa
prekanceroznim promenama uzrokovane HPV infekcijom [271,323]. Nasuprot ovome,
postoje studije koje nisu potvrdile regresiju HSIL promena suplementacije folatima
[317,320,324,325].

S obzirom na to da HPV infekcija korelira sa niskim nivoima vitamina B12 i
folata u serumu i visokim vrednostima homocisteina, prac¢enje njihovog nivoa kod
pacijenata sa lezijama grlica materice moglo bi pomoc¢i da se identifikuje perzistentna
HPV infekcija. lako analiziraju¢i nase podatke nismo uspeli da dobijemo
diskriminativnu cut off vrednost vit B12 u predikciji HPV infekcije i CIN promena, ono
S§to je znacajno u na$oj studiji su da su najvise vrednosti ovog vitamina zabelezene
upravo u kontrolnoj grupi (p<0.05; grafikon 10). Sa druge strane, na osnovu ROC
analize nasih podataka izdvojile su se vrednosti vitB9<19.50 nmol/L i homocisteina>
9.35umol/l koje ukoliko se detektuju zajedno povecavaju Sansu za CIN2+ promene
skoro 4 puta. Na ovim pretpostavkama i dobijenim cut off vrednostima
jednokarbonskih parametara, suplementacija vitaminom B12 i folnom kiselinom mogla
bi biti validna strategija za suzbijanje integracije HPV u genoma i, posledi¢no,

perzistencije HPV infekcije kod nasih pacijentkinja.

5.6. Predikcioni model

Kao pojedinacéni prediktor pokazali su statisticku znacajnost, medutom cut off
vrednosti jednokarbonskih parametara (Hom>9.35 pmol/l & vitB9<19.50 nmol/L),
nakon analize binarne logisticke regresije nisu usle u predikcioni model predvidanja
CIN2+ promena. Razlog ovome je $to analiza ukljucuje samo prediktore koji znac¢ajno
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poboljsavaju prediktivnost modela, a na osnovu rezultata naseg istrazivanja to su
neinvazivni dijagnosticki testovi (Papa bris, HPV test i kolposkopija) i anamnesticki
podatak koitusa pre 16 godine. Ovako formiran predikcioni model sa svega Cetiri
prediktora je jednostavan i moze nam posluziti kao brz dijagnosticki skrining obzirom
da je u celini statisticki znacajan (p<0.001) i ima procenat tac¢nosti od 90% u
predvidanju CIN2+ promena (tabela 32). Prema ovom modelu, ispitanica koja je imala
koitus pre 16 godine, ima tri puta vec¢i rizik da u kasnijoj dobi razvije CIN2+ (OR=3.28
(95%IP: 1.14-9.45), p<0.05), Papa ASCUS+ rezultat nosi 9 puta veci rizik od CIN2+
promena, visoko suspektni kolposkopski 8 puta veéi rizik, dok ispitanice koje su
pozitivne na neki od hrHPV virusa imaju Cetiri puta veéi rizik za detekciju CIN2+
promena. Jednom rec¢ju, ovaj model nam na osnovu rezultata neinvazivnih testova i
izratunavanjem klasifikacionog skora, moze dati informaciju o verovatno¢i CIN2
promena, te olakSati odluku o daljem klinickom postupku. Na osnovu z-testa i
poredenjem medusobno svake grupe u odnosu na vrednost klasifikacionog skora,
zakljucili smo da bi bilo opravdano pratiti ispitanice koje imaju klasifikacioni skor
>0.39, obzirom da su jedino ispitanice sa skorom manjim od 0.39 imale 1 najtezi oblik
CIN3 promena (tabela 35). Ispitanice sa nizim klasifikacionom skorom zahtevaju

neodloZznu dopunsku invazivnu dijagnostku i hirurSko lecenje.

5.7. Pracenje CIN2 promena?

Trenutne preporuke skrining programa zasnivaju se na sve vecoj

individualizaciji u pristupu pacijenata 1 prilagodavanju lecenja. Tezi se ka proceni

