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SAZETAK:

Premaligne lezije vrata maternice etioloski su vezane uz infekciju humanim papiloma virusom
(HPV) 1 posljedican razvoj upale i oksidativnog stresa zbog Cega bi se antioksidansi mogli
smatrati u¢inkovitim protiv progresije skvamozne intraepitelne lezije niskog stupnja (engl. /ow
grade SIL, LSIL). Recentna istrazivanja pokazuju da je a-lipoi¢na kiselina (ALA) jedan od
najpotentnijih prirodnih antioksidanasa s jo$ uvijek ograni¢enom terapijskom primjenom u
lijecenju bolesti povezanih s upalom i oksidativnim stresom. Cilj ove randomizirane, dvostruko
slijepe placebom kontrolirane studije je istraziti uinkovitost suplementacije ALA-om (600
mg/dne) na regresiju LSIL-a na uzorku od 100 pacijentica te dobiti §iri uvid u terapijski
potencijal i mehanizme djelovanja ALA-e na oksidativni stres, upalne biljege i parametre
lipidnog statusa. Prisutnost LSIL-a utvrdena je nakon citolo§kog probira, kolposkopskog
pregleda i ciljane biopsije te histoloske potvrde citolosko-kolposkopske dijagnoze. Parametri
oksidativnog stresa, upale, lipidnog statusa i prisustvo HPV-a su utvrdeni standardnim
laboratorijskim metodama. Prehrambene i Zzivotne navike istrazene su koriStenjem
standardiziranog i validiranog semikvantitativnog upitnika o konzumiranju hrane i pica (engl.
Food Frequency Questionnaire, FFQ). Dobiveni rezultati pokazali su da je suplementacija
ALA-om znatno reducirala broj pacijentica s citoloskim abnormalnostima niskog stupnja u
odnosu na pacijentice koje su uzimale placebo. Uzimajuci u obzir dobivenu razinu znac¢ajnosti
(p < 0,001), prezentirani rezultati upucuju da kratkorocna suplementacija ALA-om pokazuje
klinicki znacajan ucinak na cervikalnu citologiju. Intervencija nije imala znacajan utjecaj na
parametre antioksidativnog statusa iako je antioksidativni kapacitet seruma (Trolox
ekvivalentni antioksidativni uinak (engl. Trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC),
kapacitet vezanja kisikovih radikala (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC) i
Folin-Ciocalteu redukcijski potencijal (engl. Folin-Ciocalteu, FC)) bio poveéan nakon
suplementacije kod odredenih podskupina pacijentica u ovisnosti o njihovom unosu
antioksidanasa hranom. Utjecaj suplementacije ALA-om na lipemiju ovisio je o inicijalnom
lipidnom statusu pacijentica. Buduce studije bi trebale biti usmjerene na istraZivanje
ucinkovitosti dugorocnije terapije ALA-om (duze od 3 mjeseca) te ukljuciti i pacijentice s
visokim stupnjem SIL-a. Takoder bi se trebale usmjeriti na istraZivanje inovativnih formulacija
ALA-e s povecanom bioraspoloZivoscu, te na istrazivanje sinergistickih u¢inaka modificiranog

zivotnog stila i suplementacije ALA-om.



Kljuéne rijeéi: skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja (LSIL), humani papiloma virus
(HPV), o-lipoi¢na kiselina (ALA), parametri antioksidativnog statusa, parametri upale,

parametri lipidnog statusa, indeks kvalitete prehrane



SUMMARY:

Introduction. A-lipoic acid (ALA) is potent antioxidant that performs pleiotropic actions on
biological pathways linked to numerous diseases. Among other effects, it shows direct
antioxidant activity, regulates the status of gluthatione and modulates different signalling
transduction pathways (such as insulin and nuclear factor kappa B (NFxB) and regulates
glucose homeostasis and inflammatory response. Therefore, its potential as therapeutic agent
in diabetic neuropathy, brain disease and cognitive dysfunction, cardiovascular diseases,
endothelial dysfunction, hemorrhoidal illness, obesity and cancer is being intensively
investigated. The majority of known therapeutic effects of ALA can be contributed to its direct
antioxidant activity. ALA has specific structural properties characterized by a dithiolane ring,
enabling the existence of both the oxidized and reduced form that together create a potent redox
couple that has a standard reduction potential of —0.32 V. This makes ALA a potent direct
antioxidant capable of scavenging a variety of reactive oxygen species. Furthermore, it
regenerates other antioxidants, chelates redox-active transition metals, and induces the uptake
(or enhances the synthesis) of endogenous low molecular weight antioxidants or antioxidant
enzymes, particularly glutathione (GSH) (by activating Nrf2 pathway). ALA functions as the
cofactor of oxidative decarboxylation reactions in glucose metabolism; the function that
requires the disulfide group of the lipoic acid to be reduced to its dithiol form, dihydrolipoic
acid, DHLA. It exerts the wide range of anti-inflammatory activities, including the reduction in
the lipopolysaccharide (LPS)-stimulated release of inflammatory cytokines, such as tumor
necrosis factor alpha (TNF-a); interleukin-1 beta (IL-1p); IL-6; LPS-induced expression of
cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide synthase (iNOS). Recent investigation
shows that through the combination of antioxidative and anti-inflammatory mechanisms, and
through regulation of glucose homeostasis, ALA could also ameliorate lipid abnormalities in
the hyper-lipemic and atherosclerotic environment in vivo. Low-grade squamous intraepithelial
lesion (LSIL) is a diagnostic term used when cytology reveals either permissive HPV infection
or cervical intraepithelial neoplasia I (CIN I). This classification is also applied in
histopathology, where LSIL and low-grade CIN are used interchangeably. LSILs constitute
most abnormal findings in cervical cancer screenings, and typically resolve spontaneously
within a year of diagnosis. The exact rate of spontaneous regression is difficult to ascertain due
to variations in study methodologies, with reported regression percentages ranging between 7

% and 95 %. Progression to a high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) is more likely



if LSIL is caused by high-risk, oncogenic human papillomavirus (HPV) genotypes. HPV
infection triggers the release of inflammation mediators, leading to the generation of reactive
oxygen species (ROS) and a decrease in antioxidant levels. HPV integration, coupled with
oxidative stress, induces genomic damage and epigenetic changes that hinder apoptosis and
alter cellular proliferation. Dietary components with antiviral, anti-inflammatory, and
antioxidant properties may offer protection against SIL progression and cervical cancer
development. Observational studies suggest that Western dietary patterns increase the risk of
persistent HPV infection, whereas adherence to the Mediterranean diet reduces this risk.
Consumption of a diverse range of whole foods rich in vitamins, minerals, and bioactive
compounds, particularly those with antioxidant and antiviral properties, appears effective in
preventing LSIL progression to HSIL or cervical cancer. Therefore, a balanced diet rich in
mentioned health-promoting components should be recommended to patients upon LSIL
diagnosis as a preventive strategy. The primarily goal of this study is to investigate the impact
of supplementing patients with diagnosed LSIL with alpha lipoic acid (ALA) and observe the
effects on the progression/regression of LSIL after a 3-month supplementation. Additionally,
we aim to investigate if a 3-month supplementation with 600 mg of ALA shows significant
effect on the parameters of antioxidant - or lipid status. The secondary goal of this investigation
is to find out if the observed responses to supplementation depend on the diet characteristics of
the study participants, having in mind that the human antioxidant defense system resists

modulation by dietary antioxidants and might depend on their nutritional intake.

Methods. This study was designed as a double-blind, randomized, placebo-controlled trial that
recruited 100 female patients with the diagnosis of LSIL, which was determined after
cytological screening, colposcopy, and a targeted biopsy. Exclusion criteria were diabetes,
malignant diseases, chronic inflammatory diseases, hysterectomy, abortion, destructive therapy
of the cervix, HPV vaccination and menopause. Patients who reported regular use of antioxidant
dietary supplements and lipid-lowering pharmacotherapy were also not eligible for inclusion
into the study. The sample size was calculated by using a randomized clinical trial sample size
formula. Block randomization was used to distribute participants to either the placebo or the
intervention group in a 1:1 ratio. Patients were supplemented with either 600 mg per day of
ALA (oral capsules containing all-rac ALA) or a placebo (provided as oral capsules containing
rice starch, visually identical to ALA capsules) for 3 months. The capsules of both ALA and
placebo were provided by Zada Pharmaceuticals (Lukavac, Bosnia and Herzegovina). At the

initial appointment patients filled a standardized and validated semi-quantitative food



frequency questionnaire to provide information on diet characteristics, use of dietary
supplements, smoking, and physical activity. FFQ was designed as a 192-item questionnaire

with one month as the reference period of intake. There were 100 dietary items listed, and the
remaining items were questions about supplementation use and eating habits. The primary

outcome of the study was LSIL, which was determined after the performed cytological
screening, colposcopic examination of the cervix, targeted biopsy and histological confirmation
of cytological—colposcopic diagnosis at the study baseline and after the 3 months intervention.
Uterine tissue samples obtained by targeted colposcopic biopsy were processed by a standard
histological method. Cervical smears were also tested for the presence of high-risk HPV strains.
Assessment of the pathological diagnosis was done as blindness by a single experienced
pathologist at baseline and after the intervention. At the initial and the follow-up appointment,
blood samples were taken from the patient’s cubital vein, using the standard procedure. The
serum was separated by centrifugation and multiple aliquots of each sample were either
analyzed immediately (biochemical parameters) or stored at —80 °C for future analysis
(oxidative stress- and inflammation parameters). Biochemical parameters (total cholesterol
(CHO), LDL, high density lipoproteins (HDL), triglycerides (TGC) and antioxidant status
indicators (oxygen radical absorbance capacity (ORAC); Trolox equivalent antioxidant activity
(TEAC); Folin—Ciocalteu reducing capacity (FC); ferric reducing activity (FRAP); superoxide
dismutase (SOD) activity; reduced glutathione (GSH); and malondialdehyde (MDA) levels)
and inflammation indicators (high-sensitive C-reactive protein (hsCRP), fibrinogen (FI) and

sedimentation (SE)) were determined from the collected blood samples.

Results. All patients recruited for the study had a diagnosis of LSIL at the initial visit; by the
end of the study, this number of patients was reduced in both groups - in the placebo group 44
patients still had an LSIL diagnosis; in the treated group of patients only 2 of them still had an
LSIL diagnosis (p < 0.0001). The percentage of patients with positive HPV findings remained
the same during the 3 months of study; 37.5 % in the placebo and 46.3 % in the treated group
of patients were HPV-positive and observed differences were not statistically significant. The
number of LSIL-positive patients decreased from 48 to 44 in the placebo group (8.33 % of
patients recovered), but the observed change was found to be statistically insignificant (p =
0.1171). On the other hand, in the ALA-treated group as much as 95.12 % of patients recovered
(p <0.0001). None of the patients in either of the investigated groups progressed to the higher
grade of SIL. The percentage of HPV-infected patients remained the same in both groups.



At the initial visit, hsCRP and FI were significantly lower in the placebo group (p = 0.0344 and
p = 0.0130, respectively) but still within the normal range, while SE rates were comparable (p
=0.0785). At the 3-month follow-up visit, the situation was reversed: inflammation parameters
were higher in the placebo group and observed differences were statistically significant for FI
and SE rates (p = 0.0437 and 0.0046, respectively). All inflammation parameters increased
during 3 months of supplementation in the placebo group and observed changes were
statistically significant (p < 0.001). On the contrary, in the ALA-treated group all observed
inflammation parameters decreased moderately but significantly (p < 0.0001). Investigation on
the biomarkers of antioxidant status showed that at the initial measurement there were no
significant differences between medians of MDA levels (p = 0.151), FRAP (p = 0.381), SOD
(p=0.180), ORAC (p =0.488), or GSH (p =0.389) in the placebo and the intervention groups;
TEAC was significantly higher (p = 0.048) and FC reducing capacity was significantly lower
in the intervention group (p = 0.005). After the 3 months of supplementation the situation
remained unchanged except for the GSH levels that were now significantly lower in the
intervention group compared to the placebo (p = 0.050). However, the apparent decrease of
GSH values that was observed in the ALA-supplemented group after 3 months of
supplementation was found to be statistically insignificant (p = 0.411). Moreover, none of the
monitored antioxidant status parameters were significantly changed, neither in the placebo nor
in the intervention groups. Since diet characteristics can play a significant role in modulating
the overall effectiveness of antioxidant supplements, a subgroup analysis was conducted to
compare the ALA effectiveness in subgroups of patients with high (> 11) and low (< 7) Med-
DQI (indicating low and high degree of adherence to Mediterranean dietary patterns). The Med-
DQI was chosen because it quantifies the levels of adherence to the Mediterranean diet and
dietary diversity, which are known to contribute to lower antioxidant and inflammation
biomarkers. Subgroup analysis showed that the effects of antioxidant supplementation on
antioxidant status indicators might be significantly affected by the patient’s dietary
characteristics. In the subgroup of patients with higher levels of compatibility with
Mediterranean dietary patterns (Med-DQI < 7) supplementation with ALA showed positive
effects on SOD activity (it prevented the decrease in SOD activity that was observed in the
placebo group). This was not observed in the remaining patients (Med-DQI > 7). Lipid
parameters didn't differ significantly between the placebo and intervention groups, initially.
However, after 3 months, the supplementation LDL levels in the intervention group were
significantly higher compared to the placebo group (p = 0.033). During the 3-month
supplementation period, CHO and LDL levels of the placebo group remained unchanged, while



in the intervention group they increased from 5.19 to 5.69 (p = 0.001) and from 2.89 to 3.46 (p
= 0.006). The obtained results are not consistent with the results of other authors who showed
that ALA either decreased LDL or showed no significant effect; however, those data were
mostly obtained in studies focusing on patients with metabolic diseases and hyperlipidemia.
Based on the assumption that ALA could have different effects on LDL levels depending on
the initial lipid status, subgroup analysis was conducted focusing specifically on participants
with hypercholesterolemia (LDL > 3 mmol L") and specifically on normolipemic patients
(LDL < 3.00 mmol L™"). In patients with hyperlipidemia supplementation with ALA resulted
in a very small but statistically significant decrease in LDL values (the median decreased from
3.95 to 3.89 mmol L—1; p = 0.049); however, a more pronounced effect has been observed in
the placebo group (with a decrease from 3.76 to 3.54 mmol L™!; p = 0.022). This might be
explained by a possible positive modification of dietary and lifestyle habits of the patients upon
recruitment into the dietary clinical study (despite clear instruction that dietary habits and
lifestyle should not be changed during the study), which has been noted in the literature. In the
subgroup of patients with normal LDL levels, a significant increase in LDL levels was observed
in the intervention but not in the placebo group (median increased from 4.01 to 4.07 mmol L™;
p = 0.003), which confirmed our hypothesis that the effect of ALA supplementation on lipid
status might be affected by the initial lipid status of the patient.

Conclusions. The results of the conducted trial demonstrate that 3 months of supplementation
with 600 mg of ALA significantly promotes regression of LSIL but does not affect HPV
infection rates. Positive effects are probably assciated with observed antiinflammatory effects
of ALA. ALA showed modest effect on the parameters of antioxidant status that were partially
affected by diet characteristics — primarilly by the degree of compliance to a Mediterranean
dietary pattern. ALA supplementation resulted with a small but statistically significant increase
in LDL and CHO levels, indicating that the lipid-lowering effect of ALA observed in some
studies might depend on the initial lipid status of the participants (which has been confirmed

by the post-hoc subgroup analysis).

Keywords: low-grade squamous intraepithelial lesion; human papilloma virus; alpha lipoic
acid; parameters of antioxidant status; inflammation parameters; lipid status parameters; diet

quality index
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1 UVOD



1.1 Premaligne lezije vrata maternice

1.1.1 Anatomija i histologija vrata maternice

Maternica (lat. uterus) je miSicni organ smjeSten u maloj zdjelici izmedu mokraénog mjehura
sprijeda i rektuma straga. Cine je trup maternice (lat. corpus uteri) i vrat maternice (lat. cervix
uteri). Izmedu trupa i vrata nalazi se suzeni dio (/at. isthmus), koji anatomski pripada trupu
maternice, a funkcionalno vratu (kod poroda donji uterini segment isthmusa ima vaznu ulogu).
Dno maternice (lat. fundus uteri) je dio trupa maternice koji se nalazi izboCen iznad hvatiSta
jajovoda za maternicu. Rogovi maternice (/at. cornua) su dijelovi maternice na koje se vezu
jajovodi. Maternica je kod odrasle Zene duga 7,5 cm (4 cm trup, 0,5 cm suZeni dio, 3 cm vrat),
a teSka 40 do 60 grama. Vrat maternice dijelimo na dio koji se nalazi u rodnici — egzocerviks
(lat. portio vaginalis cervicis) 1 dio iznad rodnice (lat. pars supravaginalis cervicis). Porcija se
nalazi otprilike 1 cm u rodnici, dok je ostatak dug otprilike 2 cm. Zaobljeni vaginalni dio vrata
maternice okruzuje vanjski otvor kanala maternice te je sam egzocerviks okruzen uskim
prostorom, vaginalnim svodom (lat. fornix). Supravaginalni dio je odvojen sprijeda od
mokraénog mjehura rahlim vezivnim tkivom te straga odijeljen od ravnog crijeva preko
rektouterinog zatona. Kroz cijeli vrat maternice prolazi kanal vrata maternice ili endocerviks

[1,2,3].

Vrat maternice je graden od mjeSavine fibroznog, miSi¢nog i elasticnog tkiva obloZzenog
cilindricnim i mnogoslojnim plocastim epitelom. Fibrozno vezivno tkivo je dominantna
komponenta. Glatki miSi¢i ¢ine oko 15 % osnovne supstance uglavnom koncentrirane u
endocerviksu. Suprotno tome, 50-60 % potpornog tkiva u isthmusu ¢ine miSiéni elementi

aranzirani u koncentri¢ne snopove i imaju ulogu sfinktera.

Vaginalni dio vrata maternice (egzocerviks) pokriven je mnogoslojnim plocastim epitelom.
Endocervikalna sluznica gradena je od cilindri¢nog epitela i nalazi se u kompleksnom sustavu
kripti, u obliku dZepova.. Na oba ova epitela vrata maternice moze do¢i do malignih promjena
(potencijalna moguénost progresije do invazivnog karcinoma). Mjesto gdje se izmjenjuju
cilindri¢ni 1 plocasti epitel oznacuje se kao zona transformacije i najéeS¢e je mjesto pojave
abnormalnosti: displazija, prekanceroza i karcinoma vrata maternice [4, 5]. Budu¢i da na obje

vrste epitela moZe do¢i do malignih promjena, one se dijele na dvije skupine:

1. Promjene podrijetla mnogoslojnog plocastog (cervikalna intraepitelna neoplazija — CIN) jesu

pretece invazivnog planocelularnog, odnosno skvamoznog karcinoma.



2. Promjene podrijetla cilindri¢nog epitela (cervikalna glandularna intraepitelna neoplazija —

CGIN) jesu pretece invazivnog adenokarcinoma vrata maternice.

1.1.2 Premaligne lezije epitela vrata maternice

Zbog lakog pristupa vratu maternice lezije epitela vrata maternice istrazivane su vise nego bilo
koja druga premaligna lezija Zenskog spolnog sustava §to je dovelo do napretka u njezinom
otkrivanju i lijecenju [6]. U uporabi je veliki broj izraza kojima se opisuju premaligne lezije
vrata maternice. Veoma je vazno naglasiti da je pojavnost lezija dio kontinuuma blage do
ozbiljne atipi¢nosti koja moze progredirati sve do invazivnog karcinoma [7]. Displazije se
mogu podijeliti na displazije lakog, srednjeg i tezeg stupnja. Danas je ovaj termin zamijenjen
terminom CIN (cervikalna intraepitelna neoplazija) ili jo§ novijim terminom SIL (skvamozna
intraepitelna lezija) [6]. Rijec lezija odnosi se na podruc¢je abnormalnog tkiva dok intraepitelna
podrazumijeva da su abnormalne stanice prisutne samo unutar epitela [8]. Uvodenjem termina
SIL u uporabu, za klasifikaciju premalignih promjena vrata maternice koriste se dva stupnja:
SIL niskog stupnja (engl. low grade, LSIL), koji obuhvaca displazije blagog stupnja (CIN I),
dok skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja (engl. #igh grade, HSIL) obuhvaca lezije u
smislu displazija srednjeg i visokog stupnja (CIN II, CIN III) (klasifikacija prema Bethesda
sustavu) [6]. LSIL odnosi se na rane promjene u veli¢ini, obliku i broju stanica koje Cine
povrSinu vrata maternice. Neke lezije niskog stupnja mogu vremenom progredirati u lezije
viseg stupnja. Kod LSIL-a lezije su ogranic¢ene na donju tre¢inu debljine epitela. Takve rane
lezije na vratu maternice naj¢esc¢e nastaju kod zena izmedu 25 i 35 godina, ali se mogu javiti i
kod drugih dobnih skupina [9]. HSIL podrazumijeva da postoji ve¢i broj prekanceroznih stanica
i da su lezije epitela izrazenije pa se izmijenjene stanice znacajno razlikuju od normalnih
stanica. Slicno LSIL-u, te prekancerozne lezije zahvacaju samo stanice na povrSini vrata
maternice [10, 11]. Displazija oznacava poremecaj maturacije, diferencijacije i orijentacije
stanica epitela vrata maternice s razli¢itim stupnjem staniCne atipi¢nosti. Atipi¢nost
podrazumijeva nepravilan izgled jezgara, veliCine jezgara, nepravilan odnos jezgara i
citoplazme kao i promjene u kromatinu. Kod displazije srednjeg stupnja (CIN II) poremeceni
rast stanica nalazi se na vise od 1/3 debljine epitela, dok kod CIN III lezije zahvacaju vise od
2/3 debljine epitela. Razlika izmedu CIN III i invazivnog karcinoma je histoloske naravi; kod
CIN III je jos$ uvijek intaktna bazalna membrana - tanka membrana koja dijeli epitel od
subepitelnog vezivnog tkiva u kojem se nalaze limfne i krvne Zile (stroma). Kod invazivnog
karcinoma dolazi do prodora atipi¢nih (malignih) stanica kroz bazalnu membranu [12, 13].

Patohistoloski se u 90-95 % sluéajeva radi o karcinomu mnogoslojno-plocastog epitela:



skvamozni karcinom ili planocelularni karcinom vrata maternice. U 5 % slucajeva nastaje
adenokarcinom vrata maternice i u 0-5 % slucajeva ostali karcinomi (naj¢es¢e karcinom

rezervnih stanica) [5].

1.1.3 [Epidemiologija i etiologija raka vrata maternice

U drugoj polovini 20. stoljec¢a brojna epidemioloska istrazivanja ukazala su na ¢imbenike rizika
za nastanak karcinoma vrata maternice i njegovih predstadija. Rak vrata maternice je ¢etvrti po
ucestalosti rak u svijetu kod zena. 2022. godine dijagnosticirano je oko 660 000 novooboljelih
u svijetu te je zabiljezeno oko 350 000 smrtnih slucajeva [14]. Incidencija/prevalencija se
smanjuje u razvijenim zemljama zbog svijesti o zdravlju i redovitog/sustavnog pregleda vrata
maternice; neke zemlje koje koriste HPV-HR (DNA) test uz Papanicolaou test (PAPA test).
Ovaj rutinski probir smanjio je stopu na 70 % u razvijenim zemljama, budu¢i da je glavni
etioloski ¢imbenik koji dovodi do nastanka cervikalne neoplazije upravo humani papiloma
virus (HPV) [15]. Rigoni-Stern je davne 1842. godine primijetio povezanost izmedu pojave
karcinoma vrata maternice i spolne aktivnosti [ 10]. Incidencija raka vrata maternice u zemljama
u razvoju je puno visa i iznosi oko 40 oboljelih na 100 000 stanovnika [16]. Premaligne
promjene vrata maternice napreduju postupno pruzaju¢i dovoljno vremena za intervenciju i
sprjeavanje pojave raka vrata maternice. Priblizne stope spontane regresije za CIN I, CIN 11 i
CIN III su 60, 40 1 33 %, a njihove stope progresije do invazivnog karcinoma su 1,5 % za CIN
1112 % za CIN II i CIN III [17]. U pregledu koji je objavio Ostor (1993) pokazana je
vjerojatnost progresije od CIN I do CIN III priblizno 10 % [18]. U studiji koju su proveli
Pretorius i sur. (2006) pokazano je da su stope progresije za nastanak CIN III ili raka, nakon
kolposkopske dijagnoze CIN I, oko 1,9 % §to je znacajno nize nego u Ostérovoj studiji [19].
Cox 1 sur. (2003) pokazali su da je 11-13 % dijagnoza CIN I rezultiralo pojavom HSIL-a unutar
2 godine [20].

Trenutacno je tesko predvidjeti ishod CIN-a, a javljaju se i nepotrebni kirurski zahvati lijeCenja
CIN-a koji bi mogao regradirati prirodnim putem. Posljednjih godina prekomjerno kirursko
lijeenje CIN-a izazvalo je niz nezeljenih ucinaka, ukljuuju¢i neplodnost, pobacaj,
prijevremeni porod, insuficijenciju vrata maternice kao i indicirani carski rez u naknadnim
trudno¢ama. Upravo stoga je glavni cilj brojnih istrazivanja postalo razumijevanje predvidivih
¢imbenika progresije CIN-a [21, 22]. Infekcija visoko rizicnim HPV-om (engl. high risk HPV,
hrHPV) je najvazniji ¢imbenik rizika za nastanak CIN-a i kriti¢na je komponenta njegove

progresije do invazivnog karcinoma [23]. Zivotni rizik od infekcije HPV-om procjenjuje se na



80 % [24], pri ¢emu ¢e barem 80 % hrHPV infekcija biti prolazno [25], dok ¢ée se kod 5-10 %
inficiranih Zena razviti CIN, a kod manje od 1 % ¢e se razviti invazivni rak vrata maternice [26-
28]. To pokazuje da hrHPV infekcija nije jedini ¢imbenik u progresiji CIN-a [29].
Identificiranje moguéih kofaktora hrHPV-a je vazno za sprjecavanje progresije CIN-a [30-32].
HPYV infekcija je nedovoljna da uzrokuje rak vrata maternice jer postoji dugo latentno razdoblje
izmedu infekcije i manifestacije raka vrata maternice i sve zene zarazene HPV-om nece razviti
rak vrata maternice. Stoga, postoje neki kofaktori koji imaju sinergisticko djelovanje s HPV-
om u nastanku raka vrata maternice. Cimbenici rizika dokazani epidemioloskim istraZivanjima
su puSenje, dugotrajna uporaba oralnih kontraceptiva, uporaba intrauterinog kontracepcijskog
sustava, nac¢in zivota kao $to su rani pocetak seksualnog Zivota/visestruki seksualni partneri,
nizak socioekonomski status, prehrana siromasna antioksidansima, genetska predispozicija i
smanjeni imunitet. Pored toga, seksualno prenosive bolesti kao $to su bolesti uzrokovane s
Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis 1 sl. imaju ulogu u nastanku raka vrata maternice
[33]. Nedavna istrazivanja o povezanosti statusa mikronutrijenata i progresije premalignih
promjena pokazala su da su niske razine folata, vitamina A, vitamina E i ostalih
mikronutrijenata povezane s rizikom od nastanka raka vrata maternice [30-32]. Osim
navedenog, vazan etioloski ¢imbenik u razvoju SIL-a je i upala. Naime, maligne lezije na vratu
maternice ne pojavljuju se na potpuno zdravom cerviksu veé su uvijek povezane s kroni¢nim

cervicitisom [34].

1.1.4 Lijecenje premalignih promjena vrata maternice niskog stupnja - pristup temeljen
na dokazima

Prema Hrvatskom drustvu za ginekologiju i opstetriciju kod histoloske dijagnoze CIN I, gdje
je prethodni citoloski nalaz bio ASC-H (atipi¢ne skvamozne (plocaste) stanice koje mogu biti
povezane s abnormalnim promjenama viSeg stupnja (CIN II, CIN III)); ASC-US (atipicne
skvamozne (plocaste) stanice neodredenog znacenja) ili LSIL, preporuka je raditi testiranje na
HPV-HR (DNA) za 12 mjeseci. Alternativa HPV-HR testiranju je citoloska kontrola (PAPA
test) za 6 do 12 mjeseci. Ukoliko u ponovljenom PAPA testu postoje citoloske abnormalnosti
> ASC-US ili u slu€aju da je HPV-HR (DNA) testiranje pozitivno, preporuka je da se ucini
kolposkopija. Rutinski citoloSki probir se preporucuje ukoliko dva uzastopna PAPA testa budu
negativna na intraepitelnu leziju ili malignitet, ili ukoliko je HPV test negativan. Ukoliko je
CIN I prisutan najmanje 2 godine pristupa se lijecenju ili daljnjem konzervativhom nadzoru.

Ukoliko je opcija lijeCenja odabrana i ukoliko se kolposkopijom dobije zadovoljavajuci



rezultat, prihvatljive opcije su dijagnosticki ekscizijski postupak i destrukcijsko lije¢enje. U
slucaju da je pacijentica bila lijeCena, a u kiretmanu endocerviksa je prisutan CIN ili ukoliko
kolposkopski rezultat nije zadovoljavajuéi, preporuka je dijagnosticki ekscizijski postupak.
Preporuka je odabrati lijeCenje prema klini¢koj procjeni koja se vodi iskustvom, klinickim
vrijednostima za pojedinu pacijenticu, kao i raspolozivim resursima. Ako rezultat kolposkopije
nije zadovoljavajuci, destrukcijski postupci nisu prihvatljivi u lijeCenju pacijentica sa CIN I. U
podrucju vrata maternice kao i vaginalno nije prihvatljivo koristiti proizvode koji su na bazi
podofilina kao ni sam podofilin. Kod lije¢enja CIN I histerektomija nije prihvatljiva kao
primarna i nacelna opcija. Kod Zena kod kojih je prije CIN I dijagnosticirana citoloska
abnormalnost HSIL ili AGC (atipicne glandularne (Zljezdane) stanice endocervikalnog
podrijetla), prihvatljiva opcija lijeCenja je dijagnosticki ekscizijski postupak. Alternativa
dijagnosticko ekscizijskom postupku jeste klinicko opserviranje s kontrolama za Sest i dvanaest
mjeseci, te ucinjenim citolosko kolposkopskim nalazima, pod uvjetom da je endocervikalni
kiretman negativan i zadovoljavajuci kolposkopski rezultat. U ovoj situaciji prihvatljiva opcija
je i provjera citoloskog, kolposkopskog i histoloskog nalaza, te se tada lijecenje prilagodava
smjernicama za interpretaciju koja je revidirana. Ukoliko bi se odabrala opcija klinicke
opservacije s citoloSko-kolposkopskom kontrolom u Zena u kojih se na kontroli unutar Sest i
dvanaest mjeseci ponove citoloSke abnormalnosti tipa AGC ili HSIL, preporucuje se
dijagnosticka ekscizijska procedura. Nakon klinickog promatranja, u trajanju od godinu dana,
i dva uzastopna PAPA testa koja su negativna na intraepitelnu leziju ili malignitet, preporucuje
se vratiti pacijenticu u rutinski citoloski probir. U Zena s histoloskom dijagnozom CIN I,
preporucuje se dijagnosticko ekscizijska terapija i to u slucaju ako je CIN I prethodio nalaz
HSIL ili AGC (PAPA test) kod kojih kolposkopski rezultat nije bio zadovoljavajuci, osim u
posebnih populacija kao Sto su trudnice. U adolescentica s dijagnozom CIN I preporuka je da
konzervativni nadzor i citoloska kontrola budu za 12 mjeseci. Adolescentica se upucuje na
kolposkopiju samo ukoliko se u PAPA testu za godinu dana nadu citoloske abnormalnosti vece
ili jednake HSIL-u. Ukoliko na kontrolnom PAPA testu za dvije godine postoje abnormalnosti
u citoloskom nalazu vecée ili jednake ASC-US-u, preporuka je pacijentici napraviti
kolposkopiju. Kod adolescentica u kojih su prisutne i histoloske i citoloske abnormalnosti, nije
prihvatljivo upotrebljavati HPV-HR (DNA) tstiranje u svrhu nadzora. Trudnicama koje imaju
histolosku dijagnozu CIN I preporucuje se konzervativno nadziranje i pracenje bez ikakve

terapije. Trudnice koje imaju histolosku dijagnozu CIN I nije prihvatljivo lijeciti [35].



Takoder postoje i algoritmi (sistematizirani prikazi terapijskog postupka) u lije¢enju CIN L.
Ukoliko je rezultat PAPA testa pokazao CIN I, sljedece Sto bi lijecnik trebao traziti je
ponovljeni PAPA test za 6 i 12 mjeseci. U slucaju da je pacijentica adolescentica, PAPA test se
ponavlja za 12 mjeseci. Ukoliko ponovljeni PAPA test pokaze da se radi o histoloskoj dijagnozi
vecoj ili jednakoj ASC-US-u, prema algoritmu se radi kolposkopski pregled. Ukoliko se
kolposkopijom dobije zadovoljavajuéi rezultat i rezultat prikazuje normalan nalaz, daljnji
postupak je klinicka opservacija pacijentice. Ukoliko se kolposkopijom dobije

nezadovoljavajuéi rezultat ili se dobiju abnormalne lezije, radi se terapijska ekscizija lezije [35].

1.2 Regulacija upale i antioksidativnog statusa u prevenciji i lijeCenju
premalignih promjena vrata maternice

1.2.1 Upala kao etioloski ¢imbenik premalignih promjena vrata maternice

Upala je slozena reakcija zivih tkiva na Citav niz oStecenja ili podrazaja. Upalom se organizam
Stiti od Stetnog djelovanja vanjskih Cimbenika (mikroorganizmi, kemikalije, fizikalna
oSte¢enja) kao i unutarnjih ¢imbenika (poremecaji metabolizma, krvotoka, oksidativni stres).
Upala moze nastati i kao odgovor na druge bolesti, kao Sto je karcinom. Obrambena upalna
reakcija ukljucuje proizvodnju kisikovih radikala, fagocitozu, luenje protumikrobnih tvari
(,,prirodni  antibiotici®), luenje  protuendotoksinskih ~ molekula, fibroziranje i
neovaskularizaciju te promjene tkivne arhitekture zahvac¢enog organa ili tjelesnog prostora. U
klinickom smislu upala se ocituje akutnim, subakutnim te kroni¢nim tijekom koji se, osim
vremenske dinamike, razlikuju patogenetskim ucincima, zastupljenos¢u pojedinacnih reakcija
te ishodom. Neki uzroc¢nici upale (infekcije, infestacije, autoimunost) pokrecu uz upalnu
reakciju 1 specificni imunosni odgovor (humoralni, stanicni, citokinski). Pri tom se razvija
sinergizam imunosne i upalne reakcije preko zajednickih citokina i efektornih mehanizama

[36].

Upala vrata maternice (cervicitis) je najcesca bolest zbog koje se zene obracaju za pomoc
ginekologu, a ispoljava se pojacanim sekretom razli¢ite gustoce, boje i mirisa, §to u prvom redu
ovisi od samog uzro¢nika. Upalni proces zenskog spolnog sustava moze biti uzrokovan
infekcijom raznim mikroorganizmima te fizikalnim i kemijskim ¢imbenicima [37, 38].

Nedovoljno zreo epitel, traume endocervikalnog kanala ili bilo kakve ozljede te alkalinizacija
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pH rodnice, ¢imbenici su koji pogoduju razvoju upale. Najces¢i mikroorganizmi koji uzrokuju
upale su bakterije (Gardnerella vaginalis, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae),
virusi (HPV, Herpes simplex virus, Citomegalovirus), gljivice (Candida albicans) te paraziti
(Trichomonas vaginalis). Tri su glavna mehanizma upale: izravna invazija patogena (uglavnom
spolno prenesena), Sirenje upale iz susjednih organa ili hematogeni transfer. Svi infektivni
procesi mogu se ocitovati akutnom ili kroniénom upalnom reakcijom [38]. Akutni cervicitis je
rijedak, a naj¢esce se dovodi u vezu s porodajima ili pobacajima. Kroni¢ni cervicitis se mnogo
ceSce susrece, a obicno je povezan s ascendentnom infekcijom koja se u endocerviks prosiri iz
rodnice. Akutni i kronicni cervicitis mogu biti neinfektivni i infektivni. Neinfektivni cervicitis
je najcesce izazvan mehanickim ili kemijskim osStec¢enjima, a upalni odgovor je nespecifican.
Zene s perzistentnom upalom na PAPA testovima zahtijevaju posebnu dijagnosti¢ku pozornost
te ih je potrebno CeSce pratiti jer se atipi¢nosti povezane s upalom mogu zamijeniti s atipi¢nim
promjenama kod SIL-a ili invazivnog karcinoma [39]. Ukoliko se uzro¢nik upale ne eliminira,
dolazi do stanja kroni¢ne upale koja moze dovesti i do razvoja kronic¢nih bolesti. Molekule koje
aktiviraju stvaranje citokina 1 drugih produkata upalnog odgovora su produkti
mikroorganizama, te sami citokini. U citokine se ubraja skupina interleukina (oznacenih od IL-
1 do IL-29), ¢imbenika nekroze tumora i interferona. Proupalni citokini su IL-1 B8, IL-2, IL-6,
IL-8, IL-15, TNF-a i IL-12 [40]. Citokini reguliraju i ekspresiju adhezijskih molekula (npr.
ICAM-1 molekula (engl. intercellular adhesion molecule -1); VCAM-1 molekula (engl.
vascular adhesion molecule-1)) na endotelnim stanicama. Takoder, ove molekule se vezu na
razliite receptore i time aktiviraju Cetiri osnovna unutarstani¢na signalna puta kojima se
kontrolira ekspresija gena ukljuc¢enih u upalni odgovor na transkripcijskoj i posttranskripcijskoj
razini [41, 42]. Jedan od signalnih puteva ekspresije gena ukljucenih u upalni odgovor je
signalni put protein-kinaza kojim se aktivira transkripcijski ¢imbenik NF-xB (engl. nuclear
factor kappa B) [43]. Aktivaciju NF-kB mogu izazvati razliciti ¢imbenici kao §to su citokini,
bakterijski ili virusni produkti, UV zracenje ali i reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen
species, ROS) [44]. Aktivacija NF-kB transkripcijskog ¢imbenika je od klju¢ne vaznosti za
imunitet, upalu, rast i opstanak stanica, te njihov razvoj i Sirenje [45-47]. NF-kB transkripcijski
¢imbenik regulira ekspresiju stotine gena koji su ukljueni u proces regulacije rasta i
diferencijacije stanica [48]. MozZe aktivirati 1 veliki broj gena uklju¢enih u stresni odgovor,

upalu i apoptozu [43].

Glavni etioloski ¢imbenici za nastanak karcinoma vrata maternice su upala, oksidativni stres i

infekcija HPV-om. Ostecenje cervikalnog epitela izaziva upalni odgovor koji je karakteriziran



degenerativnim promjenama citoplazme i koagulacijskom nekrozom jezgara te sistemskim
promjenama u stromi koje ukljucuju: hiperemiju papilarnih krvnih Zzila, eksudaciju tekucéine u
okolno tkivo te posljedi¢ni edem i migraciju polimorfonukleara na mjesto infekcije ili ozljede
[37, 38]. Ovisno o etiologiji, upalne promjene mogu zahvatiti plocaste stanice, cilindri¢ne
stanice ili oba tipa stanica [38]. Prema nekim istraZivanjima, oko 32 % displasti¢nih lezija
povezuje se s upalnim sadrzajem. Studije su pokazale da su infekcije HPV-om i Chlamydiom
trachomatis najjace povezane s razvojem premalignih promjena vrata maternice [49]. Prema
studiji provedenoj u Republici Hrvatskoj, 43 % pacijentica s nalazom CIN I imalo je udruZzenu
infekciju s Ureaplasma urealytica i HPV-om te s Chlamydia trachomatis 1 Ureaplasma
urealytica u 35 % uzetih i analiziranih obrisaka. Pokazalo se da postojanje kolpitisa te agresivna
i ponovljena ili pak neracionalna profilakticna antibiotska terapija mogu biti ¢imbenici rizika

za razvoj CIN-a [50].

1.2.2 Regulacija antioksidativnog statusa organizma

U nastanku upale vaznu ulogu ima pojava oksidativnog stresa koji nastaje kao posljedica
oksidativne neravnoteze u organizmu [34]. Oksidativnim stresom oznacava se neravnoteza
izmedu stvaranja oksidanasa i odgovaraju¢ih obrambenih sustava organizma. Oksidansima
pripadaju ROS, reaktivne dusikove vrste (engl. reactive nitrogen species, RNS), sumporni
radikali i razli¢iti drugi oblici. Oni nastaju uslijed djelovanja kako egzogenih tako i endogenih
¢imbenika. Cimbenici okolifa koji poti¢u nastanak slobodnih radikala su ultraljubidasto i
ionizirajuée zracenje, profesionalna izlozenost brojnim metalima sa promjenjivom valencijom
(Mn, Cd, Fe, itd.), organskim otapalima, plinovitim otrovima, kao i uporaba lijekova i drugih
ksenobiotika s redoks-ciklizirajuéim metabolizmom [51]. Najznacajniji endogeni izvori ROS-
a su nepotpuna redukcija kisika u respiratornom lancu mitohondrija i oksidativna eksplozija
(engl. oxidative burst) prouzrocena NADPH-oksidazom u stanicama fagocita, pri ¢emu nastaje
superoksidni radikal [52]. U akutnoj upali aktivacija neutrofila dovodi do znacajne proizvodnje
kisikovih radikala aktivacijom NADPH-oksidaze te u pobudenim neutrofilima nastaje
superoksidni anion. Pri tome potrosnja kisika u neutrofilima ekscesivno raste (do vise nego
pedeseterostruko), a istodobno ekscesivno raste i potro$nja reduciranog supstrata NADPH, koji
se obnavlja potro$njom glukoze u fosfoglukonatnom putu. Time se pri oksidativnoj eksploziji
u neutrofilima snazno povecava potrosnja glukoze, Sto kadSto moze postati ogranicavajuci
¢imbenik upalotvorne sposobnosti neutrofila. Oksidativna eksplozija i ubrzanje glikolize i
fosfoglukantnog metabolizma istodobno pridonose termogenezi. Stvoreni radikali imaju snazne

toksi¢ne ucinke na stanice i njihove strukture. Osobito je u akutnoj upali vazna lipidna



peroksidacija, koja moze uzrokovati razaranje susjednih membrana i stanica te samorazaranje

neutrofila, ¢ime se stvara amorfna masa, gnoj.

Ostecenju tkiva pridonosi i lizosomna mijeloperoksidaza u neutrofilima stvaranjem
hipokloritnih radikala iz vodikova peroksida i klora. Budu¢i da se ekscesivnim lokalnim
oksidativnim stresom razaraju i aktivirani neutrofili, proces je samoograni¢avaju¢i. Tim se
mehanizmom postiZze temeljna obrambena uloga upale (minimalizacija nokse i uklanjanje

razorenoga tkiva) [53].

U bioloskim sustavima, oksidativni stres izazivaju prije svega slobodni radikali. Slobodni
radikali su reaktivne vrste koje u obliku iona, atoma ili molekula, s jednim ili viS§e nesparenih
elektrona u svojoj strukturi, teze formiranju elektronskog para. Zbog toga posjeduju svojstvo
ekstremne reaktivnosti. Jednom stvoren slobodni radikal moze zapoceti niz lancanih reakcija
reagirajuci s drugim biomolekulama, kada nastaju sekundarni slobodni radikali. Na ovaj na¢in
se §iri oksidativno ostecenje. Pored slobodnih radikala postoje i druge reaktivne molekule koje
imaju svojstvo slobodnih radikala, ali su po kemijskoj strukturi molekuli ili ioni koji ne sadrze
nespareni elektron. Primjer takvih reaktivnih vrsta su vodikov peroksid ili anion peroksinitrita,
koji iniciraju i posreduju u lancanim reakcijama slobodnih radikala [52]. Vec¢ina slobodnih
radikala moZe reagirati s razliCitim biomolekulama u stanici, kao §to su enzimi, strukturni i
receptorski proteini, lipidi i nukleinske kiseline. Iako se slobodni radikali u organizmu obi¢no
nalaze u vrlo niskoj koncentraciji (10> do 10" mol), oni prije svega pokazuju toksi¢ne efekte.
Kumulativni u¢inak kaskade reakcija iniciranih slobodnim radikalima moze dovesti do smrti
stanice uslijed nekroze i apoptoze ili uvjetovati neoplasticnu transformaciju. Stanice se Stite od
toksi¢nog djelovanja slobodnih radikala brojnim proteinima, enzimima i neproteinskim
molekulima koji zajedno Cine tzv. antioksidativni sustav organizma. Antioksidansom se smatra
svaka ona tvar koja pri niskoj koncentraciji u usporedbi s oksidabilnim biosupstratom, znacajno
smanjuje ili prevenira oksidaciju tog supstrata. Antioksidativna obrana stanica ostvaruje se na
viSe nacina: sprjeCavanjem nastanka slobodnih radikala, neutralizacijom nastalih radikala,
popravkom oSte¢enja nastalih djelovanjem radikala, povecanim uklanjanjem oSte¢enih

molekula i sprje¢avanjem popravka oste¢enih molekula [54].

Sveukupnim djelovanjem antioksidansi ucinkovito preveniraju toksi¢ne ucinke izazvane
slobodnim radikalima, ¢ine¢i ravnotezu s prooksidativnim procesima [52]. S obzirom na

mogucénost sinteze u organizmu antioksidansi se mogu podijeliti na endogene i egzogene.
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Endogeni antioksidansi se sintetiziraju u organizmu i mogu biti enzimski (glutation peroksidaza
(GPx), superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT)) i neenzimski (a-lipoi¢na kiselina,
koenzim Q10, mokraéna kiselina, bilirubin itd.). Egozgeni antioksidansi se u organizam unose
putem hrane. Najvazniji egzogeni antioksidansi su vitamin C, vitamin E, cink, selen, polifenoli,

flavonoidi 1 karotenoidi.

Vecina egzogenih i neki endogeni antioksidansi posjeduju izravni antioksidativni uc¢inak koji
se manifestira kao sposobnost vezivanja (gasenja, hvatanja) slobodnih radikala (najcesce
kisikovih), a u tu se skupinu ubraja vec¢ina antioksidanasa iz hrane. S obzirom na zajedni¢ku
sposobnost gasenja kisikovih radikala oni smanjuju oksidativni stres, tj. akutno povecanje
koncentracije radikala u tkivima te posredno i njihovo proupalno djelovanje. Ucinkovitost
izravnih antioksidansa primarno ovisi o njihovom kemijskom potencijalu, ali i topljivosti s
obzirom da djelovanje u membranama, micelarnim i emulzijskim sustavima zahtijeva lipofilni

ili ambifilni karakter [55].

1.2.3 Endogeni antioksidativni sustav obrane organizma i antioksidansi iz hrane

Na razini stanice, razvijeni su posebni enzimski mehanizmi koji djeluju protiv slobodnih
radikala. Enzimi koji djeluju antioksidativno su SOD, CAT i superoksid peroksidaza. Skupinu
SOD ¢ine tri vrste dismutaza koje djeluju u razli¢itim dijelovima stanice: citosolu,
mitohondrijima i ekstracelularno. SOD katalizira pretvaranje slobodnih radikala kisika u
peroksid. Katalaza reducira peroksid do kisika i vode te je posebno znacajna kada je
koncentracija peroksida niska. Vece koncentracije peroksida zahtijevaju djelovanje glutation
peroksidaze (GPx), pri ¢emu se reducirani glutation (GSH) oksidira u glutationdisulfid (GSSG)
a zatim ponovno reducira do GSH uz pomo¢ glutation reduktaze uz NADPH kao koenzim. GPx

moze uklanjati i druge lipidne perokside pretvarajuci ih u odgovarajuce alkohole [56].

Glutation je tripeptid kojeg sintetiziraju stanice sisavaca u dvije enzimske reakcije ovisne o
ATP-u. Glutation je osnovni stani¢ni antioksidans koji uklanja reaktivne kisikove vrste i
elektrofile. Antioksidativna funkcija glutationa odredena je redoks potencijalom tiolne (-SH)
skupine cisteina [57]. lako se sintetizira u citosolu, glutation se nalazi u intracelularnim
organelama, ukljucujuéi endoplazmatski retikulum, nukleus i mitohondrije gdje sudjeluje u

regulaciji specifi¢nih stani¢nih mehanizama [58].

Ubikinon ili koenzim Q10 je klju¢na molekula u transportnom sustavu elektrona u

mitohondrijima gdje igra bitnu ulogu prilikom sinteze ATP-a koji je neophodan za opstanak
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stanice i kao izvor energije za procese kao $to su proliferacija, apoptoza, angiogeneza i imuni
odgovor organizma [59]. Najveca koncentracija ubikinona je u citoplazmi i mitohondrijima.
Pored toga $to se sintetizira u organizmu, moze se na¢i u malim koli¢inama i u hrani kao $to su
meso, riba, orasi i neka ulja, a u jo§ manjim koli¢inama prisutan je u vo¢u i povréu [60]. Zajedno
s tokoferolom, ucestvuje u prevenciji raka i procesima starenja, a zahvaljujuéi antioksidativnom

djelovanju sprjecava upalni odgovor organizma [59].

Pojedine vrste hrane, osobito voce i povrée sadrze mnogo razlicitih bioloski aktivnih sastavnica
koje takoder ispoljavaju antioksidativna svojstva. Zahvaljujuéi tome, vjerojatno utjeCu na
ekspresiju upalnog odgovora NF-xB te sprjecavaju upalni odgovor organizma, smanjuju

oksidativno osStecenje i mijenjaju ekspresiju gena [61].