individualnog rizika od nastanka prekanceroznih promena grlica materice ili
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invazivnog karcinoma ukljucujuci i licne faktore pacijenata, kao $to su starost, zelja za
radanjem, imunosupresija i rezultati prethodnih i tekucih skrining testova [161].
Histoloska dijagnoza >CIN2 na uzorku biopsije smatra se grani¢nom tackom za
hirursko lecenje. Prosecna starost majki koje radaju svoje prvo dete u Republici Srbiji
je 29 godina. Incidenca CIN-a koji zahteva le¢enje dostize vrhunac u dobi oko 30-te
godine i zato su efekti leCenja na buduce radanje dece i rizik od prevremenog porodaja
od posebne vaznosti. U sistematskim pregledima literature i meta analizama autori su
procenili da su rizici za prevremeni porodaj, malu porodajnu tezinu, prevremenu
rupturu ovojaka, kao i za porodaj carskim rezom znacajno veci kod zena koje su leCene
ekscizionim metodama u odnosu na neleCene zene [184,326,327]. 1z ovih razloga
neophodno je leciti samo promene koje imaju pravi potencijal progresije [328]. Postoji
sve veca svest da nece svi CIN3, a posebno ne svi CIN2, napredovati u rak, i da ¢e se
veliki broj lezija CIN2 povu¢i bez lecenja, $to je dovelo do preporuka da se CIN2 ne
le¢i odmah, posebno kod mladih Zena [85]. CIN3 ima visok rizik progresije do raka,
dok CIN2 pokazuje znacajno nizi profil rizika [329,330]. Lezije CIN2 su histoloski
heterogene, pri ¢emu su neki slucajevi uporedivi sa CIN3, a drugi veoma sli¢ni CINT1.
Ovo potvrduje i na$ dijagnosticki model, gde smo unutar grupe sa CIN2 promenama
uspeli da na osnovu izracunatog klasifikacionog skora (KS=0.39) izdvojimo grupu
ispitanica koja je po karakteristikama statisticki sli¢nija kontrolnoj i grupi sa CIN1
promenama koje se ne lece, a statisticki se razlikuje od grupe sa CIN3 promenama i
CIN2 grupe sa nizim klasifikacionim skorom (tabele 37,38,39). Prirodan tok CIN2 nije
jasan, delimicno zato Sto studije koje su ispitivale regresiju histoloski potvrdenih lezija
visokog stepena nisu napravile razliku izmedu dijagnoze CIN2 i CIN3, nisu imale veliki
uzorak 1 nisu koristile rigorozni pregled patologa kako bi se iskljucila pogreSna
klasifikacija CIN1 i CIN2 [331]. Pored toga, ne mozemo pouzdano predvideti koja bi
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lezija na kraju postala invazivna, ako se ne leci. Potencijalna Steta od razvoja invazivne
bolesti, ako se ove lezije ne leCe, treba da bude uravnotezena sa odlukom za
konzervativno leCenje CIN2 [332]. Takode, postoji neistrazena moguc¢nost da nakon
ocigledne spontane regresije, Zene sa konzervativno le¢enim CIN2 mogu biti izloZene
povecanom riziku od ponavljaju¢ih abnormalnosti visokog stepena. Ovo ukazuje na
smanjenu efikasnost konzervativnog lecenja (leCenje koje se odlaze, a ne sprecava) i
ukazuje na potrebu za pomnim pra¢enjem tih Zena nakon dve godine, kako bi se
osigurala bezbednost [333]. Do danas, nikakvi testovi i biomarkeri ne omogucavaju
predvidanje progresivnog potencijala CIN2 promena. Rezultati studija o ulozi p16 su
konfliktni [334,335], a longitudinalne studije o HPV metilaciji i mikrobioloskim
markerima se jo§ ¢ekaju [68,336,337]. Trenutno je u fazi izrade i Kokranov sistematski
pregled literature ¢iji je cilj da preporukama pomogne klini¢arima u lecenju zena sa
CIN2 promenama, kako bi se dugoro¢no smanjili rizici povezani sa prekomernim
leCenjem prekanceroznih lezija grlica materice [338]. Na nasoj Klinici, u planu je
sprovodenje studije pradenja i konzervativnog leCenja pacijentkinja sa CIN2

promenama koje ispunjavaju kriterijume i imaju klasifikacioni skor >0.39, kako bismo

potvrdili ili opovrgnuli dijagnosticku vrednost naseg predikcionog modela.
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Prednosti studije

+ Ovo je prvi rad na ovim prostorima koji objedinjuje i analizira dijagnosticku
znacajnost i tacnost neinvazivnih testova (Papa bris, HPV test, kolposkopija) i
parametara jednokarbonskog metabolizma u otkrivanju CIN promena.

+ Veli¢ina uzorka ove studije osigurava da je dovoljno moéna da se otkrije
statisticka znacajnost.

+ Postigli smo objektivnu procenu neinvazivnih dijagnostickih testova jer je
prisustvo ili odsustvo bolesti potvrdeno patohistologijom kod svih Zena, §to je
smanjilo potencijalnu pristrasnost verifikacije.

+ Dodatna snaga ove studije je to $to smo procenili prirodu odnosa vrednosti
folata, vit B12 i homocisteina sa kombinovanim rizikom od CIN2+ promena
uzimajuci u obzir HPV infekciju.

+ Izracunali smo verovatnoéu CIN2+ promene nakon odredenog dijagnosti¢kog
testa, pruzajuéi klini¢aru i pacijentima mogucnost da se informisu o riziku.

+ Na osnovu predikcionog modela formirali smo klasifikacioni skor koji nam
moze sluziti u klini¢koj praksi za brzi skrining pacijentkinja koje ne zahtevaju

dopunsku invazivnu dijagnostiku 1 hirur§ko lecenje, ve¢ nadzor i pracenje
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Ogranicenja studije

+ Glavno ogranicenje ove studije je §to je u pitanju opservaciona prospektivna
kohortna studija, te se uzro¢nost izmedu vrednosti parametara jednokarbonskog
metabolizma i rizika za CIN2+ promene ne moze sa sigurnoscu utvrditi

+ Za potvrdu dobijenog prognostickog modela CIN2+ lezija koje neée
progredirati potrebna je longitudinalna studija pracenja

+ Nedostatak informacija 0 navikama u ishrani ucesnika, koli¢ini unesenih
mikronutrijenata, kao i statusu drugih nutritivnih faktora su ograni¢enja ove
studije i mogu objasniti velike varijacije u koncentracije mikronutrijenata u
serumu primecene u maloj populaciji.

=+ Nismo kontrolisali MTHR homozigote kod ispitanica, kod kojih vrednosti

folata u serumu mogu biti nize
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8. Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata iz naSe studije dosli smo do slede¢ih zakljuc¢aka:

1. Faktore rizika za HPV infekciju i CIN promene kao §to su prvi koitus u ranom
dobu, veéi broj seksualnih partnera, puSenje, ve¢i broj trudnoca i porodaja,
redovnost ginekoloSkih kontrola i uzimanja Papa brisa potvrdili smo i nasom
studijom.

2. Papa bris i hrHPV test, pokazali su podjednaku senzitivnost i specifi¢nost u
detekciji CIN2+ promena, te se ravnopravno mogu koristiti kao dijagnostic¢ki
testovi u detekciji preinvazivnih promena na grli¢u materice.

3. Kolposkopija ima najve¢u PPV, te ukoliko se registruju visoko suspektne
promene moze da se posumnja na najteze CIN3 promene.