Polifenoli su velika skupina bioloski aktivnih sastavnica hrane u ¢ijoj strukturi se nalazi
aromatski prsten sa jednom ili vise hidroksilnih skupina. Nalaze se u voc¢u, povréu, kavi, ¢aju,
sokovima i vinu [62]. Zbog svog antioksidativnog djelovanja vec¢ina polifenola moze utjecati
na smanjenje aktivacije NF-kB pa se konzumiranje hrane koja ih sadrzi preporucuje za
smanjenje upalnog odgovora organizma. Izoflavoni su podskupina polifenola koji imaju
strukturu sliénu estrogenu. Nalaze se u leguminozama. Najpoznatiji je genistein prisutan u
sojinom zrnu. Genistein se ponasa kao fitoestrogen i moze u kasnijoj zivotnoj dobi aktivirati
receptore za estrogen kod zena [63]. Zbog svog djelovanja na supresiju upalnog odgovora
putem zaustavljanja NF-xB i supresiju arahidonske kiseline, genistein djeluje i protiv raka
dojke [64]. Flavonoli su grupa polifenola koji se sintetiziraju u biljkama pod djelovanjem sunca,
tako da njihova koncentracija u biljci ovisi o izlozenosti svjetlosti [62]. Najvise je istrazeno
djelovanje kvercetina koji izmedu ostalog djeluje i kao inhibitor NF-xB [65]. Kempferol djeluje
kao antioksidans (a zbog mehanizma djelovanja i protuupalno), u prevenciji karcinoma i
usporava rast postojecih stanica raka [66]. Flavanoli ukljucuju katehine, galokatehine prisutne
u vocu, povréu, zelenom c¢aju, crnom vinu i ¢okoladi [62]. Oni djeluju supresivno na
proliferaciju razli¢itih stanica kao i na upalni odgovor putem NF-xB [67, 68]. Resveratrol je
polifenol koji spada u grupu stilbena a nalazi se u crvenom vinu. /n vitro studije i studije na
zivotinjama pokazale su da usporava rast stanica raka, reducira upalu i smanjuje aktivaciju NF-
kB [61]. Kurkumin je derivat hidroksicinamicne kiseline, $titi od oksidativnog stresa i upalnog
oste¢enja. Jedan od mehanizama putem kojih djeluje kurkumin je supresija NF-xB upalnog
odgovora [69]. Terpeni su izoprenoidi koji grade velike molekule kao §to su retinoidi, likopeni

i tokoferoli [61]. Retinoidi su tamno zeleni i tamno zuti pigmenti u voc¢u i povréu, poznatiji kao
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karotenoidi. Ispoljavaju antikarcinogeno djelovanje putem regulacije specificnih puteva
odgovornih za proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu te su neophodni za normalnu stani¢nu
diferencijaciju [70]. Koncentracija karotenoida u plazmi obrnuto je proporcionalna riziku za
razvoj raka dojke [71]. Likopeni su crveni pigmenti voca i nalaze se u vecoj koli¢ini u rajcici,
lubenici i crvenom grejpu [61]. Bolja bioraspolozivost se postize kuhanjem [72]. Likopen
djeluje antikarcinogeno posebno kada je u pitanju rak dojke 1 rak prostate [73-75]. Najpoznatiji
tokoferol je vitamin E, koji je liposolubilan sa snaznom antioksidativnom aktivno$éu pri cemu
moze izravno utjecati na ekspresiju gena [61]. Sumporni spojevi obuhvacaju izotiocijanate i
organosumporne spojeve koji se nalaze u povréu iz porodice lukovica. Izotiocijanati daju
karakteristicnu aromu povréu i prema studijama sprjecavaju rak djelujuci antioksidativno [61].
Organosumporni spojevi, koji se nalaze u lukovicama, osobito CeSnjaku, sprjeavaju rak
prostate [76, 77]. Ovi spojevi djeluju putem razli¢itih mehanizama, ali prije svega inhibicijom
NF-kB signalnog puta te antioksidativnim djelovanjem [78]. Vitamin C (askorbinska kiselina)
je jedan od najbolje istrazenih vitamina. Nalazi se u svjezem vocu i povréu. Ima mnogo uloga
u organizmu kao §to su formiranje kostiju, zacjeljivanje rana, pozitivno djeluje na zdravlje koze
i sluznica. Kada je u pitanju metabolizam, aktivira vitamine B skupine, neophodan je za
transformaciju kolesterola u Zzucne kiseline, transformaciju triptofana u serotonin. Medu
najvaznijim djelovanjima vitamina C su antioksidativno i protuupalno [79]. Vitamin C je topljiv
u vodi i vrlo brzo reagira s razli¢itim vrstama kisika, ukljuc¢uju¢i superoksid- i hidroksi-radikal,
formirajuci askorbat radikal koji dalje stupa u reakciju s drugim askorbat radikalom te nastaje
dehidroaskorbat i askorbat. Askorbat je antioksidans koji djeluje u citosolu. Zbog toga je
zanimljiva njegova interakcija s vitaminom E koji je liposolubilan i djeluje na stani¢noj
membrani. Vitamin E je vrlo reaktivan i sprje¢ava lipidnu peroksidaciju. Askorbat koji se nalazi
u citosolu, moze reagirati s vitaminom E vezanim na membranu stanice i reparirati ga. Oba
vitamina u reduciranoj formi odrzava intracelularni reduktant GSH [56]. Vitamin E (tokoferol)
postoji u vise oblika, a svi ispoljavaju snazno antioksidativno djelovanje [59]. Minerali koji
pokazuju izuzetnu antioksidativnu sposobnost su cink i selen. Cink se istrazuje dugi niz godina
i njegovo antioksidativno djelovanje moze biti akutno i kroni¢no. Akutno djelovanje se temelji
na zaStiti sulfthidrilnih grupa proteina i redukciji OH grupe do peroksida. Kroni¢no
antioksidativno djelovanje cinka povezano je s neizravnim u¢inkom na druge antioksidanse kao
Sto su metaloproteini [80]. Selen ostvaruje svoje antioksidativne ucinke kao dio selenocisteina

koji sudjeluje u izgradnji brojnih proteina ukljuc¢enih u antioksidativnu obranu organizma.
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1.2.4 Primjena imunomodulatora i antioksidanasa u prevenciji i lijeCenju premalignih
promjena vrata maternice

Uz prepoznatu vaznost upale u etiologiji premalignih lezija vrata maternice, sve je vise
prepoznata i vaznost oksidativnog stresa (Slika 1). Oksidativni stres i prekomjerno stvaranje
ROS-a uzrokuju oksidativna ostecenja DNA te doprinose stvaranju mutacija i opcenito
genomskoj nestabilnosti i karcinogenezi [81].

oks:ic:zgskl J —_— [vir‘alni onkopr'o‘reinil

HPV

\ infekcija
a
N J
O i smanjenje aktivnosti B
antioks enzimatskih

stanica karcinoma cerviksa sustava

c D
povecanje produkcije

v ' !
invazivna inhibicija poticanje
aktivnost apoptoze proliferacije

Slika 1. Osnovni mehanizmi kojima oksidativni stres doprinosi karcinogenezi (slika nacrtana
koriStenjem programskog paketa Microsoft Power Point)

Smatra se da adekvatan unos antioksidanasa hranom ima preventivni ucinak u nastanku
premalignih promjena vrata maternice te da povecan unos antioksidanasa hranom povecava
vjerojatnost spontane regresije LSIL-a [82]. Do danas provedene klinicke studije pokazuju da
je prevencija progresije LSIL-a u vi$i stupanj odnosno potpuna regresija LSIL-a poveéanim
unosom nutrijenata sa snaznim antioksidativnim, antiviralnim i protuupalnim ucincima
najucinkovitija upravo kod pacijentica sa LSIL-om [83]. U tom smislu do danas je dokazana

ucinkovitost suplementacije nekim potentnim antioksidansima: zelenim c¢ajem, indol-3-
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karbinolom, vitaminima C, E, A, B12, folnom kiselinom, i dugotrajnom suplementacijom

selenom (Se) [84-88].

Selen je esencijalni mikronutrijent u tragovima koji ima klju¢nu ulogu u razli¢itim glavnim
metabolickim putevima, Cime S§titi organizam od toksi¢nih ucinaka teSkih metala [89].
Zabiljezen je obrnuti odnos izmedu razina selena u serumu i CIN-a ili raka vrata maternice [90],
a koncentracija selena znacajno je niza u tkivima Zena s rakom vrata maternice u usporedbi s
tkivima Zena koje nemaju lezije [91]. Unos selena moZe smanjiti rizik od raka putem povecéane
ekspresije selenoproteina, zastite od oksidativnog osSte¢enja DNA i/ili poboljsanih procesa
popravke DNA [89]. Ovi mehanizmi mogu sugerirati vaznost dodatka selena u procesu maligne
transformacije i proliferacije u karcinogenezi vrata maternice. U studiji Karamli i suradnika
(2015) dokazano je da je doslo do regresije CIN I kod zena koje su uzimale selen tijekom 6
mjeseci u usporedbi sa Zenama koje su uzimale placebo, te je suplementacija selenom imala
blagotvorne ucinke na biljege metabolizma inzulina, koncentracije TAG, VLDL i HDL-

kolesterola kao i1 biomarkere oksidativnog stresa [87].

U studiji Ahn i suradnika (2003) istrazena je u€inkovitost ekstrakata zelenog ¢aja (polifenon E
(poli E) i (-)-epigalokatehin-3-galat (EGCGQG)) koji su primjenjivani u obliku masti ili kapsula
kod pacijentica s cervikalnim lezijama zaraZzenim HPV-om [85]. Pedeset i jedna pacijentica s
promjenama vrata maternice (kronicni cervicitis, blaga displazija, umjerena displazija i teska
displazija) podijeljene su u Cetiri skupine, u usporedbi s 39 nelijeCenih pacijentica koje su bile
kontrolna skupina. Poli E je primijenjen lokalno u obliku masti u 27 pacijentica, dva puta tjedno.
Za oralnu primjenu, koriSteno je 200 mg poli E ili EGCG u obliku kapsula, koje su uzimane
svaki dan tijekom osam do dvanaest tjedana. U studiji je 20 od 27 pacijentica (74 %), koje su
bile tretirane s poli E u obliku masti, pokazalo odgovor, a od ukupno Sest pacijentica koje su
bile tretirane s poli E u obliku kapsula, tri (50 %) su pokazale odgovor. Sest od 10 pacijentica
(60 %), koje su bile pod terapijom EGCG u obliku kapsula, su pokazale odgovor. Sveukupno,
zabiljeZena je stopa odgovora od 69 % (35/51) kod lijeCenja ekstraktima zelenog caja, u
usporedbi sa stopom odgovora od 10 % (4/39) u netretiranim kontrolama (P < 0,05). Prikupljeni
podatci iz ove studije pokazali su da su ekstrakti zelenog ¢aja u obliku masti i kapsula u¢inkoviti
u lijeCenju cervikalnih lezija, Sto sugerira da ekstrakti zelenog ¢aja mogu biti potencijalni

terapijski rezim za pacijentice s cervikalnim lezijama i HPV-om [85].

Bell i suradnici (2000) u svom istrazivanju pretpostavili su da je primarni mehanizam

djelovanja indol-3-karbinola (I-3-C) mijenjanje omjera 2-hidroksiestrona/l6a-hidroksiestrona
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[86]. Pokazali su rastu¢u promjenu tog omjera izmedu placeba u odnosu na skupine koje su
tretirane s 200 i 400 mg na dan indol-3-karbinolom, i to na nacin vec¢a doza-bolji odgovor. U
ovom istrazivanju nije primijecena toksic¢nost niti u jednoj od skupina koje su uzimale 200 ili
400 mg na dan indol-3-karbinola. Kada se promatraju pojedinacni omjeri i utvrduje moze li
pozitivna promjena omjera predvidjeti hoce li kod pacijentice do¢i do regresije lezije, podatci
iz ovog istrazivanja su pokazali da je kod Sest od osam pacijentica koje su imale regresiju doslo
do pozitivne promjene u omjeru 2-hidroksiestrona prema 16a-hidroksiestronu u mokraci.
Nasuprot tome, kod pet od Sest pacijentica koje su imale negativnhu promjenu u omjeru 2-
hidroksiestrona/16a-hidroksiestrona u mokra¢i, pokazan je perzistentni CIN. Cinjenica da nisu
sve ispitanice imale znacajno povecanje (vece od 50 %) njihovog omjera 2/16 moze se objasniti
alternativnim putevima kojima indol-3-karbinol djeluje. Ovi alternativni putevi ukljucuju
indukciju apoptoze [92], inhibiciju sklapanja mikrotubula [93], i smanjeni u¢inak NNK-a,
poznatog karcinogena iz duhana [94, 95]. Indol-3-karbinol mozda nec¢e izazvati promjenu u
metabolizmu estrogena u podskupini opée populacije. Neke pacijentice imaju polimorfizam
citokrom P450 1A1 (CYP 1A41) gena, MSP-1 polimorfizam (2A, m1, T3801C, ili rs4646903) i
polimorfizam [le462Val (2C, m2, ili rs1048943) [96], stoga se u tom slu¢aju ne ocekuje da ¢e
primjena I-3-C pomaknuti omjer 2/16-hidroksiestrona. Bell i suradnici u svom istraZivanju nisu
testirali CYP 141 genotip kod pacijentica. Genotip CYP /A1 prisutan je u 1-16% stanovnistva,
ovisno o njihovom etnickom podrijetlu [97], stoga bi daljnje studije u kojima se koristi I-3-C
kod cervikalne displazije trebale ukljucivati genotipizaciju CYP 141 kako bi se procijenila

ucinkovitost [-3-C u razli¢itim genotipovima CYP 141.
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1.3  A-lipoi¢na Kkiselina

1.3.1 Struktura i svojstva a-lipoi¢ne kiseline

A-lipoi¢na kiselina (ALA) ili 1,2-ditiolan-3-pentanoi¢na kiselina je spoj koji nastaje u

mitohondrijima iz oktanoi¢ne kiseline (Slika 2).

SH SH

OH
ALA, oksidirani oblik ALA, reduciranioblik

OH

3% s—S§

Q ,,,/// /\/YO
OH

ALA, oksidirani oblik, R-enantiomer ALA, oksidirani oblik, S-enantiomer ~ OH

Slika 2. Struktura a-lipoicne kiseline (ALA) ( strukture nacrtane koriStenjem MarvinSketch

23.16. software https://chemaxon.com/)

ALA u bioloskim sustavima prelazi iz reduciranog oblika, dihidrolipoi¢ne kiseline (DHLA), u oksidirani
oblik (ALA) i obrnuto. Ima kiralni centar te se javlja kao R- ili S- opti¢ki izomer (enantiomer). R-
enantiomer ima znacajno bolju oralnu bioraspolozivost i bioloSku aktivnost od S-enantiomera.

ALA se sintetizira i u biljkama i zivotinjama, a nastaje i u ljudskom organizmu. Kod ljudi se
sintetizira u jetri kao i u drugim tkivima, gdje kao kofaktor sudjeluje u enzimskim reakcijama
viSeenzimskih kompleksa dehidrogenaza, prvenstveno piruvat dehidrogenaze (PDH) i a-
ketoglutarat dehidrogenaze (OGDC) [98]. Kovalentno vezana na dihidrolipoil transacetilaznu
komponentu (E2) PDH kompleksa, ALA preuzima acetilnu skupinu te je prenosi na koenzim A
(CoA), pri cemu nastaje acetil-koenzim A (acetil CoA) [99]. Buduci da se kod ljudi moze
sintetizirati u vrlo malim koli¢inama iz masnih kiselina i cisteina, ALA-u je neophodno unositi
u organizam prehranom [100]. Prisutna je u hrani biljnog i Zivotinjskog podrijetla. Najznacajniji

izvor ALA-e iz hrane su crveno meso, srce, jetra i bubrezi, dok se u tamnozelenom, lisnatom
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povréu i vocu nalazi u vrlo malim koli¢inama i to prije svega u Spinatu, brokuli, krumpiru,
mrkvi i rajéici [101, 102]. ALA je dostupna kao dodatak prehrani u dozama do 600 mg dnevno.
Kako bi se postigla bolja bioraspolozivost, ALA-u kao dodatak prehrani treba uzimati 30
minuta prije ili sat vremena poslije jela [103]. Kod oralne primjene bioraspolozivost iznosi 30
%. ALA se ekstenzivno metabolizira pri prvom prolazu u jetri. Primarni metaboli¢ki putevi u
Covjeka su B-oksidacija karboksilne kiseline postrani¢nog lanca te S-metilacija ditiolanskog
prstena. lako metaboliti imaju dulje poluvrijeme eliminacije (ti2) od same ALA-e, ne dolazi do
njihova nakupljanja u tijelu [ 104]. Metaboliti koji doprinose antioksidativnoj aktivnosti in vivo
su DHLA i tetranorlipoi¢na kiselina, produkt B-oksidacije [98]. U novije vrijeme pojavila se i
zabrinutost oko mogucénosti djelovanja visokih doza ALA-e i DHLA-e kao prooksidansa,
ovisno o vrsti oksidativnog stresa i fizioloSkim uvjetima u kojima se nalazi. S obzirom na tu
moguénost od izrazite je vaznosti odabir odgovaraju¢e doze ALA-e u terapiji bolesti vezanih
uz oksidativni stres [105]. ALA ima visoki redukcijski potencijal; redukcijom nastaje DHLA
[106]. Prema kemijskom sastavu ALA je disulfitni derivat oktanoi¢ne kiseline [107]. Sadrzi
osam atoma ugljika, pri cemu je Sesti atom kiralni centar, $to rezultira njezinim postojanjem u
dva opticka izomera: R-ALA i S-ALA (Slika 2). Prirodna ALA je u R obliku dok je sinteticka
mjeSavina R i S oblika [108]. Od njih jedino R-ALA nastaje endogenom sintezom te je prisutna
u hrani kovalentno vezana za lizinske ostatke proteina [109]. S-ALA nastaje kemijskom
sintezom te inhibira neke od interakcija R-ALA-e s genima, enzimima i proteinima [110]. Jedna
od prednosti racemi¢ne smjese (omjer R:S = 50:50) je sposobnost S-ALA-e da sprijeci

polimerizaciju R-ALA-e $to posljedi¢no povecava njezinu bioraspolozivost [102].

ALA je mala molekula koja u svom heterocikli¢nom 1,2 ditiolanskom prstenu sadrzi dva atoma
sumpora, §to je Cini izuzetno reaktivnom [100]. Kemijska aktivnost ALA-e se veZze za
ditiolanski prsten i oksidativno stanje. Oksidirani (ALA) i reducirani (DHLA) oblik
predstavljaju potentni redoks par. U mitohondrijima u NADP-ovisnoj reakciji lipoamid
dehidrogenaza reducira ALA-u u DHLA-u, dok u stanicama bez mitohondrija tu ulogu mogu
obaviti glutation (GSH) i tioredoksin reduktaza [111]. Obje forme, ALA i DHLA, imaju

antioksidativnu ulogu u organizmu.
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1.3.2 BioloSke uloge a-lipoi¢ne Kkiseline

Standardni redoks potencijal ALA-e je -32 V, §to je ¢ini jednim od najpotentnijih prirodnih
antioksidanasa. ALA poboljSava ucinkovitost intrinzic¢nih antioksidativnih sustava te obnavlja
njihovu funkciju (Slika 3). Sudjeluje u reakcijama kao kofaktor enzima, ukljuc¢ena je u
metabolizam lipida i glukoze, te takoder kelira teSke metale odgovorne za oksidativni stres iz
krvi [102]. Inhibira Cu?‘-kataliziranu oksidaciju askorbinske kiseline te Cu?*-kataliziranu
liposomalnu peroksidaciju putem stvaranja kompleksa s Cu?* i na taj na¢in limitira sudjelovanje
Cu?" u reakcijama [112]. Cisti reaktivne kisikove i dusikove &estice te u¢inkovito neutralizira
OH slobodni radikal i hipoklornu kiselinu medutim, nije u¢inkovita u neutraliziranju vodikovog

peroksida [102].

A-lipoicna kiselina regenerira druge endogene antioksidanse kao §to su vitamin C, E i glutation
[113, 114]. DHLA reducira oksidirani oblik koenzima Qio, te na taj na¢in moze sniziti

koncentraciju a-tokoferol radikala [113].

ALA utjece na status GSH djelovanjem na Nrf-2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor
2) posredovanu gensku ekspresiju (Slika 3). Nrf-2 kljucan je transkripcijski faktor koji upravlja
ekspresijom gena za antioksidanse, a koje reguliraju ARE (engl. antioxidant response element).
Razine Nrf-2 u jezgri odreduju ekspresiju gena za sintezu GSH [115]. U citoplazmi je Nrf-2 u
inaktivnom stanju, a to stanje odrzava protein Keap 1 (engl. Kelch-like ECH-associated protein
1) vezujuéi se za transkripcijski faktor. ALA potice oslobadanje Nrf-2 od inhibitora te
translokaciju Nrf-2 u jezgru, kao i posljedicnu Nrf-2 posredovanu ekspresiju gena za sintezu
glutationa. Na taj nacin u velikoj mjeri moze utjecati na intenzitet sinteze GSH [116]. Takoder,
ALA povecava aktivnost glutamat cistein ligaze (GCL), enzima koji je prvi u reakcijama sinteze
GSH [115]. Razine sintetiziranog GSH su kontrolirane i dostupno$¢u supstrata za njegovu
sintezu. A-lipoicna kiselina smanjuje omjer cistina i cisteina u stanici, odnosno pojacava unos

cisteina u stanicu i na taj nac¢in omogucava pojacanu sintezu GSH [117].
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Slika 3. Vaznost ALA-e za status GSH u organizmu

ALA aktivira transkripcijski faktor Nrf-2 koji se vezuje za ARA u jezgri i poti¢e ekspresiju Y-GCL
(¢ime se potice sinteza GSH) te ekspresiju GR (¢ime se osigurava ucinkovito recikliranje GSH u stanici).
Nrf-2-engl. nuclear factor erythroid 2-related factor; Y-GCL- gama gutamil-cisteil ligaza; ARE-engl.
antioxidant responsive elements; GS-glutation sintetaza; GR-glutation reuktaza; GSH-reducirani
glutation; GSSG-oksidirani glutation.

ALA posjeduje i antidijabeti¢ni ucinak jer potice fosforilaciju inzulinskog receptora. To dovodi
do aktivacije PI3-kinaza/Akt signalnih puteva i translokacije GLUT4 (engl. glucose transporter
type 4) te takoder do aktivacije p38 MAPK (engl. mitogen activated protein kinase) signalnih
puteva i promjena u intrinzi¢noj aktivnosti GLUT4. Rezultat toga je intenziviran transport

glukoze u stanice [115].

Farmakokinetiku ALA-e karakterizira brz klirens iz plazme - maksimalne koncentracije u
plazmi se postizu unutar sat vremena nakon administracije. Povoljni fizioloski u€inci ALA-e
vidljivi su s vremenskim odmakom u odnosu na vrijeme maksimalne koncentracije u plazmi
(tmax). R-ALA potice brzu translokaciju GLUT1 i GLUT4 transportera na stanicnu membranu
Sto je usporedivo s ucincima inzulina na redistribuciju GLUT1 1 GLUT4. Smatra se kako je
upravo to mehanizam kojim ALA omogucuje brzo unosenje glukoze u stanice [118]. ALA ima
izravan utjecaj na skeletne misi¢e tako Sto u skeletnim miSi¢ima povecava unos glukoze i
oksidaciju masnih kiselina putem aktivacije AMPK (engl. AMP-activated protein kinase). S

obzirom da ALA potice transport glukoze §to za posljedicu ima smanjenje aktivnosti AMPK u
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hipotalamusu, vidljivo je da ALA pokazuje suprotne efekte na aktivhost AMPK ovisno o

tkivima u kojima se nalazi [119].

Kada je prisutna upala koja se povezuje s oksidativnim stresom, njezin nastanak vezan je za
aktivaciju NF-xB, promotora transkripcije i ekspresije gena ukljucenih u upalu i migraciju u
endotelne stanice. Stoga su protuupalne terapijske mjere obi¢no usmjerene i prema ublazavanju
proizvodnje ROS-a i oksidativnog oSte¢enja. Protuupalno djelovanje ALA-e povezuje se s
njezinim antioksidativnim u¢incima, a manifestira se smanjenjem lucenja proupalnih citokina i
inhibicijom NF-&gB [120]. U studiji Zhang-a i suradnika (2007) pokazano je da ALA inhibira i

LPS-induciranu aktivaciju monocita putem aktivacije PI3-kinaza/Akt signalnih puteva [121].

1.3.3 Moguénosti primjene a-lipoi¢ne Kkiseline kao nutraceutika

Tijekom godina, ALA je prepoznata kao dodatak prehrani s blagotvornim uc¢incima u terapiji
razlicitih oboljenja [100, 122, 123]. Farmakoloski u¢inci ALA-e prvenstveno su povezani s
njezinim antioksidativnim djelovanjem, ali ALA i DHLA takoder su pokazale zanimljiva
protuuplna, antikarcinogena, neuroprotektivna, kognitivna, ,,anti-age* svojstva kao i pozeljne

ucinke na kardiovaskularni sustav [123].

Nekoliko je studija istaknulo potencijalnu uporabu ALA-e kod dijabetesa zbog njezine
sposobnosti poveéanja unosa glukoze u misi¢no tkivo koje je osjetljivo i misi¢no tkivo koje je
otporno na inzulin [124, 125]. Studija Konrada i sur. (2001) pokazala je da ALA stimulira p38
MAPK fosforilaciju i aktivnost kinaza, Ciju aktivnost takoder potice i inzulin u 3T3-L1
adipocitima. Stupanj fosforilacije od strane ALA-e bio je usporediv sa stupnjem fosforilacije
od strane inzulina. Putem utjecaja na p38 MAPK, inzulin i ALA povecavaju intrinzi¢nu
aktivnost GLUT transportera, odnosno postizu maksimalnu stimulaciju transporta glukoze

[126].

Postoje brojni dokazi o utjecaju oksidativnog stresa u patogenezi Alzheimerove bolesti. In vitro
istrazivanja su pokazala da ALA ima neuroprotektivni ucinak na AB-posredovanu
citotoksicnost [127-129] kroz zastitu kortikalnih neurona od citotoksi¢nosti inducirane od
strane AB ili H,O> [130], §to se djelomi¢no pripisuje aktivaciji signalnog puta PKB/Akt. Druga
studija je pokazala da ALA ima sposobnost ucinkovite zaStite kultiviranih neurona

hipokampusa od AB peptida i Fe/H>O: posredovane toksi¢nosti [131]. Istrazivanja su takoder
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pokazala da ALA pokazuje ucinkovitost kod demencije i Alzheimerove bolesti pove¢anjem
proizvodnje acetilkolina (Ach) putem aktivacije kolin acetiltransferaze, §to dovodi do
povecanja apsorpcije glukoze i1 stoga opskrbljuje viSe acetil-CoA za proizvodnju Ach [132].
Osim oksidativnog stresa, jedno od glavnih obiljezja Alzheimerove bolesti je i kroni¢na upala.
Karakterizirana je poviSenim razinama slobodnih radikala i proupalnih citokina [133] pri ¢emu
se TNF-a smatra pokazateljem blagih kognitivnih oStecenja u Alzheimerovoj bolesti [129,
134]. ALA ima viSestruke i sloZzene ucinke uklanjanjem ROS-a, iona prijelaznih metala,
povecanjem razine reduciranog glutationa [132, 135], uklanjanjem produkata lipidne
peroksidacije [134, 136, 137] pa ¢ak i djelovanjem na puteve prijenosa signala [135, 138].
Sli¢no tome, Dinicola i sur. (2017) otkrili su da ALA sniZava razine upalnih citokina IL-1B i
IL-6 u SK-N-BE stanicama humanog neuroblastoma putem modulacije ovisne o metilaciji
DNA, utiru¢i put utjecaju epigenetskih mehanizama u kontroli/prevenciji Alzheimerove bolesti

[139].

Sve veci broj istrazivanja i radova isti¢e potencijalnu primjenu ALA-e u lijeCenju raka [140,
141]. Stanice raka pretvaraju glukozu ponajprije u laktat za stvaranje ATP-a, $to je fenomen
poznat kao Warburgov efekt ili aerobna glikoliza. Stalna aktivacija aerobne glikolize u
karcinogenim stanicama dovodi do aktivacije onkogena ili gubitka tumorskih supresora,
uzrokuju¢i tako napredovanje raka. U tom pogledu, inhibicija aerobnog ciklusa moze
doprinijeti antikarcinogenom ucinku [142, 143]. Piruvat dehidrogenaza katalizira pretvorbu
piruvata u acetil CoA, ¢ime sprje¢ava proizvodnju laktata. Feuerecker i sur. (2012) istrazivali
su mogucénost ALA-e da aktivira piruvat dehidrogenazu u tumorskim stanicama. Rezultati su
pokazali da ALA inhibira stani¢nu proliferaciju, [18-F]-FDG unos i stvaranje laktata i povecava
apoptozu u stani¢nim linijama neuroblastoma Kelly, SK-N-SH, Neuro-2a i u stani¢noj liniji
kod raka dojke SkBr3 [144]. ALA potiskuje proliferaciju i rast stanica raka Stitnjace putem
aktivacije AMPK i naknadnom deregulacijom signalnog puta mTOR-S6 u BCPAP, HTH-83,
CAL-62 i FTC-133 stanicnim linijama [ 145]. Inibirana je proliferacija stanica karcinoma pluc¢a
putem smanjenja nivoa EGFR posredovanog aktivnos¢u Grb2 pod utjecajem ALA-e [146].

Znanstveni podatci pokazuju da se ALA moze primijeniti za lijecenje i prevenciju raka.

Takoder postoje literaturni podatci kako se ALA moze primijeniti u terapiji pretilosti. Pretilost
je kompleksan poremecaj u kojem dolazi do abnormalnog skladiStenja masti, Sto moze dovesti
do ozbiljnih bolesti ne samo kod odraslih nego i kod djece. Broj pretilih osoba je u
svakodnevnom porastu, a zadovoljavajuca terapija i dalje ne postoji. Povezuje se sa znacajnim

morbiditetom i smrtnos¢u zbog kardiovaskularnih komplikacija i dijabetesa. ALA djelovanjem
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na AMPK i kontrolu apetita pokazuje svoj potencijal u terapiji pretilosti. Osim toga, vazno je
spomenuti i njezin utjecaj na inzulinsku rezistenciju te dijabetes kao i posljedi¢ne komplikacije

[147].

ALA se ipak najvise povezuje s dijabetickom polineuropatijom u ¢ijoj indikaciji su potencijalni
terapijski ucinci prvo 1 bili istrazivani [98]. Postoji viSe razli¢itih ¢imbenika koji su glavni
pokretaci dijabeticke polineuropatije u dijabetesu tipa 2, ukljucuju¢i oksidativni stres,
vaskularne i metabolicke promjene, dok je kod dijabetesa tipa 1 hiperglikemija glavni ¢cimbenik
koji dovodi do niza patoloskih promjena [148]. S obzirom da ALA pokazuje utjecaj na
inzulinsku osjetljivost, transport glukoze, mikrocirkulaciju, te ima svojstva antioksidansa,

mogla bi biti obecavajuca terapija za dijabetiCku polineuropatiju.
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2 OBRAZLOZENJE TEME



Infekcija HPV-om smatra se jednim od najvaznijih etioloskih ¢imbenika u razvoju raka vrata
maternice. Kroni¢na upala uzrokovana prisustvom HPV-a dovodi do pojave SIL-a koje u 10-

30 % slucajeva prerastaju u rak.

Stope progresije skvamoznih intraepitelnih lezija niskog stupnja (CIN I) u one visokog stupnja
(HSIL, CIN III) ili rak su niske, ali ipak dovoljno relevantne za obvezno pracenje, a moguce i

konzervativno lijeCenje.

Za sam proces progresije SIL-a u karcinom izuzetno je bitna i prisutnost kofaktora rizika medu
kojima su najvazniji oksidativni stres i upala. Stoga bi smanjenje oksidativnog stresa i upale
moglo usporiti ili prevenirati progresiju SIL-a. Usprkos obecavaju¢im rezultatima
observacijskih studija o vaznosti antioksidativhog i protuupalnog djelovanja prehrane na
progresiju SIL-a te u¢inkovitosti suplementacije nekim nutritivnim antioksidansima, sluzbenih
preporuka o primjeni prirodnih antioksidansa/tvari s protuupalnim ucinkom u prevenciji

progresije SIL-a nema.

ALA je potentan antioksidans i tvar s izrazenim protuupalnim u¢inkom. Primjena ALA-e kao
dodatka prehrani je sigurna, a najceSca terapijska indikacija je ublazavanje simptoma
neuropatije razli¢itih etiologija. U okviru ovog istrazivanja po prvi put je istrazena mogucénost
terapijske primjene ALA-e kod pacijentica s dijagnozom LSIL-a. Interpretacijom dobivenih
biokemijskih, citoloskih i histoloskih parametara dobiti ¢e se uvid u u¢inkovitost te potencijalne
mehanizme njezinih bioloskih u¢inaka. Analizom prehrambenih navika pacijentica utvrditi ¢e

se povezanost karakteristika prehrane i nutritivnog statusa i u¢inkovitosti primjene ALA-e.
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2.1 Hipoteza i ciljevi istrazivanja

Hipoteza istrazivanja je da suplementacija potentnim antioksidansom kao Sto je ALA moze
usporiti napredovanje i/ili potaknuti regresiju premalignih promjena vrata maternice kod

pacijentica s dijagnozom LSIL-a.

Op¢i cilj istrazivanja je utvrditi utjecaj suplementacije ALA-om na promjenu stupnja LSIL-a i

predloziti mehanizam djelovanja.
Specificni ciljevi istraZivanja su:

1. Utvrditi utjecaj suplementacije s ALA-om na citoloske i histoloske parametre plocastog

epitela vrata maternice,
2. Utvrditi utjecaj suplementacije s ALA-om na parametre upale i oksidativnog stresa,

3. Utvrditi utjecaj zivotnog stila i prehrane na u¢inkovitost suplementacije ALA-om.
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3 METODE



3.1 Dizajn istraZivanja

Istrazivanje je dizajnirano kao dvostruko-slijepa, placebom kontrolirana studija i provedeno je
na 100 ispitanica. Uzorci su prikupljani u Klinici za ginekologiju i akuSerstvo Univerzitetskog
klinickog centra u Tuzli, a analizirani u centralnom biokemijskom laboratoriju Univerzitetskog
klinickog centra u Tuzli te u Zavodu za kemiju prehrane Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Studija je provedena u skladu s Helsinskom deklaracijom i CONSORT
smjernicama. Istrazivacki protokol i informirani pristanak odobreni su od strane Etickog
povjerenstva SveuciliSta u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta (br: 251-62-03-18-
23;19.04.2018.) i Etickog povjerenstva Univerzitetskog klinickog centra Tuzla (broj: 02-09/2-
61-16; 19.10.2016.). Studija je registrirana na platformi Clinical Trials.gov (www.
Clinicaltrials.gov; br. NCT05485259). Po pokretanju studije osnovano je i nezavisno tijelo koje

je pratilo napredak studije i potencijalnu pojavu nuspojava.

Sve sudionice uklju¢ene u studiju procitale su i potpisale informirani pristanak (Prilog 1) u
kojem su detaljno opisani svrha i cilj istrazivanja, uloga ispitanika u istrazivanju, mogudi rizici

i prednosti te podatci o povjerljivosti podataka i pravu uvida u podatke.

3.2 Ispitanice

U studiju je uklju¢eno ukupno 100 ispitanica u dobi od 18 do 55 godina u periodu od svibnja
2020. godine do lipnja 2022. godine. Kriteriji za ukljucivanje ispitanica u studiju bili su: PAPA
testom potvrdene abnormalnosti LSIL-a u citoloSkom obrisku vrata maternice seksualno
aktivnih pacijentica, zivotne dobi od navrSenih 18 do 55 godina. Kriteriji za iskljucivanje
ispitanica iz studije bili su: trudnoca, postojanje maligne bolesti, diabetes mellitus, kroni¢ne
upalne bolesti izuzev kroni¢ne upale vrata maternice, totalna histerektomija, destruktivna
terapija vrata maternice zbog ranijih premalignih ili malignih promjena, HPV vakcinacija i
menopauza duza od pet godina. Ispitanice koje su zadovoljile gore navedene kriterije upoznate
su sa svrhom i na¢inom izvodenja studije te su nakon davanja informiranog pristanka ukljucene

u studiju.

Po ukljucenju u studiju, ispitanice su metodom blok randomizacije nasumicno raspodijeljene u

ispitivanu odnosno kontrolnu skupinu u omjeru 1:1.
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3.3 Opisi tijek istrazivanja

Na inicijalnom pregledu ispitanicama su uzeti uzorci krvi iz kubitalne vene, standardnim
nacinom za potrebe laboratorijskih analiza. Ispitanice su uz pomo¢ educirane osobe popunile
standardizirani i validirani semikvantitativni upitnik o ucestalosti konzumiranja namirnica,
FFQ (Prilog 2), kako bi se utvrdili njihovi obrasci prehrane. Svaka ispitanica je dobila pakiranje
tableta u kojem se nalazilo 180 tableta te uputa o koriStenju [149]. Pakiranja tableta su bila
oznacena Siframa (A i B) i sadrzavala su ili tablete sa 300 mg a-lipoi¢ne kiseline (ispitivana
skupina) ili pomoénu tvar — rizin Skrob (kontrolna skupina) (proizvodnja: Zada
Pharmaceuticals, Tuzla, Bosna i Hercegovina). Ispitanice su dobile uputu da tijekom trajanja
studije ne mijenjaju uobicajene prehrambene navike te da ne zapocinju suplementaciju nekim

drugim vrstama dodataka prehrani.

Ispitanice su kroz sljede¢ih 90 dana uzimale po dvije tablete dnevno; ujutro i navecer, uz obrok
(kako je bilo navedeno u uputi o koristenju) — ukupno 600 mg ALA/dne. Nakon isteka 90 dana
ispitanice su ponovile dijagnosticki pregled u ginekolosko-kolposkopskoj ambulanti te su im
ponovno iz kubitalne vene standardnim nacinom uzete tri epruvete krvi radi dobivanja
laboratorijskih nalaza nuznih za istrazivanje. Prilikom ponovljenog dolaska ginekologu,
ispitanice su vratile preostale tablete suplemenata u originalnoj ambalazi te je utvrdena

adherencija terapiji. Tijek istrazivanja prikazan je shematski na Slici 4.
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PRVI DOLAZAK

Pacijentice potpisuju informirani pristanak za ukljucivanje u studiju

Lipidni parametri: CHOL,
LDL, HDL, TGL

Parametri oksidativnog
stresa: ORAC, TEAC, FC,
FRAP, SOD, GSH, MDA

Upalni parametri: hsCRP,
IL-6, SE, FI

Parametri kvalitete
prehrane: DQI-I, Med-DQI

Pacijentice randomizirane u placebo i kontrolnu skupinu

(n=50)

Primale placebo

Primale ALA
(n=50)

analizu

Uzeti uzorci krvi za

Pacijentice ispunile FFQ i savjetovano im je da
ne mijenjaju prehranu tijekom trajanja studije

3 mjeseca suplementacije

Pacijentice kontaktirane dva puta telefonski kako bi se povecala
adherencija i provjerili nezeljeni efekti

ZAVRSNI DOLAZAK

Lipidni parametri: CHOL,
LDL, HDL, TGL

Ginekoloski pregled:
LSIL, HPV

Parametri oksidativnog
stresa: ORAC, TEAC, FC,
FRAP, SOD, GSH, MDA

Upalni parametri: hsCRP,
IL-6, SE, FI

Uzeti uzorci krvi za analizu Vracene preostale tablete

Primale placebo Primale ALA
(n=48) (n=41)

Slika 4. Dizajn i tijek provedenog istrazivanja



3.4 Utvrdivanje prehrambenih navika ispitanica

Ispitivanje prehrambenih i zivotnih navika ispitanica provedeno je pomocu standardiziranog i
validiranog FFQ-a [149]. Prikupljeni podatci pruzili su osnovne informacije o obrascima
prehrane, unosu antioksidanasa, koristenju dodataka prehrani, puSenju i fizickoj aktivnosti

ispitanica.

FFQ ¢ini 192 pitanja, od kojih se 100 odnosi na hranu/namirnice gdje je uz svaku namirnicu
postavljen upit o tjednoj ucestalosti konzumiranja, kao i veliini serviranja. Za procjenu
veliine serviranja ponudene su tri kvantitativne grupe (mala, srednja i velika porcija) koje su
popracene fotografijama ili opisima veli¢ina porcija prema pakiranju proizvoda u kojem se
nalaze na trzi$tu ili koje su uobicajene prilikom konzumiranja odredenih proizvoda (npr. $nita,
Casa, zli¢ica) uz pripadajuce vrijednosti u gramima. Ucestalost konzumiranja odredena je s
obzirom na odabir izmedu ponudenih odgovora: nikada, jednom mjesecno, dva-tri puta
mjesecno, jednom tjedno, dva-tri puta tjedno, Cetiri-Sest puta tjedno, ili svaki dan. Preostala
pitanja odnosila su se na uzimanje dodataka prehrani te prehrambene navike, pri cemu je
referentni period za koji se procjenjuje prehrambeni unos prethodni mjesec.

Upitnik je svaka ispitanica ispunjavala samostalno uz nadzor istrazivaca, koji je bio na
raspolaganju za eventualne nedoumice i pitanja. Kako bi se prehrambeni unos za ciljane skupine
namirnica (voce, povrée, Zitarice, crveno meso) izrazio u koli€ini serviranja za preracunavanje
su koriStene veliine serviranja prema Americkim prehrambenim smjernicama - USDA Dietary
Guidelines for Americans, 2020-2025 [150].

Kako bi se procijenila kvaliteta prehrane i unos antioksidanasa, odnosno uskladenost prehrane
ispitanika s mediteranskim obrascem prehrane, koji se smatra jednim od preporucljivih
obrazaca prehrane za prevenciju kroni¢nih oboljenja, za svaku ispitanicu izracunat je Med-DQ-
indeks (engl. Mediterranean Diet Quality Index, Med-DQI) [151]. Med-DQI izracunava se
uzimajuci u obzir 7 karakteristika prehrane: zasi¢ene masne kiseline (%kJ), kolesterol (mg),
meso (g), maslinovo ulje (mL), riba (g), zitarice i proizvodi (g) i voée i povrée (g). Svaki
nutrijent ili svaka skupina namirnica se boduje bodovima 0, 1 ili 2, a bodovanje se temelji na

prehrambenim smjernicama. Ukupan zbroj ostvarenih bodova po svim bodovanim skupinama
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¢ini Med-DQI. Zbroj se kre¢e u rasponu od 0 do 14, a prehrana se smatra kvalitetnijom ukoliko
je Med-DQI nizi.

Izvrsnu kvalitetu prehrane podrazumijeva 0 bodova; dobra kakvoca prehrane krece se u rasponu
od 1-4 boda, umjereno (srednje) dobra 5-7, srednje loSa prehrana 8-10, te losa prehrana 11-14
bodova. Dobru kakvo¢u prehrane s obzirom na Med-DQI oznacava unos zasi¢enih masnih
kiselina manji od 10 %kJ od ukupnog energetskog unosa, unos kolesterola manji od 300 mg,
unos mesa manji od 25 g dnevno, maslinovog ulja ve¢i od 15 mL, unos masne ribe ve¢i od 60
g, cjelovitih Zitarica i njihovih proizvoda vise od 300 g, dok bi konzumiranje namirnica iz
skupine voce 1 povrée dnevno trebalo biti vece od 700 g [151].

Medunarodni indeks kvalitete prehrane (engl. The Diet Quality Index-International, DQI-I) je
indeks kvalitete prehrane koji ukazuje na aspekte prehrane povezane s pojavom kroni¢nih
nezaraznih bolesti te malnutricijom [152] i stavlja fokus na 4 aspekta prehrane koja doprinose
poboljsanju njezine kvalitete, a to su: raznolikost (sveukupna raznolikost skupina namirnica i
unutar skupine raznolikost za proteine), adekvatnost (povrée, voce i skupina zitarica,
prehrambena vlakna, proteini, zeljezo, kalcij 1 vitamin C), umjerenost (ukupne masti, zasi¢ene
masti, kolesterol, natrij i hrana bez kalorija) i uravnotezenost prehrane (omjer makronutrijenata
i omjer masnih kiselina). Svaki od navedena 4 aspekata predstavlja jednu od kategorija DQI-I-
a unutar koje se procjenjuju specificne komponente prehrane, a svaka od tih kategorija pomaze
identificirati kriticni aspekt prehrane koji se najvise treba poboljsati kako u razvijenim tako i u
zemljama u razvoju [153]. Rezultati za svaku komponentu sumiraju se u svakoj od Cetiri glavne
kategorije, a zbroj bodova u sve 4 kategorije rezultira ukupnim DQI-I rezultatom. DQI-I se
kre¢e urasponu od 0 do 100 pri ¢emu je 0 najlosiji, a 100 najbolji moguci rezultat koji oznacava

najvisu kvalitetu prehrane.
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3.5

Materijali

Za potrebe ovog istrazivanja koriStene su sljede¢e kemikalije i instrumenti.

3.5.1

3.5.2

Kemikalije

Fibrinogen (Siemens, Marburg, Njemacka)

C-reaktivni protein (Abbott, Wiesbaden, Njemacka)

Interleukin-6 (Siemens, Marburg, Njemacka)

Kolesterol (Abbott, Wiesbaden, Njemacka)

HDL kolesterol (Abbott, Wiesbaden, Njemacka)

LDL kolesterol (Abbott, Wiesbaden, Njemacka)

Trigliceridi (Abbott, Wiesbaden, Njemacka)
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol-ABTS (Sigma,
Missouri, SAD)

Kalijev persulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Ultracista voda (MiliQ-H20), (Merck, New Jersey, SAD)
(¥)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna  kiselina—Trolox  (Sigma,
Missouri, SAD)

Natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Tiobarbiturna kiselina-TBA (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)

Butilirani hidroksi toluen-BHT (Sigma Aldrich GmbH, Njemacka)

Kalijev monohidrogenfosfat (Siegfried Handel, Zofingen, Svicarska)

Kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
2-(6-hidroksi-3-okso-(3H)-ksanten-9-il) benzojeva kiselina-Fluorescein (Sigma,
Missouri, SAD)

2,2-azobis (2-metilpropionamidin) dihidroklorid-AAPH (Aldrich, St. Louis, SAD)

Instrumenti

Integrirani biokemijsko-imunokemijski analizator Architect ci8200, (Abbott, Illinois,
SAD)
Integrirani biokemijsko-imunokemijski analizator Advia Centaur XPT, (Siemens,

Erlangen, Njemacka)
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o Koagulometrijski analizator BCS XP, (Siemens, SAD)

e Mikrotitarske ploce s 96 jazica ravnog dna kapaciteta 330 pL, Thermo Scientific 130188
BioLite 96 1/Sleeve (Waltham, MA, SAD)

e Multikanalna pipeta RaininPipet-Lite XLS (Mettler Toledo, SAD)

e Analiticka vaga, AB265-S (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

e Vortex mijesalica, VTX-3000L Mixer Uzusio (LMS, Tokio, Japan)

e pH-metar, 702 SM Titrino (Metrohm AG, Herisau, §vicarska)

e Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, VICTOR™ X3 (Perkin Elmer, Massachusetts, SAD)

3.6 Dijagnosticiranje SIL-a

U svrhu utvrdivanja dijagnoze LSIL-a u svih ispitanica provedeni su citoloski probir,
kolposkopski pregled vrata maternice te ciljana biopsija, odnosno histoloska potvrda citolosko-

kolposkopske dijagnoze.

Za PAPA test specijalista ginekolog je uzeo obrisak vrata maternice spatulom i
endocervikalnom cEetkicom. Obrisak se nanosi na predmetno stakalce i fiksira u 96%-tnom
etanolu. Nalaz je kvalificiran prema medunarodno priznatom obrascu ,,Zagreb 2002 [154] od
strane specijaliste patoloske anatomije. Za klasificiranje kolposkopskog nalaza koristen je
kolposkopski obrazac ,,Rio de Janeiro/Zagreb 2011 [155, 156]. Uzorci tkiva vrata maternice
dobiveni ciljanom biopsijom kolposkopom obradeni su standardnom histolosSkom metodom
koja ukljucuje fiksaciju tkiva u 10 %-tnom puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske
blokove, rezanje na debljinu 5 um, deparafiniziranje i bojanje standardnom metodom
hemalaun-eozin. Klasifikacija premalignih i invazivnih lezija plo¢astog epitela vrata maternice

odredena je prema Bethesda klasifikaciji [157].
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3.7 Krvne pretrage

Rutinske biokemijske laboratorijske pretrage, lipidni status te parametri upale (sedimentacija,
visoko osjetljivi CRP (hsCRP), fibrinogen i interleukin 6 (IL-6)) odredeni su neposredno po
uzimanju uzoraka krvi. Preostali serum je alikvotiran i pohranjen na -20°C do analiza.
Alikvotirani uzorci seruma koristili su se za odredivanje parametara oksidativnog stresa

(antioksidativni potencijal seruma, koncentracije malondialdehida u serumu i tiola u serumu).

3.7.1 Odredivanje upalnih parametara

3.7.1.1 Odredivanje sedimentacije

Sedimentacija eritrocita odredena je metodom po Westergreenu. Tom metodom odreduje se
brzina talozenja eritrocita - normalno, eritrociti se taloze sporo i izdvaja se malo plazme. Kod
upale sintetiziraju se proteini, tj. reaktanti akutne faze, CRP i fibrinogen. Krv se vadi u
odgovarajucu epruvetu sa citratnom krvi te se lagano promijesa kako bi se antikoagulans
pomijesao sa uzorkovanom krvi. Otvori se epruveta i Westergreenova pipeta se stavi direktno
u epruvetu pod pritiskom, pri ¢emu se krv lagano navuce do oznake 0 i postavi na odgovarajuce
mjesto na stalku za pipete. Pipeta u stalku mora stojati uspravno te se stalak ne smije pomjerati
tijekom izvodenja analize. Temperatura prostorije, u kojoj se vrsi odredivanje, mora biti od 18
do 24 °C. Nakon sat vremena ocitava se vrijednost sedimentacije tako §to se gleda visina sloja

plazme iznad nivoa eritrocita. Rezultati se izraZzavaju u mm bistre plazme.

3.7.1.2 Odredivanje fibrinogena

Fibrinogen je odreden modifikacijom Claussove metode. Ovim testom mjeri se funkcionalno
aktivni fibrinogen u plazmi. Kod modifikacije Claussove metode dolazi do koagulacije citratne
plazme velikim suviskom trombina. Vrijeme koagulacije ovisi uglavnom o sadrzaju fibrinogena
u uzorku. Koncentracija fibrinogena u plazmi odredena je metodom koagulometrije na

analizatoru BCS XP, uporabom originalnih reagenasa tvrtke Siemens.
3.7.1.3 Odredivanje visoko osjetljivog CRP-a (hsCRP)

HsCRP odreden je metodom turbidimetrije odnosno imunoturbidimetrije na analizatoru

Architect ci8200 uporabom originalnih reagenasa tvrtke Abbott. Multigent CRP Vario je lateks
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imunotest koji je razvijen za precizno i reproducibilno mjerenje razine CRP-a u krvi, odnosno
u serumu i plazmi. Kada dode do reakcije antigen-protutijelo izmedu CRP-a u uzorku i anti-
CRP protutijela, koje je adsorbirano na cestice lateksa, dolazi do aglutinacije. Ova se
aglutinacija detektira kao promjena apsorbancije, pri ¢emu je brzina promjene proporcionalna
koncentraciji CRP-a u uzorku. Porast apsorbancije na 572 nm proporcionalan je koncentraciji

CRP-a u uzorku.
3.7.1.4 Odredivanje interleukina 6 (IL6)

Koncentracija IL-6 odredena je metodom kemiluminiscencije na analizatoru Advia Centaur
XPT uporabom originalnih reagenasa tvrtke Siemens. Advia Centaur IL-6 analiza je potpuno
automatizirana, izravna imunoloska analiza koja se odvija u jednom koraku koriStenjem
kemiluminiscentne tehnologije. Test koristi monoklonsko miSije anti-IL-6 protutijelo

obiljezeno akridinijevim esterom kao Lite reagens. Cvrsta faza sastoji se od paramagnetnih

.....