4. Najnize vrednosti vitamina B9 zabelezene su u grupi sa promenama visokog
gradusa (CIN3).

5. Nivo vitamina B12 nije se pokazao kao parametar koji je relevantan za
diferenciranje PH promena, s obzirom na to da vrednosti ne koreliraju sa
tezinom CIN promene. NajviSe vrednosti ovog vitamina zabeleZene su u
kontrolnoj grupi, Sto moZze ukazivati na njegov zastitni efekat.

6. Vrednosti homocisteina su u pozitivnoj korelaciji sa PH promenama. ViSe
vrednosti korespondiraju sa visoko suspektnim PH promenama, dok niske
vrednosti najverovatnije upucuju na odsustvo promena.

7. Cut-off vrednosti vitamina B9<19.5nmol/L i homocisteina>9.35umol/l
pokazuju 4x vecéu Sansu za CIN2+ promene. Ove vrednosti mogu posluziti kao
parametri u odlucivanju eventualne suplementacije folatima i vit B12 u

klini¢koj praksi.
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8. Dobijeni prediktivni model koji ukljucuje nalaz papa i hpv brisa, kolposkopije
1 anamnesticki podatak prvog koitusa moze biti od pomoc¢i klini¢arima prilikom
donosenja individualizovane odluke o tretmanu CIN promena, posebno kod
mladih pacijentkinja koje jo$ nisu ostvarile potomstvo.

9. Zapotvrdu tacnosti klasifikacionog skora, kao pokazatelja koje pacijentkinje bi

bilo opravdano pratiti potrebno je sprovesti studiju pracenja.
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7. Prilog

7.1. Prilog 1: Informisani pristanak

TEKCT HH®OPMUCAHOI IPUCTAHKA NAIIMJEHTKHUILE
IlomrroBana,

[To3BaHM cTe Aa ydecTByjeTe y HAyYHOM HCTPaKHMBamy Koje 00yxXBaTa MCIIUTHBAHE
JIMjarHOCTHYKKUX TECTOBAa KOjU CE€ CHPOBOJE paad OTKPHUBamba IMPEKaHIIEPO3HUX
npoMeHa Ha rpiauhy wmarepune. McrpaxuBame ce crnpoBoau Ha Kimuumm 3a
TMHEKOJIOoTHjy 1 akymepcrBo Kimamukor Lientpa BojBoanne n ono0OpeHo je o cTpaHe
Etnukor oxbopa Kinunuukor nentpa Bojsoaune. YuecTBoBame y OBOM UCIHUTUBAY
je mobpoBospHO. IIpe Hero mto orydmrte, MOTPEOHO je Ja pa3yMere 4emy OBO
UCTPaXHMBAIE CITY)KH, KakBa je cBpxa Bamer yuecTBoBama M mTa TO 3Ha4M 3a Bac.
Ogaj nH(opMHUCaHN TPUCTAHAK OMHCYje CTYAH]y. [IpounTajTe ra maxJbuBo.
Kapuunom rpnmuha matepuile ce pasBuja Kpo3 Iyr IMpewHBa3uBaH mnepuon (3-17
TOIMHA) TOKOM KOT HACTajy MpeKaHIIepO3HEe MPOMEHa KOje ce Ha BpeMe MOTY YOUHTH U
JeYUTH. Y3pOK OBUX IPOMEHA je BeoMa pacmnpoctpameHa XIIB wuHbeknuja.
[TpenHBa3uBHE poMeHe Ha rpiuhy MaTepuIle y BEIMKOM Opojy MOTY CIIOHTAaHO H Jia
HECTaHy HAaKOH T'OJMHY WIM JBE, YKOJIUKO C€ Hall JOKAIHU MMYHUTET aJeKBAaTHO
n30opu ca uHpeknujoM. Llrp Hamer ucTpaKuBama je Ja OTKPHjeMO KOjH TECT WIIH
KOja KOMOMHaIMja TecToBa OM MOTJIa J]a HaM yKake Koje mpomene he crionrano npohwu,
a KOj€ 3aXTeBa]y XUPYPILIKO JICUCHHE.

Hanamo ce na here Ham nomohu y oBome.

VY4yecTBOBame y 0BOj cTyAMjH Hehe UMaTH HUKAKBOT yTHIlaja Ha Baie nedyewme koje he
OUTH y CKJIay ca J0OpOM KIIMHUYKOM IPAKCOM.

[TmanoM ucTpakuBama npenBul)eHo je Ja MOTHHIIETE CarjiacHOCT 32 YYECTBOBAKE Y
CTY/IMj! ¥ TIOTTYHUTE aHKETHU YIUTHUK. Y TOKY Bamer neuema Ha Knmnanmm obasuhe
ce yoOuvajeH 1 o0aBe3aH THHEKOJIOMIKA U KOJITTOCKOTICKHU TperJie] rpiauha Matepuiie,
y3umamwe XIIB Opuca, kao u oaromapajyha MHBa3MBHa JujarHocTuka (Ouorcuja,
SHJIOLIEpBUKAIHA KUPETaXxa, JIyIl eKCclnu3Kja, KoHu3auuja). JlogatHe aHanmse Koje cy
YKJbYYEHE y OBO UCTpaKMBamle, a KojuMa OUCTE ce MOJABPIJIM, MOoapa3yMeBa Baheme
KpBU 3a aHanm3y ofpehenux napamerapa. CBU mojanu Cy aHOHUMHH U dyBame Bare
NPUBATHOCTH U TMOJaTaka je 3arapaHTroBaHo. JloOWjeHHM mopauu KopucTuhe ce
UCKJbYYUBO Yy HAYYHO-UCTPAXKHBAYKE CBpXE. Y CBAKOM TPEHYTKY MOXETE J1a TIOByUYETe
CBOJy carjacHocT, He HaBojaehu paznor. Ha Baie neueme HU Ha KOjU HauuH Hehe
yrunaty Bame nosnaueme.
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[TpounTana cam TEKCT O CBPCH U IUIaHY HUCTPAXHBamba Koje ce cripoBoau Ha Kimuumm