3.7.2 Odredivanje lipidnog statusa

Princip postupka odredivanja koncentracije ukupnog kolesterola zasniva se na fotometrijskom
odredivanju s kolesterol-oksidazom na analizatoru Architect ci8200 uporabom originalnih
reagenasa tvrtke Abbott. Ovaj reagens se temelji na formulaciji Allaina i suradnika [158] i na
modifikaciji Roeschlaua [159] s daljnjim poboljsanjima kako bi otopina reagensa bila stabilnija.
Kolesterol esteri enzimatski se hidroliziraju djelovanjem kolesterol-esteraze u kolesterol i
slobodne masne kiseline. Stvoreni slobodni kolesterol, ukljucujuci i onaj prisutan u uzorku,
oksidira se katalitickim djelovanjem kolesterol-oksidaze u kolest-4-en-3-on uz istovremeno
nastajanje H>O,. Vodikov peroksid oksidira 4-aminoantipirin (4-aminofenazon) uz prisutnost
hidroksibenzojeve kiseline, pod katalitickim djelovanjem peroksidaze u 4-(p-benzokinon
monoimino)-fenazon. Nastali obojeni kinonimin odreduje se kvantitativno na 500 nm, Sto

odgovara koncentraciji kolesterola u uzorku.

Ultra HDL test je homogena metoda za izravno mjerenje koncentracije HDL kolesterola u
serumu ili plazmi. Metoda se temelji na primjeni dva reagensa i njena ucinkovitost ovisna je o
svojstvima specificnog deterdzenta. Postupak se bazira na ubrzavanju reakcije kolesterol

oksidaze s neesterificiranim non-HDL kolesterolom te selektivnom otapanju HDL kolesterola
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pomocu specificnog deterdZenta. Prvi reagens izaziva enzimatsku reakciju s neesterificiranim
non-HDL kolesterolom, pri ¢emu se oslobada vodikov peroksid koji u peroksidnoj reakciji
reagira s DSBmT (N,N-bis (4-sulphobutyl)-m-toluidine-disodium) dajuci bezbojni produkt.
Drugi reagens sastoji se od deterdZenta (sposobnog solubilizirati HDL kolesterol), kolesterol
esteraze i kromogena (kopulacijske komponente) koji razvija boju za kvantitativno odredivanje
HDL kolesterola. Analiza je radena na analizatoru Architect ci8200 uz koristenje originalnih

reagenasa tvrtke Abbott.

Multigent izravni LDL test je homogena metoda za izravno mjerenje razine LDL kolesterola u
serumu ili plazmi. Odredivanje LDL kolesterola odvija se u dva koraka i zavisi od specificnog
deterdZenta. DeterdZent u reagensu R1 solubilizira samo Ccestice non-LDL kolesterola.
Oslobodeni kolesterol sa kolesterol esterazom i kolesterol oksidazom stvara neobojeni
kromogen. Deterdzent R2 solubilizira preostale LDL cestice i s kromogenom nastalim u prvoj
reakciji stvara obojeni produkt. Enzimatska reakcija sa LDL kolesterolom u prisutnosti
kromogena producira boju koja je proporcionalna koncentraciji LDL kolesterola prisutnog u
uzorku. Analiza je radena na analizatoru Architect ci8200 uz koriStenje originalnih reagenasa

tvrtke Abbott.

Odredivanje triglicerida je radeno na analizatoru Architect ci8200 uz uporabu originalnih
reagenasa tvrtke Abbott. Ova analiticka metoda temelji se na reakciji koju su opisali Fossati i
suradnici [160] i McGowan i suradnici [161]. Reagens koji se koristi u ovoj metodi je 4-
klorofenol umjesto 2-hidroksi-3,5-diklorobenzensulfonata koji se koristi u studijama Fossatia i
McGowana. Trigliceridi se enzimatski hidroliziraju lipazom u slobodne masne kiseline i
glicerol. Glicerol se fosforilira uz pomo¢ adenozin trifosfata s glicerol kinazom kako bi nastao
glicerol-3-fosfat i adenozin difosfat. Glicerol-3-fosfat se oksidira u dihidroksiaceton fosfat uz
pomo¢ glicerol fosfat oksidaze stvarajuci vodikov peroksid. U obojenoj reakciji kataliziranoj
peroksidazom, H»O; reagira s 4-aminoantipirinom i 4-klorofenolom kako bi se dobilo crveno
obojenje. Apsorbancija ovog obojenja proporcionalna je koncentraciji triglicerida prisutnih u

uzorku.
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3.7.3 Odredivanje antioksidativnog statusa

3.7.3.1 Odredivanje reduciranog glutationa

Reducirani glutation (GSH) odreden je optimizacijom metode kvantifikacije glutationa pomocu
monoklorobiman (mBCI) fluorescentne probe. mBCI je nefluorescentan spoj koji nakon
konjugacije s tiolnim skupinama molekula male molekulske mase stvara fluorescirajuce adukte.
U takve molekule ubraja se i glutation, stoga se mBCI uobicajeno koristi kao biomarker za
odredivanje koncentracije GSH u stanici [162]. Konjugirani mBCI fluorescira na valnim

duljinama ekscitacije od 355 nm i emisije 460 nm.

Kako bi se osigurali prikladni uvjeti za kvantifikaciju reduciranog GSH pomo¢u mBCI
fluorescentne probe, potrebno je optimizirati metodu (odabir prikladnih slijepih proba,
koncentracija seruma i vremena inkubacije). Kod optimizacije koncentracije seruma potrebno
je utvrditi koncentraciju seruma prikladnu za metodu te ispitati fluorescira li serum na valnim
duljinama koriStenim za mjerenje fluorescencije mBClI-a kako bi pravilno odabrali slijepe
probe. U crnoj mikrotitarskoj plo€ici pripremi se koncentracijski niz homogeniziranog seruma
(u kvadriplikatu) te se uzorcima doda mBCI (konac¢ne koncentracije 40 uM u jazici). Slijepe
probe pripremaju se na isti nacin, dodatkom ultraciste vode (umjesto mBCI-a). Fluorescencija
se mjeri na valnim duljinama od 355 nm i 460 nm nakon inkubacije 20 min. na temperaturi od
37°C. Za kvantifikaciju se koristi bazdarni dijagram koji se izraduje pomo¢u GSH otopljenog

u dimetil sulfoksidu.

3.7.3.2 Odredivanje malondialdehida

Metoda koja se koristi za odredivanje malodiladehida (MDA) temelji se na reakciji
tiobarbituratne kiseline (TBA) i MDA. MDA u kiselim uvjetima reagira sa TBA u omjeru 1:2
pri cemu nastaje crveni pigment ¢ija apsorbancija se mjeri pri 532 nm [163]. Specificnost
reakcije povecava se uporabom antioksidansa butiliranog hidroksitoluena (BHT) i primjenom
visokorazdjelne tekuc¢inske kromatografije (engl. high performance liquid chromatography,
HPLC) koji omogucuje odvajanje kompleksa MDA-TBA od ostalih komponenti u reakcijskoj

smjesi koje takoder apsorbiraju na istoj valnoj duljini.
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Bazdarni pravac priprema se razrjedivanjem mati¢ne otopine standarda MDA koncentracije
3,035 mM iz koje se pripremaju razliCite koncentracije standarda: 30,35 uM, 15,175 uM, 6,07
uM, 3,035 uM, 1,5175 puM, 0,607 pM 1 0,3035 uM. 0,2 % otopina BHT priprema se
razrjedivanjem maticne otopine u etanolu. Analize su provedene u cetveroplikatu u
mikrotitarskim plo¢ama. Apsorbancija se mjeri na 532 nm na citacu mikrotitarskih ploca
(Viktor). Koncentracija MDA u nepoznatom uzorku izracunata je pomoc¢u bazdarnog dijagrama

standarda poznate koncentracije.

3.7.3.3 Odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta seruma (ORAC metoda)

ORAC test (engl. Oxygen radical absorbance capacity assay, ORAC) je antioksidativni test
koji mjeri sposobnost antioksidansa da ugasi slobodne radikale doniranjem vodika. GaSenje
radikala prati se promjenom fluorescencije, a dinamicka promjena fluorescencije tijekom
vremena uzima se u obzir izraCunavanjem povrsine ispod krivulje opadanja fluorescencije
(engl. Area under the curve, AUC). Metoda je jedinstvena po tome §to mjeri sposobnost
antioksidansa da u potpunosti ugasi slobodni radikal (za razliku od niza drugih koje mjere
aktivnost u jednoj vremenskoj tocki) te se Cesto smatra najboljom in vitro metodom za mjerenje
antioksidativne ucinkovitosti. Usporedujuci integral gubitka fluorescencije, uzrokovanog
uzorkom, standardom, slijepom probom, ORAC test uzima u obzir i stupanj inhibicije i vrijeme
inhibicije, Sto je poboljSanje u odnosu na prethodne testove ukupnog antioksidativnog

kapaciteta koji koriste kinetiku nultog reda u njihovoj kvantifikaciji.

Za potrebe analize unaprijed se pripreme ishodna otopina Trolox®-a (1 g/L u etanolu), fosfatni
pufer (slijepa proba), natrijeva sol fluoresceina i AAPH (2,2-azobis (2-metilpropionamid)-
dihidroklorid) do kona¢ne koncentracije od 150 mM. Uzorci se razrijede 400 puta puferom.
Kineticko ocitanje fluorescencije, s valnom duljinom pobude od 485 nm i valnom duljinom
emisije od 530 nm, vrsi se na ¢itacu mikrotitarskih plocica od 96 jazica s vise detekcija pri 37
°C. Za svaki uzorak izracunaju se neto AUC vrijednosti te se provjerava koeficijent varijacije
slijepih uzoraka i svakog Trolox standarda (koji mora biti < 10 %). Bazdarni pravac dobiva se
iz odnosa koncentracija Trolox-a u mjerenim otopinama i odgovarajuceg prosjecnog AUC za
svaku mjernu otopinu. Konacne vrijednosti ORAC izracunavaju se pomocu regresijske

jednadzbe izmedu Trolox ekvivalenta i neto AUC.
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3.7.3.4 Odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta seruma (TEAC metoda)

Antioksidativni potencijal seruma pacijentica odreden je modificiranom TEAC metodom (engl.
Trolox equivalent antioxidant capacity) [164]. Otopina ABTS-a (2,2'-azinobis(3-
etilbenztiazolin-sulfonska kiselina) mijeSa se s otopinom kalijeva persulfata kako bi se
generirao kromofor i radikalni kation (ABTS'*), plavo-zelene boje. U prisutnosti
antioksidanasa iz uzorka dolazi do redukcije ABTS ¥, a uslijed toga i do dekolorizacije te pada
apsorbancije. Apsorbancija se mjeri pri 750 nm, a iz mjerenja se mogu dobiti informacije o

antioksidativnoj sposobnosti gasenja radikalnog kationa izrazeno kao Trolox ekvivalenti.

Za potrebe analize potrebno je pripremiti 7mM otopina ABTS-a, 2,45 mM otopina kalijeva
persulfata (K,S,0g) i ishodnu otopinu ABTS"*. Otopina ABTS* koja se koristi u ispitivanjima
treba biti razrijedena 20 puta u odnosu na stock otopinu, odnosno toliko da apsorbancija otopine
ABTS " bude 0,700 = 0,020. Reakcijska smjesa izraduje se na nacin da se u jazicu mikrotitarske
ploce pipetira razrijedeni uzorak u kvadriplikatu te razrijedena otopina ABTS * Antioksidativni
kapacitet uzoraka racuna se kao postotak inhibicije (%I) ABTS radikala mjeren pri 750 nm. Za
izradu bazdarnog dijagrama pripremi se koncentracijski niz otopina Trolox®-a te se za svaki

izracuna postotak inhibicije apsorbancije otopine ABTS™".

3.7.3.5 Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji katalizira dismutaciju superoksidnog aniona (O2")
u vodikov peroksid i molekularni kisik, vazan je endogeni antioksidans. Za utvrdivanje
aktivnosti SOD-a razvijeno je nekoliko izravnih i neizravnih metoda. U praksi se najcesce
koristi NBT neizravna metoda (engl. nitroblue tetrazolium, NBT), zbog svoje prakti¢nosti i
jednostavnosti. Medutim, postoji nekoliko nedostataka NBT metode, kao §to su slaba topljivost
obojenog formazana u vodi i interakcija s reduciranim oblikom ksantin oksidaze. SOD Assay
Kit-WST metoda omogucuje jednostavno ispitivanje aktivnosti SOD-a koristenjem Dojindove
tetrazolijeve soli koja je vrlo topljiva u vodi (2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolium mononatrijeva sol-WST) koja proizvodi u vodi topljiv obojeni
formazan nakon redukcije sa superoksidnim anionom. Brzina redukcije s Oz linearno je
povezana s aktivno$c¢u ksantin oksidaze i inhibirana je djelovanjem SOD. Stoga se ICso uzorka

(50 % inhibicije aktivnosti SOD ili materijala slicnih SOD) moZze odrediti kolorimetrijski. Za
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potrebu analiza potrebno je pripremiti radnu otopinu WST, mjernu otopinu uzorka i standardnu

otopinu SOD-a. Apsorbancija se oCita na 450 nm koristeci Cita¢ mikrotitarskih ploca.

3.8 Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koriSteni su programski paketi Medcalc v11.4 (Medcalc
Software, Belgija) i GraphPad Prism v8.4.3 (Boston MA, SAD). Normalnost distribucije
numerickih varijabli ispitana je Kolmogorov-Smirnov testom. Varijable s normalnom
distribucijom prikazane su kao srednje vrijednosti i standardne devijacije (SD), te su za
usporedbu podataka koriSteni odgovaraju¢i parametrijski testovi (Studentov t-test i
jednosmjerna analiza varijance (ANOVA)). Podatci koji nisu bili normalno distribuirani
prikazani su kao medijan i interkvartilni raspon, a za njihovu usporedbu koristeni su
odgovarajuc¢i neparametrijski testovi (Mann-Whitney test, Kruskal-Wallis test). Kategoricke

varijable usporedivane su x2-testom. Statisticki znacajnom smatrana je razlika p < 0,05.
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4 REZULTATI



4.1 Karakteristike obrazaca prehrane ispitanica ukljucenih u studiju

Kao §to je prethodno napomenuto, studijom je obuhvaceno ukupno 100 ispitanica u dobi od 18-
55 godina kod kojih su PAPA testom potvrdene abnormalnosti LSIL u citoloskom obrisku vrata
maternice. Ispitivanje prehrambenih i1 zivotnih navika ispitanica provedeno je pomocéu
standardiziranog i validiranog FFQ-a [149], a prikupljeni podatci pruzili su osnovne
informacije o nutritivnom statusu (ITM; udio ispitanica povecane tjelesne mase i pretilih
ispitanica), kvaliteti prehrane (koja je procijenjena na temelju izracunatih DOQ-I i Med-DQI),

farmakoterapiji, koristenju dodataka prehrani, pusenju i fizickoj aktivnosti ispitanica.

Rezultati su prikazani graficki na Slici 5. Medijan dobi ispitanica ukljuc¢enih u studiju iznosio
je 41 godinu (Sto je vise nego u vecini drugih dostupnih studija koje su istrazivale intervencije
u slucajevima dijagnoza LSIL). Od ukupnog broja ispitanica njih 40 (45 %) je imalo
prekomjernu tjelesnu masu (ITM od 25 do 30), od kojih je 6 ispitanica (7 %) bilo pretilo (ITM
> 30). Kod preostalih 49 ispitanica tjelesna masa se kretala u okvirima prihvatljivih granica. Na
slici 5B vidljivo je da, od ukupno 89 ispitanica koje su zavrsile studiju, njih 40 (45 %) je uzimalo
antimikotike (nitrofurantoin) dok 49 ispitanica nisu uzimale nikakav antimikotik. Sto se pusenja
cigareta tice, 22 ispitanice (25 %) su bile puSaci a 67 nepusaci. Unos suplemenata je zabiljezen
kod 39 (44 %) ispitanica dok 50 ispitanica nisu uzimale nikakve dodatke prehrani. Kako je
prikazano u Tablici 1., u trenutku prvog pregleda sedamnaest ispitanica je uzimalo
multivitaminsko-mineralnu formulaciju, njih Sest je uzimalo vitamin D ili kombinaciju
vitamina D 1 kalcija, tri ispitanice su uzimale preparate zeljeza ili zeljezo u kombinaciji s
vitaminom C, pet ispitanica je uzimalo magnezij, jedna ispitanica glukozamin, dvije su uzimale

B kompleks, 5 vitamin C, tri kalcij i jedna ispitanica koenzim Q10.
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Slika 5. Osnovne karakteristike ispitanica ukljuc¢enih u studiju

ITM-indeks tjelesne mase; DOQ-I-indeks kvalitete prehrane; Med-DQI-indeks uskladenosti s mediteranskom

prehranom
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Tablica 1. Dodatci prehrani koje ispitanice ukljuc¢ene u studiju konzumiraju u trenutku prvog

(inicijalnog) pregleda.

Dodatak prehrani Broj ispitanica (n) Napomena
Multivitminsko-mineralna 17 Maksimalan sadrzaj pojedinog
formulacija vitamina/minerala do 200%

preporucenog dnevnog unosa*

Vitamin D / Vitamin D + kalcij 6 Do najviSe 25 pg vitamina D 1 1000
mg kalcija
Zeljezo/ Zeljezo + vitamin C 3 Do najvise 30 mg Zeljeza i najvise

500 mg vitamina C

Magnezij 5 Do najvise 300 mg magnezija
Glukozamin 1 1500 mg glukozamin-hidroklorida
B-kompleks 2 Maksimalan sadrzaj pojedinog B

vitamina do 200% preporucenog

dnevnog unosa*

C vitamin 5 Do najvise 1000 mg
Kalcij 3 Do najvise 1000 mg
Koenzim Q10 1 30 mg

*prema Pravilniku o dodacima prehrani- (NN 46/2011) [165].

Na Slici 5A prikazani su dob, indeks tjelesne mase te kvaliteta prehrane ispitanica (prikazano
pomocu vrijednosti DQI-I i Med-DQI). Na Slici 5B prikazane su i vrijednosti indeksa koji
ukazuju na opcu kvalitetu prehrane (DQI-I) te stupanj uskladenosti prehrambenih navika s
obrascima mediteranske prehrane (Med-DQI). Razliciti prehrambeni vodici gotovo univerzalno
navode konzumiranje raznovrsne hrane kao preporuku broj jedan te osobito naglaSavaju
vaznost adekvatnog unosa voca i povréa, slozenih ugljikohidrata i proteina iz raznovrsnih
nutritivnih izvora [ 166]. Smjernice takoder poti¢u umjerenost, osobito u unosu masti, zasi¢enih
masti, kolesterola, natrija 1 SeCera. Mediteranski indeks prehrane predstavlja jo§ jedan od
vrijednih indeksa za procjenu kvalitete prehrane te je osobito prilagoden populaciji Mediterana.
Procjenjuje se unos osam glavnih sastavnica prehrane: zasi¢enih masnih kiselina (engl.
Saturated fatty acids, SFA), kolesterola, mesa, maslinovog ulja, ribe, Zitarica, povrca i voca te

broja popusenih cigareta.
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U provedenoj studiji medijan DQI-I vrijednosti ispitanica uklju¢enih u studiju bio je 63,6 (33,5
do 78,0) dok je medijan vrijednosti Med-DQI bio 9 (5 do 14). Navedeno ukazuje na osrednju-
losu kvalitetu prehrane odnosno losu uskladenost s obrascima mediteranske prehrane §to je
karakteristi¢no za obrasce zapadnjacke prehrane. Tome u prilog govore i ostale karakteristike

prehrane ispitanica ukljucenih u studiju koje su prikazane na Slici 6.
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Slika 6. Obrasci unosa makronutrijenata i osnovnih skupina namirnica ispitanica ukljuc¢enih u
studiju

AMDR - prihvatljivi raspon unosa makronutrijenata (engl. Acceptable Macronutrient Distribution
Range). *Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).

Preporuceni dnevni unos za proteine iznosi 0,8 g/kg tjelesne tezine uz uvjet da uneseni proteini
sadrze sve aminokiseline u odgovaraju¢im koli¢inama. Takoder, 50 % proteina bi trebalo biti
iz biljnih izvora, a 50 % iz zivotinjskih. Dopustena razina unosa makronutrijenata AMDR za

proteine iznosi 10 % do 15 % ukupnog kalorijskog unosa [167]. Potrebe za proteinima rastu u
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stanjima poput bolesti i pojacanog stresa. Vrijednost AMDR za proteine kod nasih ispitanica
kretala se od 5,8 do 25,9 dok je srednja vrijednost iznosila 11,6 % $to znaci da je u tom smislu
unos proteina bio u skladu sa smjernicama. S obzirom na visok unos mesa - medijan dnevnog
unosa iznosio je 4,1 (2,4-7,2) moguce je zakljuciti da su u prehrani ispitanica visoko zastupljeni

proteini animalnog podrijetla.

Masti u prehrani primarno se sastoje od triglicerida (98 %), manje koli¢ine fosfolipida i sterola
[168]. Preporuke naglaSavaju vaznost konzumiranja biljnih ulja bogatih mononezasi¢enim i
omega-3 masnim kiselinama te ogranicenja unosa zasi¢enih masti i ulja bogatih omega-6
polinezasi¢enim masnim kiselinama. Dopusten doprinos masti ukupnom kalorijskom unosu
iznosi 20-35 % od ukupnog dnevnog energetskog unosa, a manje od 10 % bi trebalo biti iz
zasi¢enih masti. Unos trans-masti trebalo bi u potpunosti ograniciti na najmanju moguéu
vrijednost dok bi unos kolesterola trebao biti manji od 300 mg/dne. AMDR vrijednosti za masti
kretale su se od 25,7 do 77,8 % dok je medijan iznosio 52,5 %. Za zasi¢ene masti vrijednost
AMDR se kretala od 14,1 do 28,6 % a medijan je iznosio 16,9 %. Iz navedenog je vidljivo da
prehranu ispitanica ukljucenih u studiju karakterizira previsok unos masti te zasi¢enih masti.
Unos kolesterola kretao se od 51,8 do 765,8 mg/dne s medijanom koji je iznosio 281,8 mg, §to
je uskladu s preporukama. AMDR za ugljikohidrate iznosi 45 % do 65 % ukupnog kalorijskog
unosa, od ¢ega najvise 25 % smije potjecati od jednostavnih Seé¢era. Kod nasih ispitanica unos
ugljikohidrata bio je u skladu sa smjernicama - AMDR za ugljikohidrate kretao se od 9,4 do
69,8 %, s medijanom od 38,0 %.

Sve navedene karakteristike unosa makronutrijenata ispitanica uklapaju se u karakteristike
obrazaca zapadnjacke prehrane osim visokog unosa prehrambenih vlakana, $to nije u skladu s
ocCekivanjima. Naime, prehrambena vlakna su neprobavljivi ugljikohidrati prisutni u veéini
namirnica biljnog podrijetla: u vocu, povréu i zitaricama nalaze se u koncentraciji 1-3 %, dok
oraSasti proizvodi, leguminoze i zitarice bogate vlaknima sadrze vise od 3 % vlakana [168].
Preporuka za unos prehrambenih vlakana za Zene u dobi od 19 do 50 godina je 25 g/dne, dok
je preporuka dnevnog unosa za zene iznad 51 godinu nesto manje od 21 gram vlakana dnevno.
Medijan unosa prehrambenih vlakana u ispitanica iznosio je 30,3 grama. Navedeni podatci
posljedica su vrlo visokog procijenjenog unosa prehrambenih vlakana od strane nekoliko
ispitanica pri ¢emu su kao najvazniji izvori prehrambenih vlakana kokice i grahorice, a nakon
toga voce. Jedna od slabosti FFQ-a kao metodoloskog alata je upravo moguénost pogreske u
procjeni unosa te bi navedeni podatak o unosu broja porcija vo¢a/prehrambenih vlakana trebalo

provjeriti metodom 24-satnog prisje¢anja odnosno dnevnika prehrane. Ipak, ¢ak i uz moguce
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precijenjen unos voca i povréa, ukupan broj porcija voca i povréa bio je prenizak. Naime, prema
preporukama Svjetske zdravstvene organizacije za unos svjezeg voca i povréa potrebno je
unijeti 400 g ili 8-10 porcija na dan. U ovom istrazivanju medijan broja porcija voca iznosio je

3,2(1,7-5.,5), apovréa 3,6 (2,3 - 5,5) [169].

Uslijed nedostatka preciznih podataka o prehrambenim navikama u Bosni i Hercegovini kao i
u susjednim zemljama, bilo je teSko procijeniti jesu li prehrambene navike ispitanica usporedive
s prosjecnim navikama opcée populacije. Dobiveni podatci su usporedeni s prehrambenim
navikama zena iz zemalja Isto¢ne i SrediSnje Europe koji su istrazeni u okvirima HAPIEE
studije [170]. Opce prehrambene karakteristike u pogledu kvalitete prehrane, skupina
namirnica, energije, kao i prosjecni unos mikronutrijenata bili su usporedivi, dok je unos masti,
zasi¢enih masnih kiselina i prehrambenih vlakana bio ne$to ve¢i u ovom istrazivanju. Prehranu
ispitanica karakterizirao je visok energetski unos (3160 kcal), visok unos masti i zasi¢enih
masti, niski omjeri unosa polinezasic¢enih i zasi¢enih masti (PUFA/SF) te mononezasicenih i
zasi¢enih masti (MUFA)/SF). Unos ribe, voéa i povréa je bio znatno nizi od preporucenog,
osobito Sto se unosa ribe tice. Opcenito se moze zakljuciti da su ispitanice konzumirale prehranu
zapadnog tipa koju karakterizira nizak DQI-I i Med-DQI (63,5 (od 100) i 9 (kategoriziran kao

srednji prema oskudnom)).