3a THHEKOJIOTH]Y W akymepcTBo, Kimmauukor neHtpa BojBoinHe W HAKOH Je€TajbHOT
pasroBopa ca JOKTOPOM KOjU BOJIU CTYAM]Y cMaTpaM Ja caM A00mIIa cBe MoJaTKe KOju
Me 3aHHMMajy U MOTY Jia TOTBpauM ciezehe:

- Peueno mu je nma je moje yuemnthe y MCHUTHBaWYy JTOOPOBOJHHO U Ja
YKOJIMKO OJUTYYHM Jia YYECTBYjeM Yy HUCTpaKMBamy TO Hehe MMartu HHKakaB
yTUIAj Ha OJTHOC JIEKapa IpeMa MeHH, HUTU he yTUIaT Ha Moje JieueHhe

- Peueno mu je na He oueKyjeM HHKAKBY MaTepujajiHy, HUTU APYTY
KOPHCT, OCUM €BEHTYaJTHO 3/IpaBCTBEHE

- Peueno mu je na he cBu Moju mopamu OWTH aHOHMMHHM M Jia MOj
uacHTUTET Hehe OMTH OTKpUBEH

- PeyeHo Mu je ma W3 MCNUTHBaKka MOTY JTOOPOBOJHHO Ja HUCTYIIHM Y
CBaKOM TPEHYTKY 0€3 WKaKBHX IMOCJICAMIIA TI0 MOje JIaJbe JICUCHE

VY NOTHYHOCTH caM pa3yMelna MpeJoyeHe MOJAaTKe M carjlacHa caM J1a YYecTBYjeM Y
HCTPaXUBaY.

[ToTmuc manyujeHTKumbe

Anpeca

Bbpoj Trenedona

[TotBphyjem na cam manujeHTKUBU Aajia CBE MOAATKE O

HCTPaXUBABY

Jlatym

1p bpanucnasa barypan
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7.2. Prilog 2: Anketni upitnik

OniuTH aHKeTHH YIOUTHHK

HNme 1 npe3nMe nanujeTKkumbe

Tonumire

KonTakr Tesedon

1. Oopa3oBame (320KPYKUTH CJI0BO):

a. OcHoBHa mkojga 0. Cpeama mkosa B. Bucoka mkosa

2. Koauko cTe BUCOKH IM TeIIKH Kr?
3. [da s cTe mymay (3a0KpPYKUTH CJIOBO):
a. He 0./la (Kosuko nurapera 1HeBHO )
4. Y Ko0joj roguHu cTe 100WJIN PBY MEHCTPyauujy?
5. Ca KOJIMKO roAMHAa CTe HMAJIM NPBHU CEKCYAJTHHU OTHOC:

a. Mame ox 16 roquna 0. 16-20 roauna B. Buiie ox 20 roa

6. I[a JIM KOPUCTUTE HEKHU BU/ 3ALITUTE Y CEKCYAJTHUM onnocha?

(320KPY’KHMTH CJIOBO)

a. He

0. [la

(Koju? (KOHTpanenTHBHE MUJIYJIe, KOHAOM, CIMPAJIA)
7. bpoj cexcyaanux naprHepa (3a0Kpy»H CJI0BO):

a. Mame o1 5 0. Bume ox 5
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8. Ja 1 penoBHO uaeTe KOJA FTMHEKO0JIOra (jeIaHnmyT roauimme)?

9. [da 1u penoBHo konTposnmere [TAIIA Opuc (jerannyr roguume)?

10. Ja 14 cTe UMAaJIM HeKe TMHEKOJI01IKe MPodaeMe WM HHTepPBeHIUje?

11. Koanko nyra cre Ouau TpyaHu?

12. [a 1u cre umanu npexuae Tpyanohe?

13. Bpoj nopohaja:

14. Ja n1u cte Bererapujanan?

15. Ja au GoJryjere 01 HEKHMX XPOHHUYHHUX 00J1eCTH U 1A JIM KOPUCTHTE HEKe

JiekoBe (TMpodJieMe ca MITHTACTOM KJIe310M, 0yOpe3uma, MaJlOKpBHoIIhy....)

16.

Ja i mocToje MaJurue 00J1eCTH y OPOAMIM Be3aHe 32 JKeHCKY CTPaHy

(majka, TeTka, cecTpa)?
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7.3. Prilog 3: Tabela A: Senzitivnosti i verovatnoca fal§ pozitiva za vrednosti

homocisteina

Pozitivan ako 1.
je ]'fdnak ili Senzitivnost Specifiénost A-B
vedi od date (A)
vrednosti ®)
3.9000 1.000 1.000 0.000
4.9500 1.000 0.989 0.011
5.1000 1.000 0.978 0.022
5.2500 1.000 0.956 0.044
5.3500 1.000 0.933 0.067
5.4500 0.989 0.911 0.078
5.6500 0.989 0.900 0.089
5.9500 0.989 0.878 0.111
6.1500 0.978 0.878 0.100
6.2500 0.956 0.867 0.089
6.3500 0.945 0.833 0.112
6.4500 0.945 0.800 0.145
6.5500 0.945 0.778 0.167
6.6500 0.945 0.767 0.178
6.7500 0.901 0.767 0.134
6.8500 0.890 0.744 0.146
7.0000 0.879 0.744 0.135
7.1500 0.857 0.733 0.124
7.2500 0.846 0.722 0.124
7.3500 0.835 0.700 0.135
7.4500 0.824 0.678 0.146
7.5500 0.824 0.667 0.158
7.6500 0.791 0.633 0.158
7.7500 0.780 0.622 0.158
7.8500 0.780 0.578 0.202
7.9500 0.725 0.567 0.159
8.0500 0.725 0.556 0.170
8.1500 0.670 0.533 0.137
8.2500 0.648 0.500 0.148
8.3500 0.604 0.467 0.138
8.4500 0.604 0.456 0.149
8.5500 0.560 0.433 0.127
8.6500 0.549 0.367 0.183
8.7500 0.527 0.356 0.172
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8.8500 0.516 0.344 0.172
8.9500 0.505 0.300 0.205
9.0500 0.505 0.278 0.228
9.1500 0.495 0.267 0.228
9.2500 0.473 0.267 0.206
9.3500 0.440 0.211 0.228
9.4500 0.396 0.211 0.184
9.5500 0.374 0.211 0.163
9.6500 0.374 0.200 0.174
9.7500 0.363 0.189 0.174
9.9000 0.319 0.178 0.141
10.1000 0.319 0.167 0.152
10.2500 0.308 0.167 0.141
10.3500 0.297 0.167 0.130
10.5000 0.275 0.167 0.108
10.6500 0.231 0.156 0.075
10.7500 0.231 0.144 0.086
10.9500 0.209 0.144 0.064
11.1500 0.209 0.133 0.075
11.2500 0.209 0.122 0.087
11.3500 0.198 0.111 0.087
11.5000 0.176 0.111 0.065
11.6500 0.165 0.111 0.054
11.7500 0.154 0.111 0.043
11.8500 0.132 0.089 0.043
12.0000 0.110 0.089 0.021
12.2000 0.099 0.089 0.010
12.3500 0.055 0.078 -0.023
12.5000 0.044 0.067 -0.023
12.7000 0.044 0.044 0.000
12.8500 0.033 0.033 0.000
13.0500 0.022 0.033 -0.011
13.3000 0.022 0.022 0.000
13.4500 0.000 0.022 -0.022
14.1000 0.000 0.011 -0.011
15.7000 0.000 0.000 0.000
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7.4. Prilog 4: Tabela B. Senzitivnosti i verovatnoca fals pozitiva za vrednosti B9

Pozitivan
ako je manji | Senzitivnost | 1- Specificnost AB
ili jednak (A) (B)
sa:
4.2000 0.000 0.000 0.000
5.2500 0.000 0.011 -0.011
5.7000 0.000 0.022 -0.022
6.2000 0.022 0.022 0.000
6.3500 0.022 0.033 -0.011
6.4500 0.033 0.033 0.000
6.6500 0.033 0.044 -0.011
6.9500 0.055 0.044 0.011
7.1500 0.066 0.044 0.022
7.3500 0.077 0.044 0.033
7.5500 0.088 0.044 0.044
7.7000 0.099 0.055 0.044
7.9000 0.110 0.055 0.055
8.0500 0.110 0.066 0.044
8.1500 0.132 0.088 0.044
8.2500 0.132 0.099 0.033
8.3500 0.165 0.110 0.055
8.5000 0.165 0.121 0.044
8.6500 0.198 0.132 0.066
8.7500 0.220 0.132 0.088
8.8500 0.242 0.143 0.099
8.9500 0.242 0.154 0.088
9.0500 0.242 0.165 0.077
9.1500 0.253 0.187 0.066
9.2500 0.253 0.220 0.033
9.3500 0.264 0.231 0.033
9.4500 0.264 0.242 0.022
9.5500 0.264 0.253 0.011
9.6500 0.275 0.264 0.011
9.8000 0.275 0.275 0.000
10.0000 0.286 0.286 0.000
10.1500 0.330 0.286 0.044
10.5000 0.341 0.297 0.044
10.9000 0.352 0.308 0.044
11.1000 0.363 0.308 0.055
11.2500 0.374 0.319 0.055
11.3500 0.396 0.330 0.066
11.4500 0.407 0.330 0.077
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11.5500 0.407 0.352 0.055
11.7000 0.440 0.363 0.077
11.8500 0.451 0.374 0.077
12.1000 0.462 0.374 0.088
12.3500 0.473 0.385 0.088
12.4500 0.484 0.385 0.099
12.5500 0.484 0.396 0.088
12.7000 0.484 0.418 0.066
12.8500 0.516 0.418 0.099
13.0500 0.516 0.429 0.088
13.2500 0.527 0.429 0.099
13.4000 0.538 0.429 0.110
13.5500 0.538 0.451 0.088
13.7000 0.560 0.484 0.077
13.9000 0.571 0.495 0.077
14.0500 0.593 0.495 0.099
14.1500 0.604 0.505 0.099
14.2500 0.615 0.516 0.099
14.4000 0.626 0.538 0.088
14.6000 0.626 0.560 0.066
14.7500 0.637 0.560 0.077
14.8500 0.648 0.593 0.055
14.9500 0.648 0.604 0.044
15.0500 0.659 0.604 0.055
15.1500 0.659 0.615 0.044
15.3000 0.670 0.637 0.033
15.5000 0.681 0.637 0.044
15.9000 0.725 0.648 0.077
16.2500 0.736 0.648 0.088
16.3500 0.747 0.648 0.099
16.4500 0.769 0.648 0.121
16.9000 0.769 0.659 0.110
17.3500 0.769 0.681 0.088
17.4500 0.791 0.681 0.110
17.5500 0.802 0.681 0.121
17.9500 0.824 0.681 0.143
18.4500 0.835 0.681 0.154
18.9000 0.857 0.692 0.165
19.2500 0.868 0.692 0.176
19.3500 0.868 0.703 0.165
19.5000 0.879 0.703 0.176
20.4500 0.879 0.714 0.165
21.4500 0.890 0.725 0.165
21.7000 0.890 0.736 0.154
22.0500 0.890 0.747 0.143
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22.3500 0.890 0.769 0.121
22.4500 0.901 0.780 0.121
22.6000 0.901 0.791 0.110
22.7500 0.901 0.802 0.099
22.9500 0.901 0.813 0.088
23.1500 0.912 0.813 0.099
23.2500 0.912 0.824 0.088
23.4500 0.912 0.835 0.077
23.7000 0.923 0.846 0.077
23.8500 0.923 0.857 0.066
24.2000 0.934 0.857 0.077
24.7000 0.945 0.857 0.088
25.0500 0.945 0.868 0.077
25.2500 0.956 0.868 0.088
25.4000 0.956 0.890 0.066
25.7000 0.967 0.890 0.077
26.1000 0.967 0.901 0.066
26.3500 0.967 0.912 0.055
26.8000 0.967 0.923 0.044
27.2500 0.978 0.923 0.055
28.2500 0.978 0.934 0.044
31.4000 0.978 0.945 0.033
33.9500 0.978 0.956 0.022
35.8000 0.989 0.956 0.033
37.8500 0.989 0.967 0.022
39.4500 0.989 0.978 0.011
41.7000 0.989 0.989 0.000
62.4500 1.000 0.989 0.011
83.0000 1.000 1.000 0.000
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7.5. Prilog 5. Tabela C. Senzitivnosti i verovatno¢a fal§ pozitiva za vrednosti