Istrazivanje Rippina i suradnika (2017) pokazuje da je u Europi, kod svih dobnih skupina
ispitanika, unos proteina bio blago iznad donje vrijednosti preporucene vrijednosti unosa
proteina [171]. Vise od pola drzava koje su sudjelovale ispunilo je ili premasilo gornju
vrijednost preporu¢enog unosa, iako nije bilo regionalnog obrasca. Nijedna drzava nije ispunila
nizu vrijednost preporuc¢enog unosa ugljikohidrata. Srednja vrijednost unosa ugljikohidrata je
iznosila 209 g (raspon 156265 g) za zene. Vecina drzava je podbacila u preporu¢enom unosu
vlakana za sve dobne skupine - samo su Norveska (sve dobne skupine), Njemacka (zene dobi
od 51-64 godine) i Madarska ispunile cilj od 25 g unesenih prehrambenih vlakana dnevno.
Srednje vrijednosti unosa vlakana su bile 19 g (raspon 13-26 g) za Zene. Sve drZave koje su
prijavile unos dodanih Secera, bile su iznad 5% od preporucenog unosa, iako su u Estoniji i
Finskoj bile preko maksimuma od 10 %. Srednje vrijednosti dodanog Secera su iznosile 41 g
(raspon 30-49 g) za zene. Sve drzave su premasile preporuku Svjetske zdravstvene organizacije
Sto se ti¢e gornjeg limita unosa masti od 30 %, osim starijih muskaraca portugalaca. Srednji
unos ukupnih masti je bio 73 g (51-95 g) kod zena. U veéina drzava obuhvacenih studijom
unos zasi¢enih masti prelazio je preporucenih 10 % (srednja vrijednost unosa zasi¢enih masti

u zena iznosila je 25 g (16-33 g)).
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Tablica 2. Unosi vitamina, minerala i karotenoida ispitanica ukljucenih u istrazivanje.

Vitamin A (ng RAE)
Vitamin D (ng)*
Vitamin K (ug)*
Vitamin E (mg)*
Tiamin (mg/1000 kcal)
Riboflavin (mg)
Niacin (mg/1000 kcal)
Pantotenska kiselina (mg)*
Piridoksin (mg)

Folat (ng)

Kobalamin (pg)*
Vitamin C (mg)

K (g)*

Ca (mg)

Mg (mg)*

Fosfor (mg)*

Zeljezo (mg)

Cink (mg)**

Bakar (mg)*

Mangan (mg)*

Selen (ug)*

Karotenoidi

medijan

(interkvartilni raspon)

744 (448-1016)
3.4(2.1-5-8)
196 (98.3-340)
29.2 (13.5-47.3)
0.55 (0.45-0.69)
2.2(1.4-3.2)

7.3 (6.2-9.7)
6.4 (4.8-9.3)

2.1 (1.4-2.8)
368 (252-495)
4.6 (3.1-6.9)
186 (111-305)
3.8(2.6-5.2)
921 (660-1462)
403 (287-526)
1343 (941-1934)
16.1 (11.5-21.9)
10.6 (7.5-15.6)
1.8 (1.3-2.5)

4.1 (2.9-5.4)
94.7 (62.0-129)
11.4 (5.5-17.0)

PRI (AI)

650
15
70
11
0.4
1.6
6.6
5
1.6
250

80
3.5
950
300
550

6.2-10.2

AR

490

0.3
1.3
5.5

1.3
330

95

750

11
7.5-12.7

UL

3000
100

300

900

25
1000

2500
250

300

PRI-referentni unos (engl. population reference intake); Al-zadovoljavajuéi unos (engl. adequate

intake); AR-prosjecne potrebe (engl. average requirement); UL-gornja granica sigurnog unosa (engl.
upper limit). * odreden je Al; **ovisi o unosu fitinske kiseline; - vrijednosti nisu definirane od strane
EFSA (European Food Safety Authority)
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Slika 7. Udio ispitanica s unosom pojedinog mikronutrijenta < PRI

*PRI za Zn ovisi o unosu fitinske kiseline — za potrebe izracuna koristena je vrijednost PRI=8.2 mg.

Unosi mikronutrijenata (vitamina, minerala i karotenoida) ispitanica koje su sudjelovale u
istrazivanju prikazani su u Tablici 2. dok je na Slici 7 prikazan udio ispitanica s unosom
pojedinog mikronutrijenta koji je manji od referentnog unosa (engl. population reference

intake, PRI).

Sto se ti¢e vitamina A, kod vise od 40 % ispitanica je bio nedostatan unos. Dobivena srednja
vrijednost je bila 744 pg dok se interkvartilni raspon kretao od 448 do 1016 pg. PRI, odnosno
zadovoljavajuéi unos (engl. adequate intake, Al) za vitamin A iznosi 650 pg. Prosjecne potrebe
(engl. average requirement, AR) za ovim vitaminom iznose 490 pg, dok je gornja granica
sigurnog unosa (engl. upper limit, UL) 3000 ng. Unos vitamina D je takoder kod viSe od 40 %
ispitanica bio nedostatan. Srednja vrijednost iznosila je 3,4 ug a raspon se kretao od 2,1 do 5,8
pg. PRI (Al) za vitamin D je 15 pg, dok je UL 3000 pg. Unos vitamina K je bio nedostatan kod
manje od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost iznosila je 196 ng a intekvartilni raspon se kretao
od 98,3 do 340 pg. PRI (AI) je 70 ug dok vrijednosti AR i UL nisu navedene. Unos vitamina
E je takoder bio nedostatan kod manje od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost iznosila je 29,2
mg a interkvartilni raspon se kretao od 13,5 do 47,3 mg. Vrijednost PRI (AI) iznosi 11 mg a
vrijednost UL 300 mg. Vrijednost vitamina B1 (tiamin) je bila nedostatna kod manje od 25 %
ispitanica. Dobivena srednja vrijednost je 0,55 mg/1000 kcal. Interkvartilni raspon iznosio je

od 0,45 do 0,69 mg/1000 kcal. PRI (Al) vrijednost je 0,4 mg/1000 kcal, dok je AR vrijednost
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0,3 mg/1000 kcal. Unos vitamina B2 (riboflavin) je bio nedostatan kod manje od 40 % i vise
od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost je iznosila 2,2 mg, interkvartilni raspon se kretao od 1,4
do 3,2 mg. PRI (Al) za vitamin B2 iznosi 1,6 mg, dok su prosjecne potrebe 1,3 mg. Gornja
granica sigurnog unosa za vitamin B2 nije navedena. Unos vitamina B3 (niacin) je bio
nedostatan kod manje od 40 % 1 viSe od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost je iznosila 7,3
mg/1000 kcal a interkvartilni raspon se kretao od 6,2 do 9,7 mg/1000 kcal. Vrijednost PRI (AI)
iznosi 6,6 mg/1000 kcal, vrijednost AR 5,5 mg/1000 kcal, dok vrijednost UL za vitamin B3
iznosi 900 mg/1000 kcal. Sto se ti¢e vitamina B5 (pantotenska kiselina) i njegov unos je bio
nedostatan kod manje od 40 % i viSe od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost iznosila je 6,4 mg,
dok je interkvartilni raspon iznosio od 4,8 do 9,3 mg. Vrijednost PRI (Al) za vitamin B5 iznosi
5 mg dok vrijednosti AR i UL nisu navedene. Za vitamin B6 (piridoksin) unos je takoder bio
nedostatan kod manje od 40 % a viSe od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost iznosila je 2,1 mg
a interkvartilni raspon je iznosio od 1,4 do 2,8 mg. Vrijednost PRI (Al) za vitamin B6 je 1,6
mg, dok su vrijednosti AR 1,3 mg i UL 25 mg. Unos vitamina B9 (folat) je bio nedostatan kod
manje od 25 % ispitanica. Srednja dobivena vrijednost je bila 368 pg a interkvartilni raspon od
252 do 495 pg. PRI (Al) vrijednost iznosi 250 pg a vrijednosti AR 330 pg i UL 1000 pg. Sto
se ti¢e unosa vitamina B12 (kobalamin), bio je nedostatan kod viSe od 40 % ispitanica. Srednja
vrijednost iznosila je 4,6 pg, dok je interkvartilni raspon iznosio od 3,1 do 6,9 nug. Vrijednost
PRI (AI) iznosi 4 pg. Unos vitamina C je bio nedostatan kod manje od 25 % ispitanica. Srednja
vrijednost unosa iznosila je 186 mg, dok se interkvartilni raspon kretao od 111 mg do 305 mg.
PRI (AI) iznosi 80 mg, dok je prosjecna potreba za ovim vitaminom 95 mg. Unos kalija je bio
nedostatan kod viSe od 40 % ispitanica. Srednja dobivena vrijednost unosa iznosila je 3,8 g a
interkvartilni raspon se kretao od 2,6 do 5,2 g. Vrijednost PRI (Al) iznosi 3,5 g. Vrijednosti AR
1 UL nisu navedene. Unos kalcija je bio nedostatan kod vise od 40 % ispitanica. Srednja
dobivena vrijednost je iznosila 921 mg, interkvartilni raspon se kretao od 660 do 1462 mg. PRI
(AI) za kalcij iznosi 950 mg, dok su vrijednosti AR 750 mg i UL 2500 mg. Unos magnezija je
bio nedostatan kod manje od 40 % i viSe od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost unosa bila je
403 mg a interkvartilni raspon je bio od 287 do 526 mg. Vrijednost PRI (Al) iznosi 300 mg dok
je gornja granica sigurnog unosa 250 mg. Sto se unosa fosfora tice, bio je nedostatan kod manje
od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost unosa iznosila je 1343 mg, dok se interkvartilni raspon
kretao od 941 do 1934 mg. PI (Al) za fosfor jeste 550 mg. Unos Zeljeza je bio nedostatan kod
vise od 40 % ispitanica. Srednja vrijednost unosa iznosila je 16,1 mg a interkvartilni raspon se
kretao od 11,5 do 21,9 mg. Vrijednost PRI (Al) za zeljezo iznosi 16 mg, a prosjene potrebe su

11 mg. Unos cinka je bio nedostatan kod manje od 40 % a viSe od 25 % ispitanica. Srednja
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vrijednost unosa iznosila je 10,6 mg dok se interkvartilni raspon kretao od 7,5 do 15,6 mg. PRI
(AI) za cink iznosi od 6,2 do 10,2 mg. Vrijednost AR je od 7,5 do 12,7 mg, dok je gornja granica
sigurnog unosa za cink 25 mg. Unos bakra je bio nedostatan kod manje od 25 % ispitanica.
Srednja vrijednost unosa iznosila je 1,8 mg a interkvartilni raspon se kretao od 1,3 do 2,5 mg.
PRI (AI) vrijednost je 1,3 mg dok je gornja granica sigurnog unosa 5 mg za bakar. Unos
mangana bio je nedostatan kod manje od 40 % a vise od 25 % ispitanica. Srednja vrijednost
unosa bila je 4,1 mg a interkvartilni raspon bio je od 2,9 do 5,4 mg. Vrijednost PRI (Al) iznosi
3 mg. Sto se unosa selena ti¢e, bio je nedostatan kod vise od 40 % ispitanica. Srednja vrijednost
unosa iznosila je 94,7 pug, dok se interkvartilni raspon kretao od 62,0 do 129 pg. Vrijednost PRI

(AI) za selen iznosi 70 pg a gornja granica sigurnog unosa iznosi 300 pg.

.....

.....

vvvvv

zemalja ima problem s niskim unosom vitamina D osim Finske koja provodi uspjes$ne
javnozdravstvene politike vezane uz vitamin D [174]. Unos Zeljeza u Zena ispod je razine
preporucenog unosa u svim zemljama obuhvacéenim studijom. [175, 176]. Nizak unos vitamina
K biljezimo u Svedskoj i na Islandu, kao i u Baltickim zemljama [176]. Nizak unos vitamina
B12 koji je utvrden u naSoj studiji nije toliko uobiCajen - ve¢ina europskih drzava ima
zadovoljavajuci unos s iznimkom starije populacije iz Litve i Turske. Nedostatan unos selena u
skladu je s ¢injenicom da je tlo u Europi relativno siromasno selenom S$to se reflektira na
nutritivni sastav namirnica. Zemlja s najviS§im unosom selena u Europi je Finska koja za usjeve
koristi gnojiva obogacena selenom, Sto je povecalo i unos selena i status selena u finskoj

populaciji [177].

Razlike u prijavljenim unosima hranjivih tvari izmedu zemalja uzrokovane su stvarnim
razlikama u sadrzaju hranjivih tvari u hrani, utvrdenom politikom, kao i razlikama u kulturi
prehrane, S$to se odrazava u razlikama u podatcima o unosu koji se odnose na prehrambene
pogodnosti i kulinarske tradicije. Vrijednosti baze podataka i postupak preracuna unosa

hranjivih tvari u anketama takoder utje¢u na unose i doprinose razlikama medu zemljama.
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4.2. Usporedba ulaznih karakteristika kontrolne i ispitivane skupine

Ukupno 100 ispitanica je bilo randomizirano u ispitivanu (n = 50) i kontrolnu (placebo) skupinu
(n=50). Jedanaest ispitanica (dvije ispitanice iz kontrolne skupine i devet iz ispitivane skupine)
nije zavrsilo istrazivanje uslijed osobnih razloga. Nije bilo prijavljenih nuspojava uslijed unosa

ALA-e ili placeba.

Brojne demografske, zivotne i prehrambene karakteristike, kao $to su dob, ITM, pusenje, unos
voca i1 povrca, energetski unos, konzumiranje crvenog mesa i Zivotinjskih proteina, mogu
utjecati na pojavu rizika za nastanak ginekoloskih abnormalnosti ukljucujuéi HSIL ili karcinom
vrata maternice [178-180]. Usporedba navedenih karakteristika kontrolne i ispitivane skupine
prikazana je u Tablici 3. Dob ispitanica u obje skupine je bila slicna (p = 0,082). Medijani
indeksa tjelesne mase u tretiranoj i ispitivanoj skupini su bili sli¢ni (23,9 i 25 kg/m?, p = 0,508).
Postotak puSaca u kontrolnoj 1 ispitivanoj skupini je bio 29,2 %1 19,5 %, a uocene razlike nisu
bile statisticki znacajne (p = 0,333). Unos voca i povrca je bio znatno manji od preporucenog,
dok je unos mesa i zivotinjskih proteina bio iznad aktualnih preporuka u obje skupine, a
dobiveni medijani unosa nisu se znacajno razlikovali izmedu kontrolne i ispitivane skupine
ispitanica. Adherencija ispitanica odredena je prebrojavanjem neiskoristenih tableta koje su
prebrojane prilikom drugog posjeta ginekologu. Medijani broja vracenih tableta prilikom
zadnje posjete bili su 35 u kontrolnoj i 28 u ispitivanoj skupini, a uocene razlike nisu bile

statisticki razlicite (p = 0,405) Sto ukazuje na usporedivu adherenciju obje skupine ispitanica.

Kontrolna i ispitivana skupina ispitanica usporedene su i s obzirom na karakteristike prehrane
koje su prema literaturnim navodima relevantne za antioksidativni status i lipidni profil: unos
voca i povrca, vitamina C, vitamina E i karotenoida (kao antioksidativnih, zastitnih ¢imbenika);
energetski unos, unos mesa, crvenog mesa, zivotinjskih proteina, zasi¢enih masti, nezasi¢enih
masti i kolesterola (kao ¢imbenika koji bi eventualno mogli doprinijeti oksidativnom stresu i
dislipidemiji). Opc¢a uskladenost prehrambenih navika ispitanica s opéim smjernicama ili
principima mediteranske prehrane (kvantificirana i izrazena kao DQI-I i Med-DQI) takoder je
usporedena izmedu kontrolne i ispitivane skupine. Analizom je pokazano kako nije bilo
statisticki znacajnih razlika izmedu kontrolne i ispitivane skupine u pogledu bilo koje

promatrane karakteristike prehrane.
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Tablica 3. Usporedba ulaznih karakteristika kontrolne i ispitivane skupine.

Kontrolna skupina

Ispitivana skupina

(n=48) (n=41)

Stil Zivota i navike
Dob (godine) 37 (28-46) 43 (34-47) 0.082
Pusenje cigareta*® 14 8 0.333
Adherencija* 35 28 0.405
(vracene tablete)
Indeks tjelesne mase 25 (21,6-27,1) 23.9 (21.6-26.9) 0,508

Nacin prehrane**
Energija (kcal) 3104 (1937-4249) 3530 (2015-4404) 0.374
Voée (tjedna porcija) 2.78 (1.90-5.45) 3.66 (1.56-5.88) 0.365
Povrce (tjedna porcija) 3.49 (2.21-4.67) 4.17 (2.83-5.86) 0.252
Bjelancevine 40.61 (24.33-62.90) 36.05 (23.29-54.07) 0.315
zivotinjskog porijekla
(g/dan)
Meso (tjedna porcija) 3.95 (2.25-7.37) 4.20 (2.54-7.24) 0.558
Crveno meso (tjedna 2.66 (0.00-14.36) 4.05 (0.00-33.76) 0.852
porcija)
Masti (g) 167.9 (99.7-252.5) 190.6 (103.6-293.8) 0.176
Zasi¢ene masti (g) 53.4 (29.6-85.5) 69.75 (34.26-103.7) 0.202
Kolesterol (mg) 290.4 (178.3-473.4) 291.6 (188.8-422.4) 0.809
Vitamin C (mg) 199.3 (139.0-302.4) 175.7 (95.91-321.1) 0.570
Vitamin E (mg) 21.44 (12.5-44.4) 33.61 (17.17-48.06) 0.262
Karotenoidi (mg)* 7.58 (4.54-15.0) 14.43 (6.363-18.65) 0.064
DQI-I"™ 63.55 (57.4-67.7) 63.64 (55.00-68.79) 0.308
Med-DQI™ 9.00 (7.25-10.0) 9.00 (7.00-10.00) 0.516

Rezultati su izrazeni kao medijani (interkvartilni raspon); testirano Wilcoxonovim parametrijskim
testom *Rezultati su izraZeni brojCano; testirano Fisherovim ekzaktnim testom. **Rezultati su
izrazeni kao prosjeCni dnevni unos. #suma beta karotena. luteina. zeaksantina i likopena.
***[zraCunato pomocu podataka dobivenih semikvantitativnim FFQ-om. DQI-I (engl. Diet Quality
Index-International); Med-DQI (engl. Mediterranean Diet Quality Index).
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4.3. Utjecaj suplementacije ALA-om na stupanj SIL-a, HPV infekciju i
parametre upale

Osnovni ciljevi provedene studije bili su istraziti ucinkovitost suplementacije ALA-om na
LSIL (primarni rezultat), prisutnost HPV infekcije, te upalu (vrijednost sedimentacije, visoko
osjetljivog CRP-a i fibrinogena). U Tablici 4. usporedene su vrijednosti navedenih parametara
izmedu kontrolne i ispitivane skupine prilikom inicijalnog pregleda te nakon intervencije. Sve
ispitanice, koje su bile ukljucene u studiju, imale su dijagnozu LSIL-a prilikom prvog dolaska
te se kontrolna i ispitivana skupina na inicijalnom pregledu po tom parametru nisu razlikovale.
Do zavrSetka istraZivanja ovaj broj ispitanica je reduciran u obje skupine. U kontrolnoj skupini
44 ispitanice su i dalje imale dijagnozu LSIL-a, dok su u ispitivanoj skupini s dijagnozom LSIL-
a ostale dvije ispitanice (p < 0,001) Sto ukazuje na visoku razinu znacajnosti odnosno

ucinkovitost ALA-e u poticanju regresije LSIL-a.

Zastupljenost ispitanica s pozitivnim nalazom HPV-a bio je usporediv u obje skupine ispitanica
i prilikom inicijalnog pregleda i nakon provedene intervencije — suplementacija ALA-om nije
utjecala na prisutnost HPV infekcije. Prilikom inicijalnog pregleda, vrijednosti hsCRP i FI
kontrolne i ispitivane skupine znacajno su se razlikovale (redom, p = 0,0344 i p = 0,0130).
Medijani vrijednosti bili su znacajno visi u ispitivanoj skupini, ali su se vrijednosti i dalje
nalazile unutar referentnog intervala. Vrijednosti SE bile su usporedive u obje skupine (p =
0,0785). Prilikom drugog pregleda nije bilo razlike u vrijednostima hsCRP-a dok su vrijednosti
FI ovaj put bile vise u kontrolnoj skupini (p = 0,044).
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Tablica 4. Razlike u pojavnosti LSIL-a, broja HPV pozitivnih ispitanica i parametara upale

izmedu kontrolne i ispitivane skupine na inicijalnom pregledu i nakon 3 mjeseca intervencije.

Kontrolna Ispitivana Kontrolna Ispitivana
skupina skupina skupina skupina

Prvi dolazak Dolazak nakon 3 mjeseca
ILSIL 48 41 1.00 44 2 <0.001
broj
pacijentica
HPV 18 (37.5%) |« 19 (46.3%) | 0.5178 | 18 (37.5%) 19 (46.3%) 0.518
broj
pacijentica
2hsCRP 0.86 1.77 0.034 1.11 0.89 0.241
(mg/L) (0.47-1.32) | (0.82-2.44) (0.61-1.98) (0.39-1.68)
F1 3.30 3.9 0.013 3.7 33 0.044
(g/L) (2.4-3.9) (3.1-4.4) (2.7-4.5) (2.6-3.8)
’SE 16 20 0.079 20 16 0.005
(mm/h) (12-23) (15-26) (16-26) (12-22)

Rezultati su izrazeni kao medijani (interkvartilni raspon). 'Testirano Fisherovim egzaktnim testom;
usporedba vrijednosti kod prvog dolaska i dolaska nakon 3 mjeseca u kontrolnoj i ispitivanoj skupini.
?Testirano Mann-Whitneyevim testom; poredenje vrijednosti kod prvog dolaska i dolaska nakon 3 mjeseca
u kontrolnoj i ispitivanoj skupini. LSIL-skvamozna intrepitelna lezija niskog stupnja; HPV-humani
papiloma virus; hsCRP-visko osjetljivi C-reaktivni protein, FI-fibrinogen; SE-sedimentacija.

Tablica 5. Promjena pojavnosti LSIL-a, broja HPV pozitivnih ispitanica i parametara upale

izmedu inicijalnog pregleda i pregleda nakon 3 mjeseca intervencije u kontrolnoj i ispitivanoj

skupini.

Ispitivana skupina

Kontrolna skupina

Inicijalni | reoed Inicijaloi | - cooren
nakon 3 P nakon 3 P
pregled . pregled -
mjeseca mjeseca
1
(LSIL 48 44 0.1171 41 2 <0.001
broj ispitanica
1
LI 18 8 1.000 19 19 1.000
broj ispitanica
0.86 1.77
2hsCRP 111 0.89
(0.47- <0.001 | (0.82- <0.001
(mg/L) Lag) | (0.61-198) vapy | (039-168)
2R 3.30 3.7 3.9 33
(g/L) 2439) | @745 | 00U 1 s3144 | @e3s | <000
SE 16 20 20 16
(mm/h) 12:23) | 6200 | 00U 1 4506 | 1222y | <0001

Rezultati su izraZeni kao medijani (interkvartilni raspon). ! Testirano Fisherovim egzaktnim testom; usporedba
kontrolne i ispitivane skupine ispitanica prilikom prvog dolaska/ponovljenog dolaska. 2Testirano Mann-
Whitneyevim testom; usporedba kontrolne i ispitivane skupine ispitanica prilikom prvog dolaska/ponovljenog
dolaska. LSIL-skvamozna intrepitelna lezija niskog stupnja; HPV-humani papiloma virus; hsCRP-visko-
osjetljivi C-reaktivni protein, FI-fibrinogen; SE-sedimentacija.
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Tablica 5. prikazuje statisticku znacajnost opazenih promjena promatranih parametara tijekom
tromjesecne suplementacije placebom (kontrolna skupina) odnosno ALA-om (ispitivana
skupina). Primarni ishod studije bio je regresija LSIL-a koja je u ispitivanoj skupini bila vrlo
izrazena - u skupini koja je tretirana s ALA-om potpuna regresija LSIL-a utvrdena je ¢ak kod
95,12 % ispitanica (p < 0,0001). Broj LSIL pozitivnih ispitanica u kontrolnoj skupini smanjio
se s 48 na 44 $to pokazuje oporavak 8,33 % ispitanica te se takva promjena pokazala statisticki

beznacajnom (p = 0,1171). Niti u jednoj skupini nije doslo do progresije u HSIL.

Kao sto je ranije napomenuto, udio ispitanica s pozitivnom HPV infekcijom nije se mijenjao
tijekom perioda intervencije niti u kontrolnoj niti u ispitivanoj skupini. U kontrolnoj skupini je
u razdoblju izmedu dva pregleda doslo do blagog, ali statisticki znaCajnog porasta svih
promatranih parametara upale (p < 0,001). Naprotiv, u skupini tretiranoj s ALA svi praceni

parametri upale su se blago smanjili (promjene su bile statisticki znacajne; (p < 0,0001)).

Na temelju prikazanih rezultata moguce je zakljuciti da je suplementacija s 600 mg ALA-om
kroz 3 mjeseca potaknula regresiju LSIL-a te dovela do blagog, ali statisticki znacajnog

smanjenja parametara upale, a bez uc¢inka na infekciju HPV-om.