klasifikacionih skorova modela 2 logisticke regresije

Pozitivan ako je 1- LR+; LR-
jednakiliveciod: Senzitivnost Specificnost

.0000000 .000 .000

.0465021 .065 .000

1136211 370 011

2042297 .500 .055

3152305 522 .055

3928064 .880 264 3.33; 0.3
4295005 .880 286

.5397838 902 .308 2.92;0.34
6787932 924 .308

7414666 946 .396

7996682 946 418

.8643017 967 571

9213795 978 626

1.0000000 1.000 1.000
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8. Skracenice

ANCOVA
ANOVA
ASCH

ASCUS

ATP
AUC
AW
CcC
CIN

CKC
CMIA

CpG
DHF
DNMT
dTMP
dUMP
ESGO

GLM
Globocan
HCEC
HPV
hrHPV
HSIL

8. Skracenice

analiza kovarijanse (analysis of covariance)
analiza varijanse (analysis of variance)

Atipi¢ne skvamozne c¢elije koje govore u prilog displaziji (Atypical
Squamous Cells — High grade squamous intraepithelial lesion
cannot be excluded)

atipi¢ne skvamozne ¢elije neodredenog znacaja (Atypical Squamous
Cells of Undetermined Significance)

adenozin trifosfat

povrsina ispod krive (Arena Under the Curve)
aceto-white epitel

Konvencionalna citologija

cervikalna intraepitelijalna neoplazija (cervical intraepithelial
lesion)

konizaciju hladnim nozem (cold knife conisation)

hemiluminescentni mikropartikularni imunoesej
(Chemmyluminescent Microparticular Immuno Assay)

citozin-fosfat-guanin
dihidrofolat

DNK metiltransferaza
timidin monofosfat
deoksiuridin monofosfat

Evropsko udruzenje ginekoloske onkologije (European Society of
Gynaecological Oncology)

opsti linealni modeli (general linear models)

Globalna opservatorija za rak (Global Cancer Observatory)
humane epitelijalne ¢elije kolona (human colon epithelial cell)
humani papiloma virus

visokorizi¢ni (high-risk) HPV

skvamozna lezija visokog stepena (high grade squamous

intraepithelial lesion)
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8. Skracenice

IARC

IFCPC

LAST projekt

LBC
LEEP

LLETZ

LR
IrHPV
LSIL

MTHR
MTR
NILM

NPV

OK

PABA

PCR

PH

PPV

ROC analiza

RR
SAH
SAM
SCC
SCJ
SIL

Medunarodna agencija za istrazivanje raka ( International Agency
for Research Cancer)

Medunarodna federacija za patologiju grlica materice i kolposkopiju
(International Federation of Colposcopy and Cervical Pathology)

Projekat terminologije donjeg anogenitalnog trakta (Lower
Anogenital Squamous Terminology Project)

te¢na citologija (liquid based cytology)

elektrohirurska ekscizija promene omcicom (loop electrosurgical
excision procedure)

velika elektrohirurske ekscizije zone transformacije oméicom (large
loop excision of transformation zone)

odnos Sansi (Likelihood ratio)
niskorizi¢ni HPV (low-risk)

skvamozne intraepitelijalne lezija niskog stepena (Low-grade
Squamous Intraepithelial Lesion)

metilentetrahidrofolat reduktaza
metiltransferaza

negativno na intraepitelijalnu leziju ili malignitet (Negative for
Intraepithelial Lesion or Malignancy)

negativna prediktivna vrednost

oralni kontraceptivi

para-aminobenzoeva kiselina

lan¢ana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction)
patohistoloski

pozitivna prediktivna vrednost

analiza odnosa senzitivnosti i specifi¢nosti testova (Receiver
Operating Characteristic curve)

relativni rizik

S-adenozilhomocistein

S-adenozilmetionin

karcinom skvamoznih celija (squamous cancer cell)
skvamokolumnarna granica (Squamocolumnar junction)

skvamozna intraepitelijalna lezija (squamous intraepithelial lesion)
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8. Skracenice

SZO Svetska zdravstvena organizacija
THF tetrahidrofolat
TIMS timidilat sintaza
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Osaj Obpazay uunu cacmasHu 0eo O0OKMOpPCKe oucepmayuje, O0OHOCHO
O0OKMOPCKO2 YyMeMHU4K0o2 npojekma Koju ce opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. llonywen Obpaszay ykopuuumu uza mexcma OOKMOpcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmad.

[Iman TpeTMana noxaraxa

Ha3us npojexra/mcrpaxnBama

JujarHoCTUYKK 3Ha4aj nuTONoruje, konnockonuje, XIIB Tecta n jeqHO-KapOOHCKMX MeTabOTUYKUX
napaMeTapa y HeMHBAa3UBHO] JIMjarHOCTHIN IEPBUKATHUX MHTPACTINTEIIH]jTHIX HEOIIa3Hja

Ha3uB nHCTHTYNMje/MHCTUTYIMja y OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAH MCTPA’KMBAH€

a) [MonuknuHndka ruHekosorka ciyx6a YKL Bojsomune Hosu Can

0) Onespeme onepatuBHe THHeKojoryje Kimnnke 3a runexonorujy u akymepcrso YKL Bojsoanne

B) LlenTap 3a naGoparopujcky meaununy, Y KL BojBoaune

Ha3uB nporpama y oKBHpPY KOT ce peajin3yje HCTPAKHBAH€

JloKkTOpCKe akaZeMCcKe CTynuje, KIMHUYKa Meauuaa, Meanuuacku ¢axynarer Hosu Cag

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra ctyaumje

HcrpaxkuBame je cnpoBeleHo Y GopMH NpOCNEeKTHBHE OINCepBAlMOHE KOXOPTHE CTyAHje U
odyxBaTwio je 183 umcnuTaHmuma ca a0HOPMAJTHUM HAJa30M LUTOJIOLIKOr Opuca /WU
CYMIHBOM KOJOMOCKONCKOM cJinkoM. HakoH monymaBamba aHKeTHOT YIUTHHKA Be3aHOT 3a
(axTope pusuka 3a XIIB uH(peknujy, cBakoj MCIUTAHMIHU je y3eT LEepPBUKAJTHH Opuc 3a
nuTonomko U XIIB Tectupame, M3BpPIIEH KOJIMOCKONCKH Mperjex U y3eT MaTOXHUCTOJOKHA
y3opak. OnapehuBame jeqHOKApOOHCKHUX MeTa0oauukux napamerapa (Butr B9, Butr b12,
XOMOIIUCTEHH) BPIIEHO je U3 Y30paKa KpBU.

1.2 Bpcre nonaraka
a) KBAHTUTATUBHU

0) KBAJIMTATUBHH

1.3. Haune npukymbama nogaraka

a) aHKeTe, yIIUTHUIIH, TECTOBH

0) KJIMHUYKe mpoueHe (KOJMOCKONUja), MEIUIIHHCKH 3aIUCH, SICKTPOHCKH 3/[paBCTBCHH 3aIUCH
B) renorunosu: XIIB renoTunuzanuja

') aAMHHACTPATUBHU MOJAIH: HABECTH BPCTY
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1) Y30pIM TKMBA: ePBHKAJTHHA OPUCEBH, y30PIH KPBHM M MATOXHCTOJOMIKH y30pak rpanha
MaTepuue

b)) cammm, dpotorpaduje: HaBeCTH BPCTY

€) TEeKCT, HABECTU BPCTY

) Mara, HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJ0: OMKUCATH

1.3 ®opmart nogaraka, ynoTpedspeHe cKkaje, KOIHIHHA [To1aTaka

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBep U opMar JaToTeKe:

a) Excel ¢aja, natorexa

b) SPSS ¢aja, narorexa

¢) PDF ¢aja, natorexa

d) Texct daja, naroreka

e) JPG ¢ajn, natoreka

f) Ocramno, natoreka

1.3.2. Bpoj 3amuca (kox KBaHTUTATHBHUX TTOaTaKa)

a) Opoj BapujabJIn: BEMMKHU OpOj Bapujadu

0) Opoj Mepema (MCIMTaHUKa, MPOIIeHa, CHUMaka U ci.) 183 ucrimranwnie
1.3.3. IloHoBIbEHA MEpEHA
a) na

0) He

YKOJIHKO je 0JroBop /1a, OAroBOpUTH Ha cieneha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3MaK M3MeJljy MOHOBJLEHUX Mepa je

0) BapHjabJie Koje ce BHILIE IyTa MEpPe OJHOCE Ce Ha

B) HOBe Bep3Huje (ajiioBa KOjH caJipiKe MOHOB/LEHA MEPEha Cy HIMEHOBAHE Kao
Hanomene:

Ha nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20pouHy 8aruOHOCH HOOamaka?

Hauuonanuu nopran oTBOpeHe Hayke — OPEN.ac.rs



a) Jla
6) He

Axo je 002080p He, 0bpaznodicumu

2. [Ipukynmbame nogaraka

2.1 Metonosnoruja 3a NpUKyIUbamke/TeHEpUCahe NOAaTaKa

2.1.1. Y okBHpPY KOT HCTPaXMUBAYKOT HAI[PTa Cy MOJIAIN MPUKYTJHEHN?

a) eKCIIEPUMEHT, HABECTH THUII

0) KOpenanroHO UCTPAKUBAKHE, HABECTH TUI KOpPeJaluja HeHHBA3UBHUX JHjarHOCTHYKHX MeTO/1a
u3Mel)y KOHTpoJIe 1 HCIUTUBAHUX rpyna

1) aHaJIM3a TEKCTa, HABECTH THUI AHAJM30M JOCTYIIHE JUTepaType

1) 0CTaj0, HAaBECTH ITa

2.1.2 Hasecmu epcme MepHUX UHCMPYMEHAMA Ul CManoapoe nooamaxa cneyugpuyunux 3a oopeheny
HayuHy Oucyuniuny (ako nocmoje).

real time PCR anapar

2.2 Kpanurer mojaraka v CTaHIapIu

2.2.1. Tperman HenocTajyhux nogaraka

a) [la mu marpuna caapxu Hegocrajyhe mogarke? Jla He

AXo0 je 0JIroBOp Jia, OAroBOpUTH Ha cieneha nurama:

a) Kounuku je 6poj Henoctajyhux nmonaraxa?
0) Jla 11 ce KOpUCHUKY MaTpHUIe Ipernopydyje 3aMmeHa Hepocrajyhux noparaka? la He
B) AKO je 0JIroBOp Ja, HABECTH CYTeCTHje 3a TpETMaH 3aMeHe HeJl0cTajyhnx mojaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIMCaH KBaJuTeT nojgataka? Omnucaru