4.4. Utjecaj suplementacije ALA-om na parametre oksidativnog stresa i
lipemiju

U okviru istrazivanja utjecaja suplementacije ALA-om na parametre oksidativnog stresa
odabrani su oni biomarkeri koji su se u prethodno provedenim istrazivanjima pokazali
primjenjivima za pracenje ucinkovitosti unosa antioksidanasa prehranom [181-183]. Stoga je
provedeno istrazivanje bilo usmjereno na istrazivanje ukupnog antioksitativnog kapaciteta
seruma (TEAC, ORAC, FRAP i FC redukcijski potencijal), aktivnost antioksidativnih enzima
(SOD), status endogenih antioksidanasa (GSH) i biljege lipidne peroksidacije (MDA)
pacijentica s LSIL-om nakon tromjesecne suplementacije ALA-om. Za odredivanje ukupnog
antioksidativnog kapaciteta seruma kombinirane su Cetiri razli¢ite kemijske metode u kojim se
antioksidativni potencijal uzorka odreduje na temelju kinetike ili postizanja stanja ravnoteze
oksido-reduktivne  reakcije, uglavnom  koriStenjem spektrofotometrijskih ~ ili
spektrofluorometrijskih metoda. Vrlo ¢esto se primjenjuju zbog svoje niske cijene, tocnosti,
jednostavnosti i reproducibilnosti, medutim zbog postojanja odredenih metodoloskih

ograni¢enja preporucuje se njihova kombinirana primjena radi to¢nije interpretacije dobivenih
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rezultata [184]. Za procjenu lipidnog statusa odabrani su uobicajeni biomarkeri koji se koriste

u klini¢koj praksi (LDL, HDL, TGC).

U Tablici 6. prikazane su razlike promatranih parametara antioksidativnog statusa i lipemije u
kontrolnoj i ispitivanoj skupini ispitanica prilikom inicijalnog pregleda i nakon tri mjeseca
suplementacije. Pri inicijalnom mjerenju nisu utvrdene znacajne razlike izmedu medijana
koncentracija MDA (p = 0,1938), FRAP (p = 0,5371), SOD (p = 0,3650), ORAC (p = 0,2203)
1 GSH (p = 0,3093) niti u kontrolnoj niti u ispitivanoj skupini.

Tablica 6. Razlike u vrijednostima parametara oksidativnog stresa i lipemije izmedu kontrolne
1 ispitivane skupine ispitanica na inicijalnom pregledu i nakon 3 mjeseca intervencije.

KS IS pP* KS IS | il
inicijalni pregled pregled nakon 3 mjeseca
MDA 0.566 0.604 0.151 0.546 0.617 0.472
(umolL1) (0.373-0.819)  (0.444-1.011) (0.346-1.072) (0.462-1.13)
FRAP 395.5 398.3 0.381 403.9 392.7 0.768
(umolL' TE)  (336.2-445.1)  (360.9-449.1) (345.0-462.8) (374.6-428.8)
SOD 58.35 59.21 0.180 59.45 59.43 0.348
(inhibicija (%)) (51.64-64.16)  (54.23-66.31) (52.15-63.89) (53.15-64.12)
ORAC 5471 4741 0.488 4759 5222 0.184
(mgL!' TE) (4583-6295) (3600-6447) (3978-6310) (4145-6119)
TEAC 296.7 322.7 0.048 299.7 321.9 0.003
(mgL! TE) (272.1-328.5)  (282.5-352.8) (273.4-326.0) (298.3-351.0)
FC 1316 1028 0.005 1310 1157 0.047
(mg L''GAE)  (1181-1426)  (697.3-1289) (1164-1454) (710.3-1291)
GSH 48.33 47.19 0.389 48.46 45.72 0.050
(umolL™") (44.54-54.60)  (44.21-51.63) (45.37-54.29) (42.04-50.57)
CHO 5.295 5.190 0.502 5.240 5.690 0.057
(mmolL") (4.658-6.110)  (4.680-6.220) (4.753-6.083) (5.225-6.650)
LDL 3.160 2.890 0.712 3.115 3.460 0.033
(mmolL™") (2.473-3.700)  (2.600-3.895) (2.543-3.668) (2.840-4.080)
HDL 1.400 1.420 0.941 1.435 1.450 0.118
(mmolL") (1.270-1.633)  (1.185-1.740) (1.200-1.620) (1.235-1.890)
TGC 1.120 1.260 0.320 1.040 1.180 0.402
(mmolL™") (0.850-1.785)  (0.795-1.945) (0.843-1.750) (0.820-2.050)

Rezultati su izraZeni kao medijani (interkvartilni raspon). Testirano Wilcoxonovim parametrijskim rang testom.
*Usporedba kontrolne i ispitivane skupine ispitanica pri inicijalnom pregledu. ** Usporedba kontrolne (KS) i
ispitivane skupine (IS) ispitanica nakon 3 mjeseca pracenja. MDA-udio malondialdehida; FRAP-mo¢ redukcije
zeljeza; SOD-aktivnost superoksid dismutaze; ORAC-kapacitet vezanja kisikovih radikala; TEAC-Trolox
ekvivalentni antioksidativni u¢inak; FC-Folin-Ciocalteu redukcijski potencijal; GSH-reducirani glutation; CHO-
ukupni kolesterol; LDL-lipoproteini niske gustoc¢e; HDL-lipoproteini visoke gustoce; TGC-trigliceridi; KS-
kontrolna skupina; IS-ispitivana skupina.
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Vrijednosti TEAC su bile znacajno vise (p = 0,027) a FC redukcijska moc¢ je bila znacajno niza
u ispitivanoj skupini (p = 0,005). Nakon tri mjeseca suplementacije ALA-om situacija je ostala
nepromijenjena osim vrijednosti GSH za koje je utvrdeno da su u ispitivanoj skupini bile
zna&ajno niZe nego u kontrolnoj (p = 0,017). Sto se ti¢e parametara lipemije, pri inicijalnom
pregledu nisu utvrdene znacajne razlike u vrijednostima lipidnih parametara izmedu kontrolne
1 ispitivane skupine. Ipak, nakon tromjesecne intervencije, u skupini ispitanica suplementiranih
ALA-om utvrdene su znacajno vise vrijednosti LDL-a u usporedbi s kontrolnom skupinom (p

= 0,033), dok izmedu ostalih parametara lipemije nisu utvrdene znacajne razlike.
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Tablica 7. Promjene parametara lipemije i markera antioksidativnog statusa nakon 3 mjeseca
intervencije u kontrolnoj i ispitivanoj skupini.

KS p* IS pix
inicijalni pregled nakon 3 8 8 s 0 g pregled nakon 3
pregled mjeseca inicijalni pregled mjeseca
MDA 0.566 0.546 0.420 0.604 0.617 0327
(umolL) | (0.373-0.819) | (0.346-1.072) | (0.444-1.011) | (0.462-1.13) | *
FRAP 395.5 403.9 0207 398.3 392.7 097
(umolL" TE) | (336.2-445.1) = (345.0-462.8) (360.9-449.1) | (374.6-428.8)
SOD
. SOD 58.35 59.45 59.21 59.43
(‘“?0‘/'3;;‘13 (51.64-64.16) | (52.15-63.89) | 0875 | (5423%6631) | (53.15-64.12) | 0291
ORAC 5471 4759 0264 4741 5222 026
(mgL'TE) | (4583-6295) (3978-6310) : (3600-6447) @14556119) | O
TEAC 296.7 299.7 0593 322.7 321.9 0581
gL' TE) | (272.1-328.5)  (273.4-326.0) | O (282.5-352.8) | (2983-351.0) |
FC 1316 1310 0.996 1028 1157 0.888
(mg L'GAE) | (1181-1426) (1164-1454) : (697.3-1289) | (7103-1291) &
GSH 48.33 48.46 0703 47.19 45.72 041l
(umolL") | (44.54-54.60) | (45.37-5429) | O 4421-51.63) | (42.04-50.57) | O
CHO 5.295 5.240 0.941 5.190 5.690 0.001
(mmolL") | (4.658-6.110) = (4.753-6.083) (4.680-6.220) | (5.225-6.650) -
LDL 3.160 3.115 0277 2.890 3.460 0.006
(mmolL) | (2.473-3.700) | (2.543-3.668) | (2.600-3.895) | (2.840-4.080) |
HDL 1.400 1.435 0.020 1.420 1.450 0.002
(mmolL") | (1.270-1.633) = (1.200-1.620) (1.185-1.740) | (1.235-1.890)
TGC 1.120 1.040 0301 1.260 1.180 0447
(mmolL) | (0.850-1.785) | (0.843-1.750) | - (0.795-1.945) | (0.820-2.050) |

Rezultati su izraZzeni kao medijani (interkvartilni raspon). Testirani Wilcoxonovim parametrijskim rang
testom. *Usporedba kontrolne skupine pri prvom dolasku i nakon 3 mjeseca suplementacije.
**Usporedba ispitivane skupine pri prvom dolasku i nakon 3 mjeseca suplementacije. MDA-udio
malondialehida; FRAP-mo¢ redukcije zeljeza; SOD-aktivnost superoksid dismutaze; ORAC-kapacitet
vezanja kisikovih radikala; TEAC-Trolox ekvivalentni antioksidativni ucinak; FC-Folin-Ciocalteu
redukcijski potencijal; GSH-reducirani glutation; CHO-ukupni kolesterol; LDL-lipoproteini niske
gustoce; HDL-lipoproteini visoke gustoce; TGC-trigliceridi; KS-kontrolna skupina; IS-ispitivana
skupina.
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U Tablici 7. prikazane su promjene parametara lipemije i markera antioksidativnog statusa
nakon 3 mjeseca intervencije u kontrolnoj i ispitivanoj skupini. Iz prikazanih rezultata vidljivo
je da u kontrolnoj skupini nije doSlo do znaCajnih promjena vrijednosti biomarkera
antioksidativnog statusa niti lipemije. U skupini pacijentica suplemetiranih ALA-om doslo je
do porasta antioksidativnog kapaciteta seruma (ORAC i FC) te blagog smanjenja vrijednosti
GSH medutim niti jedna od navedenih promjena nije bila statisticki znacajna. U¢inak ALA-e
na parametre lipemije bio je puno izrazeniji. Suplementacija ALA-om rezultirala je znac¢ajnim

porastom vrijednosti CHO (p = 0,001), LDL (p = 0,006) i HDL (p = 0,002).

Zakljuéno, na temelju rezultata prikazanih u Tablicama 6. i 7. moguce je zakljuciti da
suplementacija sa 600 mg ALA-om kroz 3 mjeseca ne utjeCe znacajno na parametre
antioksidativnog statusa, medutim dovodi do blagog, ali statistiCki znacajnog porasta

vrijednosti LDL-a, HDL-a i ukupnog kolesterola.

4.5. Utjecaj obrazaca prehrane na ucinkovitost ALA-e u djelovanju na
parametre antioksidativnog statusa

Prehrambene navike i nutritivni status mogu znacajno utjecati na antioksidativni status [185-
187] ali i modulirati uCinke dodataka prehrani s antioksidativnim/imunomodulatornim
dodatcima prehrani. Dva osnovna mehanizma koja sudjeluju u navedenim procesima su
djelovanje na osnovni antioksidativni status domacina [188] te stupanje bioaktivnih sastavnica
hrane u interakcije s aktivnim komponentama dodataka prehrani pri cemu su mogucéi utjecaji
na bioraspolozivost dodatnih antioksidanasa ili pojava sinergistickih/antagonistickih uc¢inaka

[189].

Zdrava prehrana u smislu pridrzavanja mediteranske prehrane bogate vo¢em, mahunarkama,
povréem, maslinovim uljem, biljem, zacinima ima izrazena protuupalna i antioksidativna
svojstva §to znacajno doprinosi poboljSanju razlicitih aspekata zdravlja te smanjenju rizika od
bolesti koje u svojoj podlozi imaju upalu i oksidativni stres [189-192]. Kao S$to je prethodno
navedeno, do danas je definiran veéi broj prehrambenih indeksa koji reflektiraju stupanj
pridrzavanja mediteranske prehrane medu kojima se kao izvrstan pokazatelj stupnja

pridrzavanja mediteranske prehrane osobito istice Med -DQI.
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Iako je ALA poznata kao potentan antioksidans, rezultati u provedenoj studiji nisu pokazali
znacajan ucCinak tromjesecne suplementacije niti na jedan od promatranih parametara
oksidativnog stresa. Jedan od uzroka takvih ishoda mogle bi biti prehrambene navike ispitanica
uklju¢enih u studiju i to primarno oni aspekti prehrane koji se odnose na unos
prooksidansa/antioksidansa. Kako bismo potvrdili hipotezu da je u¢inkovitost djelovanja ALA-
e na parametre upale/oksidativnog stresa dijelom uvjetovana prehrambenim navikama
ispitanica, provedena je analiza podskupina kako bi se usporedio utjecaj ALA-e na promatrane
parametre i parametre oksidativnog stresa u podskupinama ispitanica s visokim (Med-DQI >11)
i niskim (Med-DQI<7) Med-DQI (Sto ukazuje na nizak i visok stupanj pridrzavanja
mediteranskih obrazaca prehrane). Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 8. i na Slikama 8 i

9.

Tablica 8. P vrijednosti dobivene usporedbom vrijednosti parametara oksidativnog stresa
izmedu kontrolne i ispitivane skupine ispitanica u podskupinama s Med-DQI<7 i Med-DQI>11.

Med-DQI <7 (n=20) Med-DQI >11 (n=19)
(loSe pridrzavanje MD) (dobro pridrzavanje MD)
p (KS vs. IS)
prije supl. nakon supl. prije supl. nakon supl.
MDA 0.809 0.984 0.661 0.604
FRAP 0.999 0.882 0.400 0.661
SOD 0.175 0.031* 0.549 0.095
ORAC 0,710 0.331 0.604 0.968
TEAC 0.370 0.300 0.243 0.035*
FC 0.370 0.095 0.004* 0.004*
GSH 0.286 0.261 0.113 0.156

Rezultati su izrazeni kao p vrijednosti nakon provedenog Wilcoxon-ovog testa. Vrijednosti oznacene zvjezdicom
oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p>0.05). MDA-udio malondialehida; FRAP-mo¢ redukcije zeljeza;
SOD-aktivnost superoksid dismutaze; ORAC-kapacitet vezanja kisikovih radikala; TEAC-Trolox ekvivalentni
antioksidativni ucinak; FC-Folin-Ciocalteu redukcijski potencijal; GSH-reducirani glutation; KS-kontrolna
skupina; IS-ispitivana skupina.
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Med-DQI < 7 (n=20) Med-DQI > 11 (n=19)
100 prije suplementacije nakon suplementacije 1004
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Slika 8. Utjecaj suplementacije ALA-om na aktivnost SOD u podskupini ispitanica s niskim
(a) 1 visokim (b) stupnjem pridrzavanja obrazaca mediteranske prehrane. Testirano Mann-
Whitneyevim testom

SOD- superoksid dismutaza; KS-kontrolna skupina; IS-ispitivana skupina; Med-DQI-indeks koji ukazuje na
stupanj pridrzavanja obrazaca mediteranske prehrane.

500 500
Med-DQI < 7 (n=20) Med-DQI >11 (n=19)
prije suplementacije nakon suplementacije prije suplementacije nakon suplementacije
@ 400 @ 400
= =
k> 3
o 300 o 300
3 g
E E
200 L [ 200 p=0.243 I
p=0372 p=0.230 p=0.035*
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KS 18 KS 1S KS 1S KS 1S

Slika 9. Utjecaj suplementacije ALA-om na TEAC antioksidativni kapacitet seruma u
podskupini ispitanica s niskim (a) i visokim (b) stupnjem pridrzavanja obrazaca mediteranske
prehrane

TEAC- engl. Trolox® equivalent antioxidant capacity; KS-kontrolna skupina; IS-ispitiivana skupina; TE-
ekvivalenti Trolox-a®; Med-DQI-indeks koji ukazuje na stupanj pridrzavanja obrazaca mediteranske prehrane.

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da stupanj uskladenosti obrazaca prehrane ispitanica s
obrascima mediteranske prehrane (Sto se primarno odnosi na znacajnost unosa antioksidanasa
prehranom) uglavnom nije utjecao na u¢inke ALA-e na parametre oksidativnog statusa. Ipak,
kako je prikazano u Tablici 8., statisticki znacajne razlike utvrdene su kod dva promatrana
parametra — aktivnosti SOD i ukupnog antioksidativnog potencijala seruma odredenog TEAC

testom gdje je znacajan ucinak utvrden iskljucivo u podskupini ispitanica s niskim (aktivnost
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SOD), odnosno visokim Med-DQI (TEAC vrijednost seruma). Analizom podskupine pokazano
je da prehrambene karakteristike ispitanica mogu znacajno utjecati na ucinke suplementacije
antioksidansima $to utjece i na biomarkere oksidativnog statusa. Kao $to je prikazano na Slici
9, u podskupini ispitanica koje su se vise pridrzavale mediteranskih prehrambenih obrazaca
(Med-DQI < 7), suplementacija alfa lipoi¢nom kiselinom je pokazala pozitivne ucinke na SOD
aktivnost (sprijecila je smanjenje SOD aktivnosti koje je uoceno u kontrolnoj skupini). To se
moze objasniti ¢injenicom da ALA povecava ekspresiju gena primarnih antioksidativnih
enzima kao $to je SOD, a §to se moZe pratiti kao povecanje aktivnosti [193]. Ovo nije uoceno
u podskupini ispitanica koje su se manje pridrzavale mediteranskih prehrambenih obrazaca
(Med-DQI > 11). Moguce objasnjenje dobivenih rezultata jeste da kod stanja povecanog
oksidativnog stresa, poveéana ekspresija SOD ne rezultira poveéanom aktivnoséu seruma, iz
razloga $to se pojacano koristi u stanicnim oksidativnim reakcijama. Suprotno tome, visok unos
drugih antioksidanasa prehranom, koji reduciraju formiranje ROS (ukljucujuéi superoksidni
anion), smanjuje depleciju SOD §to rezultira vidljivim i znacajnim ucinkom alfa lipoi¢ne
kiseline. Navedena opazanja govore u prilog hipotezi o ovisnosti antioksidativnog djelovanja
ALA-e o inicijalnom oksidativnom statusu/karakteristikama prehrane ispitanice. Znacajnost
navedenih opazanja ogranicena je malim brojem ispitanica u podskupinama te je dobivene

rezultate potrebno potvrditi istrazivanjima na veéem broju ispitanica.

4.6. Utjecaj lipidnog statusa na ucinkovitost ALA-e u djelovanju na lipidne
parametre

Kao sto je prethodno navedeno, nakon tromjese¢ne suplementacije ALA-om razine LDL-a u
ispitivanoj skupini bile su znacajno vise u usporedbi s rezultatima kod isptivane skupine
prilikom inicijalnog dolaska (p = 0,033), dok u kontrolnoj skupini nisu primjecene statisticki
znacajne razlike. Tablica 7. pokazuje da su tijekom tromjesecnog perioda suplementacije razine
ukupnog kolesterola i LDL-a u kontrolnoj skupini ostale nepromijenjene, dok je u ispitivanoj
skupini doslo do znacajnog porasta, redom s 5,19 na 5,69 (p = 0,001) (ukupni kolesterol) i s
2,89 na 3,46 (p = 0,006) (LDL).

Dobiveni rezultati nisu konzistentni s rezultatima drugih autora koji su pokazali da
suplementacija ALA-om ili smanjuje LDL ili ne pokazuje ili je pokazala znac¢ajan ucinak [194].

Vazno je naglasiti da su studije koje su se bavile istrazivanjem utjecaja ALA-e na lipemiju
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uglavnom bile usmjerene na pacijente s metabolickim bolestima i karakteristicnom slikom
dislipidemije (hiperkolesterolemije). Na temelju rezultata dobivenih u okviru ovog istrazivanja
iuvida u rezultate drugih dostupnih interventnih klinickih studija postavljena je hipoteza prema
kojoj u¢inak ALA-e na razine LDL-a ovisi o inicijalnom lipidnom statusu ispitanika. Stoga je
provedena usporedba ucinaka suplementacije ALA-om u podskupini ispitanica s
hiperkolesterolemijom (LDL > 3 mmolL-1) i skupini normolipemi¢nih ispitanica (LDL < 3,00

mmolL"). Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 9. i na Slici 10.

Tablica 9. Usporedba vrijednosti parametara LDL-a prije i nakon suplementacije ALA-om u

kontrolnoj i ispitivanoj skupini u podskupinama ispitanica (s obzirom na razine LDL-a).

KS IS
inicijalni pregled p reglefi Rl inicijalni pregled p regle.d Rl
mjeseca mjeseca
o Svi s 3.160 3.115 2.890 3.460
Ispitanicl o (2.473-3.700) (2.543-3.668) (2.600-3.895) (2.840-4.080)
LDL<3 g 2.390 2.465 2.625 2.890
mmolL"! § (2.138-2.675) (2.158-3.005) (2.340-2.1995) (2.425-2.553)
LDL> 3 5 3.605 3.610 3.950 3.890
mmolL"! (3.280-3.918) (3.103-3.788) (3.450-4.470) (3.440-4.360)

Rezultati su izraZeni kao medijani (interkvartilni raspon); LDL-lipoproteini niske gustoce; KS-kontrolna
skupina; [S-ispitivana skupina.
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Slika 10. Utjecaj suplementacije ALA-om na razine LDL kolesterola (a); u podskupini
ispitanica s normalnim razinama kolesterola (KS n=20; IS n=22) (b); te u skupini ispitanica s
hiperkolesterolemijom (KS n=28; IS n=19) (c)

KS-kontrolna skupina; IS-ispitivana skupina. Rezultati su usporedeni provedbom Wilcoxonovog testa. Vrijednosti
oznacene zvjezdicom oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05).
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1z prikazanih rezultata vidljivo je da je utjecaj suplementacije ALA-om na LDL u ispitanica s
hiperkolesterolemijom drugaciji nego u normolipemic¢nih ispitanica. U normolipemicnih
ispitanica (n = 22) suplementacija ALA-om rezultirala je blagim, ali statisticki znacajnim
porastom serumskih vrijednosti LDL-a (sa 2,625 na 2,890 mmol/L; p < 0,003) dok je u
ispitanica s hiperkolesterolemijom (n = 19) doslo do vrlo malog, ali statisticki znacajnog
smanjenja vrijednosti LDL-a (sa 3,95 na 3,89 mmol/L). Navedena opazanja govore u prilog
hipotezi o ovisnosti djelovanja ALA-e o inicijalnom lipidnom statusu ispitanica. Znacajnost
navedenih opazanja ogranicena je malim brojem ispitanica u podskupinama te je dobivene

rezultate potrebno potvrditi istrazivanjima na vec¢em broju ispitanica.
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5.1 Povezanost Zivotnih navika ispitanica i stopa spontane regresije LSIL-a

Stope spontane regresije LSIL-a utvrdene u kontrolnoj skupini ispitanica bile su vrlo niske —
kao $to je prikazano u Tablici 5. Od ukupno 48 ispitanica koje su bile dio kontrolne skupine,
spontana regresija primije¢ena je kod samo 4 ispitanice §to iznosi malih 8,33 %. Broj studija
koje su se bavile proucavanjem stopa regresije LSIL-a je malen, ali na temelju dostupnih
podataka moze se zakljuciti da vrlo niske stope spontane regresije utvrdene u ovom ispitivanju
nisu u skladu s dostupnim literaturnim podatcima. Dostupni literaturni podatci ukazuju na puno
vise stope spontanog povlacenja LSIL-a te navode da se one uglavnom krecu od 40 do 70 % za

period pracenja od jedne do pet godina [18].

Vremenski period unutar kojeg dolazi do spontane regresije LSIL-a izuzetno je bitan. Velika
kohort studija koja je obuhvatila 17000 ispitanica pokazala je da se LSIL spontano povlaciu 44
% ispitanica unutar 2 godine od dijagnoze dok za period pracenja od 5 godina stope regresije
rastu na 74 % [195]. Sli¢no recentnije istraZivanje [196] potvrdilo je visoke stope spontanog
povlacenja LSIL-a unutar 12 mjeseci pracenja (potpuna regresija LSIL-a utvrdena u 52 %

ispitanica).

Cimbenici koji utjetu na regresiju/progresiju prekanceroznih lezija vrata maternice nisu dobro
istrazeni [197-199]. Dostupni literaturni podatci pokazuju da duze trajanje lezije povecava
vjerojatnost njezinog perzistiranja i sljede¢ih 6 mjeseci, §to ukazuje na moguci benefit terapije
kojom bi se ubrzala regresija LSIL-a [197]. Takoder, vrijeme potrebno za progresiju LSIL-a u
HSIL ili karcinom znaéajno je kra¢e kod prisutnosti onkogenih tipova HPV-a, dok je vrijeme
potrebno za regresiju LSIL-a kod infekcija onkogenim tipovima virusa duze te iznosi u prosjeku
26 mjeseci (za razliku od lezija uzrokovanih neonkogenim tipovima virusa gdje je vrijeme

potrebno za spontanu regresiju oko 10 mjeseci) [198].

Recentnija studija koja je obuhvatila kohortu od 200 Zena i pratila spontane promjene LSIL-a
u periodu od 9 godina utvrdila je da su tip virusa i dob kljucni ¢imbenici koji utjeCu na

stope/brzine regresije prekanceroznih lezija [200].

Na temelju svega navedenog moze se zakljuciti da su niske stope spontane regresije LSIL-a, u
istrazivanju provedenom u ovom doktorskom radu, zamije¢ene u kontrolnoj skupini ispitanica
posljedica kratkog perioda pracenja od 3 mjeseca Sto, prema dostupnim istrazivanjima, nije
dovoljan period za spontanu regresiju cak niti kod ispitanica mlade Zivotne dobi gdje je LSIL

uzrokovan infekcijom neonkogenim tipom HPV-a. Osim toga, vazno je dodatno naglasiti da je
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prosjecna dob ispitanica ukljucenih u studiju bila relativno visoka (medijan dobi je bio 41
godina) §to je jedan od ¢imbenika koji doprinose nizim stopama regresije odnosno duzem

vremenskom periodu potrebnom za regresiju.