KBanurter no0ujeHnx pe3yiarara je cMaTpaH BATHAHUM YKOJHKO €y Pe3yJTATH TeCTHPama Onin

3a10Bo/baBajyhu mpeMa ynyTcTBY mnpou3Bohaua KoOMEpUMjaJIHUX KOMILIETA HAMEH-€HHX 3a
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onpeljeﬂy BPCTY aHaJIu3e. KBaguter mnomaraka je KOHTPOJIMCAH NPUMEHOM CTATUCTHYKHX

TeCTOBA M BAJMIAIUjOM 100MjeHNX MoIaTaKa

2.2.3. Ha koju Ha4uH je u3BpIICHA KOHTPOJIA YHOCA [TO/IaTaka y MaTpuiry?
KonTpoaa yHoca monaTaka y MaTpuny je u3BeaeHa nopelemem 100ujeHnx mojgaraka ca

JIUTEPATYPHUM NoJalluMa

3. Tperman nogaraka u npateha joKyMeHTaNMja

3.1. Tper™aH u yyBame OAATAKA

3.1.1. Hooayu he bumu oenonosanu y Penozumopujymy ookmopckux oucepmauuja Yuueepzumema
y Hosom Caoy.

3.1.2. URL adpeca https:cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf.

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) Ha
0) la, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, nasecmu paznoe

3.1.5. llooayu nehe bumu 0enoHo8anu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyeau.

Obpasnoocerve

3.2 MeTtanojany ¥ JOKyMEHTAIIKja TogaTaKa

3.2.1. Koju crannapn 3a meranoaarke he OuTu nmpuMermeH?

3.2.1. HaBecTu MeTaroaTke Ha OCHOBY KOjJHX CY HOJAIM JCTIOHOBAHH Y PEIIO3UTOPH]YM.
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Ako je nompebno, Hasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umMarbe no0amaxd, aHaiumuyKe u
npoyedypanne uHpopmayuje, Uxo80 KOOUparbe, 0emasbHe OnuUce 8apujadiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHAapAx 3a YyBamke MoJaTaKa

3.3.1. Jlo xor nepuoza he moman Owth dyBanu y penosutopujymy? Tpajuo

3.3.2. la mu he momany 6utn nenonosanu nox mugpom? a He

3.3.3. la 1 he mmdpa Outn goctynHa oapelheHoM kpyry uctpakusada? [la He

3.3.4. Jla mu ce momany MOpajy YKIOHHTH U3 OTBOPEHOT IPUCTYIIA TIOCTIe H3BECHOT BpeMeHa?
Jda He

OO0pa3noxuTH

4. be30eMHOCT MOJAATAKA M 3AIUTUTA NMOBEP/LUBUX HH(pOPMAIUja

Ogaj onesbak MOPA OutH onymeH ako Ballld MOJaly YKIJbY4yjy JHYHE MoJaTKe KOjHU Ce OJIHOCE Ha
YYECHHKE y UCTPaKMBaY. 3a Jpyra HCTpakuBamba Tpeda Takohe pasMOTPHUTH 3aIITHTY U CUTYPHOCT
MoJaTaKa.

4.1 ®opmanHu CTaHAAPAHU 32 CUTYPHOCT HH(pOpMaLnja/moaTaKa

HcTpaknBaun Koju CIPOBOJIE HCITUTHBAKA C JbYANMA MOPajy Ja ce PUAPKaBajy 3aKOHa O 3aIUTHTH
nogartaka o muunocty (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html)
ozLFOBapajyher HWHCTUTYINUOHAJIHOT KOACKCA O aKaICMCKOM UHTCIPUTETY.

4.1.2. Jla nu je ucTpakuBame 0/J00peHO 0] cTpaHe eTruke komucuje? Ja He
Ako je onroop [la, HaBeCTH JaTyM M HAa3WMB €THYKE KOMHUCH]E KOja je 0100pHiIa HCTPAKUBAHE

Ernuxu on60op Yunsepsuterckor Kaunnukor uenrpa Bojsoauue 6poj 00-15/343 on 21.
anpumia 2017. ronune.

4.1.2. la v nojauy ykJby4yjy JUYHE MOJATKE yUYECHUKaA y UcTpakuBamy? da He

AKO je 0JIrOBOp J1a, HABEIUTE Ha KOjH HAUYWH CTE OCUTYPAJIH MOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT MH(pOpManyja
BE3aHMX 3a MCIIUTaHUKE:
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a) Ilopanu HUCY y OTBOPEHOM IPUCTYILY
0) Moxaum cy aHOHMMM3MPAHU

1) OcTaio, HaBeCTH Ta

5. JocTynHOCT mogaTaka

5.1. llooayu he bumu
a) jaeno oocmynnu
0) 00CMYNHU CAMO YCKOM KpYey Ucmpaxicusaya y oopehenoj Hayunoj ooracmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 0ocmyntu camo YCKOM Kpyey UCHpaxicudaiad, Hagecmu noo Kojum YCioguma Moy od ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 00cmynuu camo YCKOM Kpy2y UCMpaxicuéad, Hagecmu Ha KOju HAYUH MO2y
npUCmynumu nooayuma:

5.4. Hasecmu auyenyy noo xojom he npuxynmsenu nooayu Oumu apxueupanu.

AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjaJIHO - AeJIMTH O] HCTUM YCJIOBHMA

6. YJiore u oAroBopHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa

Bpanucaasa Barypan, branislava.baturan@mf.uns.ac.rs

6.2. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0paicasa Mampuyy ¢ nooayuma

Bpaunucinasa Batypan, branislava.baturan@mf.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omoeyhyje npucmyn nooayuma Opyum
UCMPaNCU8a UMa

Bpanuciaasa Batypan, branislava.baturan@mf.uns.ac.rs
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