Cimbenici Zivotnog stila koji bi mogli utjecati na spontanu regresiju LSIL-a (ili prevenciju
progresije u HSIL ili karcinom) manje su istrazeni. Istrazivanje Matsumota i suradnika (2010)
usmjereno je na utjecaj puSenja na perzistentnost prekanceroznih lezija niskog stupnja i
obuhvatilo je 515 Zena s dijagnozom LSIL-a [201]. Vjerojatnost regresije LSIL-a unutar 2
godine analizirana je u odnosu na naviku pusenja, pri cemu je regresija definirana kao dobivena
najmanje dva uzastopna negativna PAPA testa i normalan nalaz kolposkopije. Dob Zena, pocetni
rezultati biopsije i genotipovi HPV-a ukljuceni su u multivarijantne modele za prilagodbe.
Rezultati studije pokazali su da rizik od perzistencije LSIL-a korelira s intenzitetom i trajanjem
pusenja te pocetkom pusenja u mladoj Zivotnoj dobi. Kod pusaca je utvrden veci rizik od trajne
infekcije HPV-om u usporedbi s pasivnim pusacima koji nikad nisu pusili. Kod mladih Zena,
pasivno pusenje od djetinjstva znacajno je smanjilo vjerojatnost regresije unutar 2 godine.
Zakljucno, puSenje moze negativno utjecati na regresiju prekanceroznih lezija dok izlozenost
pasivnom pusenju u djetinjstvu moze povecati rizik od trajnih cervikalnih abnormalnosti kod
mladih Zena. Nedavna meta-analiza je potvrdila da je izloZenost pasivhom puSenju povezana s
povecanim rizikom od pojave karcinoma vrata maternice [202, 203]. Pretpostavljeni
mehanizam povezanosti puSenja i cervikalne karcinogeneze je odgadanje pravovremene
imunosne reakcije i smanjenje broja Langerhansovih stanica u genitalnom epitelu Sto za
posljedicu ima smanjenje ucinkovitosti lokalnog imuniteta u djelovanju na HPV infekciju [204,

205].

S obzirom na ogranic¢en broj ispitanica u nasoj studiji, ¢injenicu da je samo 25 % ispitanica
konzumiralo cigarete te vrlo niske stope spontane regresije LSIL-a, nije bilo moguée analizirati
utjecaj puSenja na perzistentnost lezija u kontrolnoj skupini ispitanica. Ipak, interesantan je
podatak da je jedna ispitanica u kontrolnoj skupini kod koje je utvrdena spontana regresija

LSIL-a bila pusac¢ dok su ostale 3 bile nepusaci.

Jedan od relevantnih ¢imbenika zivotnog stila koji moze imati znacajan ucinak na rizik od
pojave i progresije premalignih promjena epitela rodnice je i prehrana. Veéim brojem
observacijskih studija istrazena je povezanost pojedinih karakteristika obrazaca prehrane

(odnosno adekvatnog unosa pojedinih esencijalnih mikronutrijenata i drugih bioaktivnih
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spojeva iz hrane) s rizikom za pojavu perzistentne infekcije onkogenim tipovima HPV-a te

pojavu LISL/HSIL, odnosno raka vrata maternice [206-210].

Iako je na temelju navedenih studija vidljivo da uc¢inak obrazaca prehrane i mikronutritivnih
deficita na razvoj SIL-a nije jednoznacan niti potpuno jasan te ovisi o brojnim genetskim i
okolisnim kofaktorima, jasna je znacajna uloga nekih nutrijenata. Opcenito, nizi rizik razvoja
perzistentne HPV infekcije, razvoja i progresije SIL-a odnosno razvoja maligniteta povezuje se

S:

e viSim indeksima kvalitete prehrane i viSim stupnjem sli¢nosti obrazaca prehrane
mediteranskoj prehrani [206, 210], odnosno nizim stupnjem slicnosti obrascima
zapadnjacke prehrane. Pri tome se negativni uéinci zapadnjacke prehrane povezuju s
utjecajima na sastav mikrobiote rodnice [207] te visokim glikemijskim indeksom
prehrane [208];

e visokim unosom antioksidanasa, osobito u vidu konzumiranja znacajnih koli¢ina
raznovrsnog voca i povrca [206, 210];

e adekvatnim unosom/statusom vitamina B kompleksa-osobito vitamina B3, B6 1 B9 [83,
209, 211];

e adekvatnim unosom/statusom drugih esencijalnih mikronutrijenata (vitamina C,
vitamina A, vitamina D), odnosno optimizacijom mikronutritivnog statusa [209, 210];

e visokim unosom karotenoida odnosno konzumiranjem hrane koja je bogata
karotenoidima [212, 213].

lako neke studije pokazuju povecanu incidenciju pretilosti u Zena s dijagnozom SIL-a ili
karcinomom vrata maternice [214], stupanj pretilosti nije se za sada pokazao znacajnim
¢imbenikom koji doprinosi perzistenciji HPV-a, progresiji LSIL-a ili nastanku karcinoma [210,
214-216]. Usprkos tome, normalizacija indeksa tjelesne mase i metabolickog statusa u svakom
se slucaju preporucuje.

Navedene ¢injenice koje ukazuju na vaznost prehrambenih navika i nutritivnog statusa na tijek
HPV infekcije, pojavnost i progresiju prekanceroznih lezija i nastanak karcinoma uzete su u
obzir tijekom planiranja tijeka studije u okviru ovog doktorskog rada, te su razlog §to su tijekom
inicijalnog posjeta ginekologu prehrambene navike ispitanica istraZzene ispunjavanjem
validiranog semikvantitativnog upitnika o ucestalosti konzumiranja namirnica $to je omogucilo
stjecanje konkretnijeg uvida u obrasce prehrane ispitanica ukljucenih u studiju. Kako je
prethodno navedeno, prehranu ispitanica ukljucenih u studiju karakterizirala je relativno niska

kvaliteta prehrane Sto se vidi iz vrijednosti istrazivanih indeksa kvalitete: DQI-I pokazao je
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vrijednost 63,6 (33,5 do 78,0), dok je pomoc¢u Med-DQI dobivena vrijednost bila 9 (5 do 14)
(Slika 1), $to je vjerojatno doprinijelo niskim stopama spontane regresije LSIL-a, kao i ¢injenici
da nijedna ispitanica tijekom tromjesecnog pracenja nije imala eradikaciju HPV-a. Naime,
povezanost indeksa kvalitete prehrane i perzistentne infekcije HPV-om istrazena je u studiji
Naresh-a i suradnika (2021) te je pokazano da prehrana koju karakterizira visi indeks kvalitete
prehrane, a osobito u kontekstu visokog unosa voca, povréa, morske hrane i biljnih proteina,
povoljno djeluje na eradikaciju HPV-a [210]. Prehranu ispitanica karakterizirao je i visok unos
masti, zasi¢enih masti, mesa 1 animalnih proteina §to doprinosi proinflamatornim
karakteristikama prehrane koja se ubraja u ¢cimbenike rizika za pojavu ginekoloskih karcinoma

[217].

Kao §to je ranije spomenuto, mehanizmi koji najviSe povezuju karcinogenezu i obrasce
prehrane su oksidativni stres i upala. Znacajan unos bioloski aktivnih spojeva prehranom
(polifenoli, karotenoidi, antocijani i drugi) smanjuje markere upale, osobito CRP-a 1 IL-6 [218-
220] te smanjuje oksidativni stres [61, 221]. S druge strane, visoka zastupljenost
proinflamatornih ¢imbenika u prehrani imati ¢e drugaciji u¢inak.

Medu najvaznije proinflamatorne sastavnice prehrane ubrajaju se meso i mesne preradevine
unos mesa povezuje se s karcinogenezom te moze doprinijeti smanjenim stopama regresije
LSIL-a. Studija provedena medu 3690 medicinskih sestara, u kojoj je izmedu ostaloga pracen
unos preradenog i nepreradenog crvenog mesa i utjecaj na razinu CRP-a u krvi, pokazala je
kako je kod tih ispitanica povecan unos crvenog mesa bio izravno povezan s porastom razine
CRP-a u krvi. U istoj studiji ispitanice koje su ¢eS¢e konzumirale ribu, leguminoze i oraSaste
plodove imale su nizu razinu CRP-a [223]. Jedna od preporuka mediteranske prehrane jeste
konzumiranje ribe. Studija provedena u Italiji, kojom se nastojao dokazati utjecaj mediteranske
prehrane na metabolicki sindrom i predijabetes, pokazala je kako ¢eS¢e konzumiranje bijelog u
odnosu na crveno meso kod ispitanika, rezultira nizim vrijednostima CRP-a [224].
Konzumiranje ribe povezuje se s mnogo povoljnih ucinaka na zdravlje ljudi, izmedu ostaloga
dovodi do smanjenja upalnih biljega. Protuupalno djelovanje ribe, osobito riba sjevernih mora,
kao $to su losos i skuSa, zasniva se na sadrzaju polinezasic¢enih masnih kiselina kao §to su
omega-3 i omega-6 masne kiseline. Brojnim studijama potvrdeno je pozitivno djelovanje
konzumiranja ribe kroz sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina na smanjenje upalnih biljega

[221]. U provedenom istrazivanju, srednja vrijednost broja porcija mesa koje su ispitanice
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konzumirale dnevno a gdje su rezultati prikazani kao medijan, iznosila je 4,1 dok se raspon

kretao od 2,4 do 7,2.

Kako je prikazano na Slici 7, unos brojnih vitamina i minerala bio je manji od preporucenih
vrijednosti unosa $to je osobito izraZeno u slucaju vitamina D gdje je neadekvatan unos utvrden
kod 96,6 % ispitanica Sto je u skladu s podatcima koji pokazuju da je i status vitamina D u
populaciji Bosne i Hercegovine 1os te je u nedavnoj studiji utvrden nedostatak vitamina D kod
60,6 % ispitanika, a manjak kod 21,4 % ispitanika ukljucenih u studiju [225]. Navedeni podatak
vazan je u kontekstu ove studije jer se adekvatan status vitamina D povezuje sa zaStitnim
ucinkom protiv karcinoma vrata maternice, osobito u ranim fazama bolesti. Mehanizmi za koje
se smatra da primarno pridonose zastitnom u¢inku vitamina D su u¢inci na smanjenje stani¢ne
proliferacije, poticanje apoptoze, imunosnog odgovora te izravnog u¢inka vitamina D na HPV

S$to dovodi do povlacenja lezija [226].

Unos folata i drugih vitamina B kompleksa bio je neadekvatan kod cak 30-40 % ispitanica
ukljucenih u studiju. To bi moglo imati nepovoljan u¢inak na povlacenje LSIL-a s obzirom da
prema zakljuc¢cima nekih autora upravo vitamini B kompleksa (a osobito folat i vitamin B12)
imaju potencijal da sprijeCe integraciju virusnog genoma (Sto je osnovni preduvjet njegove
perzistentnosti) [211, 227, 228]. Ziegler i suradnici (2002) smatraju kako poviSene razine
homocisteina, koje u nekim studijama koreliraju s veCom incidencijom karcinoma vrata
maternice, primarno ukazuju na neadekvatni status folata $to je povezano s karcinogenezom
vrata maternice [229]. U studiji Piyathilake i suradnika (2014) pokazano je da su Zene s viSom
razinom folata u plazmi i visokoonkogenim HPV-om 16 ili one s viSom razinom vitamina B12
u plazmi i visokoonkogenim HPV-om 16 imale 75 % (p < 0,01) i 60 % (p = 0,02) manju
vjerojatnost dijagnoze HSIL-a [230], iako su rezultati do sada provedenih studija vrlo

varijabilni [231].

Unos vitamina A bio je neadekvatan kod ¢ak 40,4 % ispitanica. Uloga vitamina A u razvoju
prekanceroznih lezija vrata maternice nije u potpunosti razjasnjena, a studije o povezanosti
statusa/unosa vitamina A s progresijom LSIL-a su malobrojne. Meta analiza Zhang-a i
suradnika (2012) koja je obuhvatila 15 studija pokazala je da je unos vitamina A prehranom
odnsno status retinola obrnuto proprocionalan s rizikom od karcinoma vrata maternice [31].
Vitamin A (retinol) potreban je za replikaciju bazalnih mukoznih stanica i sintezu proteinskih
blokova te se stoga nedostatak vitamina A moze povezati s povecanim rizikom od razvoja

skvamozne metaplazije i HPV infekcije [232]. Yeo i suradnici (2000) pokazali su da je niska
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razina retinola u serumu povezana s povecanim rizikom od razvoja CIN I [30]. French i
suradnici (2000) takoder su pokazali da deficit retinola (retinol < 1,05 pmol/L) moze doprinijeti
razvoju SIL-a u pacijentica zarazenih HPV-om [233]. S obzirom na ¢injenicu da je deficit
vitamina A u populaciji Bosne i Hercegovine rijedak te se nizak unos vitamina A prehranom
kompenzira unosom karotenoida s provitamin A aktivno$¢u, upitno je doprinosi li nizak unos
vitamina A (koji je primije¢en kod vise od 40 % ispitanica ukljuc¢enih u studiju) niskim stopama

spontane regresije LSIL-a.

Jedan od vaznih ¢imbenika koji doprinose razvoju premalignih promjena vrata maternice je i
oksidativni stres s obzirom da predstavlja vazan aspekt patogeneze razli¢itih karcinoma [234].
U bolesnica s rakom vrata maternice utvrdene su povecane stope lipidne peroksidacije kao i
promjene u aktivnosti enzimskih i raspolozivosti neenzimskih sustava antioksidativne obrane
[235-237]. 1 kod pacijentica s premalignim lezijama vrata maternice dokazane su povecane
stope lipidne peroksidacije, $to govori u prilog ¢injenici da oksidativni stres ima vaznu ulogu u
ranoj fazi karcinogeneze [90, 238]. Mogudi zastitni ucinak karotenoida na cervikalnu
karcinogenezu objasnjava se izmedu ostalog i njihovom antioksidativnom aktivnos¢u. Medijan
ukupnog unosa karotenoida kod ispitanica ukljucenih u studiju izracunat je kao zbroj pet
glavnih karotenoida u prehrani (alfa-karotena, beta-karotena, luteina, likopena i beta
kriptoksantina) i iznosio je 11,4 mg/dne (Tablica 2.) $to je nize nego u vecini europskih zemalja
gdje je prosjecni unos oko 14 mg/dne. Visok unos karotenoida, a osobito luteina i zeaksantina
prehranom povezuje se s regresijom LSIL-a [213] te je vjerojatno i niZi unos karotenoida
prehranom jedan od c¢imbenika koji pridonosi niskim stopama spontane regresije LSIL-a i
perzistentnosti HPV infekcije. Navedeno potvrduje i opsezna pregledna studija Potishman i
Brinton-a (1996) koja zakljuCuje da postoji mogucnost povecanja rizika za pojavu raka vrata
maternice kod niskog unosa karotenoida i vitamina C [239]. Pronasli su manje dosljednu
povezanost s niskim unosom vitamina E i folata. U studiji provedenoj u ovom doktorskom radu
prenizak unos folata, vitamina E i vitamina C zabiljeZen je kod 23,6 %, 16,9 % 1 13,5 %
ispitanica (Slika 7). Vazan antioksidans u prehrani je i selen ¢iji je unos bio neadekvatan kod
cak 33,7 % ispitanica — nedavna meta-analiza pokazala je da je u pacijentica s nizim serumskim
razinama selena rizik za pojavu karcinoma vrata maternice znacajno veci te da se selen moze

smatrati zaStitnim ¢imbenikom u smislu pojavnosti karcinoma vrata maternice [240].

Vazno je napomenuti da usprkos brojnim indicijama rezultati istrazivanja o utjecaju obrazaca
prehrane i nutritivnog statusa na progresiju premalignih promjena vrata maternice nisu

konzistentni. Opcenito se moze zakljuciti kako ne postoje Cvrsti dokazi o tome da bilo koji
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nutrijent sam za sebe znacajno utjece na rizik od razvoja karcinoma, ali da prehrana s visokim
udjelom povréa i voca, karotenoida, vitamina C, vitamina E, nekih vitamina B-kompleksa i Se

najvjerojatnije ima zastitnu ulogu [240-242].

Imajuc¢i na umu znacaj karakteristika prehrane, statusa pojedinih nutrijenata odnosno njihovog
unosa prehranom na tijek HPV infekcije i razvoj premalignih promjena vrata maternice,
pretpostavljeno je da bi znacajne razlike u navedenim karakteristikama prehrane/nutritivnog
statusa mogle utjecati na uc¢inkovitost suplementacije ALA-om. Stoga su ispitivana i kontrolna
skupina usporedene s obzirom na navedene karakteristike prehrane (Tablica 3.) te nisu utvrdene

znacajne razlike kod niti jednog od promatranih parametara.

5.2 Utjecaj a-lipoi¢ne kiseline na regresiju LSIL-a

Rezultati provedenog istrazivanja pokazuju da suplementacija a-lipoi¢nom kiselinom u dozi od
600 mg/dne znacajno povecava stope regresije LSIL-a u ispitivanih pacijentica. Kako je
prikazano u Tablici 4., suplementacija je rezultirala povlacenjem simptoma LSIL-a u 39 od 41
ispitanice (95,1 % ispitanica) dok je u kontrolnoj skupini koja je uzimala placebo povlacenje
LSIL-a utvrdeno kod 4 od ukupno 48 ispitanica (8,3 %). Iako je s obzirom na dostupne
literaturne podatke vjerojatno da bi doslo do spontane regresije LSIL-a, vazno je naglasiti korist
lijecenja koje ubrzava regresiju LSIL-a, s obzirom da duZe trajanje lezije poveéava vjerojatnost

njezinog perzistiranja i sljedec¢ih 6 mjeseci, i razvoj karcinogeneze [197].

Kao §to je prethodno spomenuto, istrazivanja o mogucnosti utjecaja prehrane na LSIL su
manjkava i dobiveni rezultati su prili¢no kontradiktorni. Ovo je prvo istrazivanje o u¢inkovitosti
ALA-¢ u induciranju regresije LSIL-a. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem pokazuju da je
tromjesecna suplementacija s 600 mg ALA-om znatno smanjila omjer ispitanica s citoloskim
abnormalnostima niskog stupnja, u usporedbi s ispitanicama u kontrolnoj skupini koje su
uzimale placebo. Obzirom na dobivenu razinu znacajnosti (p < 0,001), prezentirani rezultati
indiciraju da bi kratkoro¢na suplementacija s ALA-om mogla imati klinicki znacajan ucinak

na citologiju vrata maternice.

U kontrolnoj skupini, spontana regresija LSIL-a zapazena je samo kod 8,3 % ispitanica, §to je
prili¢no nisko uzimajuéi u obzir predvidanje da ¢e se stope kretati od 40 % do 70 % tijekom

perioda od jedne do pet godina [243]. Pored toga, u dostupnim intervencijskim studijama koje
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su istrazivale moguénosti nutritivne suplementacije u induciranju regresije LSIL-a, stope
spontane regresije uoc¢ene u kontrolnoj skupini bile su vise (52,0-56,0 %) [87, 243-245]. Razlozi
uocenog neslaganja s rezultatima dobivenim u ovoj studiji mogli bi ukljuciti kratak period
pracenja (3 mjeseca naspram 6 mjeseci u intervencijskim studijama ili 1-5 godina u
opservacijskim studijama) i visoku srednju vrijednost starosne dobi ispitanica (37 1 41 godina).
Dob se smatra nezavisnim ¢imbenikom rizika za progresiju LSIL-a, gdje se sa svakih pet godina
starosti smanjuju izgledi regresije za 21 % neovisno o stupnju CIN-a i prisustvu HPV visoko-

rizi¢ne infekcije [246].

Prehrambene navike ispitanica koje su sudjelovale u ovoj studiji takoder su mogle doprinijeti
niskim stopama regresije LSIL-a u kontrolnoj skupini. Rezultati istrazivanja Huia i koautora
(2013) naglasili su benefite poveéanog konzumiranja cjelovitog voéa i povrca, orasastih
plodova i ribe u pogledu njihovog zastitnog djelovanja protiv perzistentne HPV infekcije i SIL-
a [247]. S druge strane, smanjeno konzumiranje cjelovitog povréa i voca bilo je povezano s
trostrukim poveéanjem rizika od CIN II i CIN III kod ispitanica s visoko rizicnom HPV
infekcijom. Stoga se ispitanicama s dijagnosticiranim SIL-om uvijek savjetuje da povecaju
prehrambeni unos zastitnih nutrijenata. Analiza FFQ-a u ovoj studiji pokazala je nizak unos i
voca i povrca, koji su poznati kao glavni zastitni ¢imbenici protiv progresije LSIL-a (2,781 3,49
porcija tjedno). Ovaj unos je ostao smanjen tijekom perioda suplementacije buduci da je

ispitanicama savjetovano da ne mijenjaju prehrambene navike tijekom perioda suplementacije.

Reakcija na suplementaciju u ispitivanoj skupini ispitanica je bila visoka. Regresija LSIL-a
zabiljezena je kod 95 % ispitanica, dok su stope HPV infekcije ostale nepromijenjene (19
ispitanica koje su bile HPV pozitivne prilikom prvog dolaska ostale su pozitivne unato¢
suplementaciji). Dobiveni rezultati su konzistentni s rezultatima prezentiranim u nekoliko
drugih klini¢kih studija koje su istrazivale u¢inkovitost nutrijenata u induciranju regresije LSIL-
a. Zarazliku od ove, te studije su ukljuéivale manji broj ispitanica i pratile su promjene tijekom
duzeg perioda suplementacije (6 mjeseci). Vahedpoor i suradnici (2018) pokazali su da je kod
pacijentica s LSIL-om suplementacija vitaminom D u trajanju od 6 mjeseci (jedna doza od
50,000 IU suplementa vitamina D svaka dva tjedna) rezultirala regresijom CIN I kod 84,6 %
ispitanica (n = 29) [245]. Sli¢no, suplementacija s 5 mg folne kiseline u trajanju od 6 mjeseci
rezultirala je s 83,3 % regresije CIN I (n =29) [244], kao 1 dugoro¢na suplementacija (6 mjeseci)
s 200 ng organskog selena u 88 % Zena u tretiranoj skupini (n = 28) [87].
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Mehanizmi potencijalne ucinkovitosti ALA-e u regresiji LSIL-a mogu se samo nagadati.
Obzirom da je ALA mocan antioksidans, objaSnjenje njenog zastitnog mehanizma moze biti u
sli¢nosti sa zastitnim mehanizmima ostalih prehrambenih antioksidanasa kod karcinoma vrata
maternice (inhibicija proliferacije stanica karcinoma, stabiliziranje proteina p53, preveniranje
ostecenja DNA i redukcija u imunosupresiji) [180]. Protuupalni uc¢inak ALA-e vjerojatno
doprinosi njenoj u¢inkovitosti, obzirom da je upala snazno povezana s karcinomom i moze
predisponirati tumoru. Stoga, stavljanje fokusa na upalu i molekule koje su ukljucene u upalni
proces, moglo bi predstavljati dobru strategiju za preveniranje karcinoma kao i za terapiju
[248]. Nedavna studija pokazala je da je visoka razina hsCRP-a znacajno povezana s nizom
stopom regresije SIL-a i sugerirala je da bi pracenje hsCRP-a moglo pomo¢i u pracenju LSIL-
a [249]. Poznata protuupalna uc¢inkovitost ALA-e takoder je podrzana rezultatima ove studije,
kao §to je i prikazano znacCajnim smanjenjem svih ispitivanih parametara upale (hsCRP, FI, SE)
u ispitivnoj skupini ispitanica (Sto je suprotno upalnim parametrima u kontrolnoj skupini).
Dobiveni rezultati su konzistentni s najnovijim literaturnim podatcima, iako su dostupni podatci
u pogledu ucinka suplementacije alfa lipoicnom kiselinom na upalne biljege kontroverzni.
Provedena meta analiza u skorije vrijeme pokazala je obec¢avajuci utjecaj ALA-e na smanjenje
upalnih biljega, kao §to su CRP, IL-6 i TNF-a kod pacijenata s metabolickim poremecajima
[250]. Terapijski rezimi koriSteni u studijama uklju¢enim u meta analizu bili su usporedivi s
dozama koristenim u ovom radu (300-600 mg ALA, 2 tjedna-12 mjeseci). Ovo je takoder moglo

doprinijeti njenoj uc¢inkovitosti u induciranju regresije LSIL-a.

Uoceni zastitni ucinci ALA-e pokazani u ovoj studiji takoder bi se mogli objasniti njenim
antiproliferativnim djelovanjem kojeg su ispitivali drugi autori: sposobnost induciranja
apoptoze putem aktiviranja piruvat dehidrogenaze u tumorskim stanicama, sposobnost
djelovanja na razlicite signalne puteve (aktivacija AMPK i naknadne donje regulacije signalnog
puta mTOR-S6 ili Grb2-posredovane donje regulacije EGFR), ili indiciranje produkcije ROS-

a u tumorskim stanicama [144-146, 251].

Iako je poznato da ALA ima antivirusne ucinke protiv nekih virusa [252], njena u¢inkovitost
vjerojatno nije uslijed antivirusnih svojstava. Naime, stope HPV-a su ostale nepromijenjene u
obje ispitivane skupine, $to je konzistentno s rezultatima proucavanja djelovanja drugih

antioksidanasa u prevenciji karcinoma vrata maternice koji su dobiveni od drugih autora [253].

Unato¢ ociglednim prednostima (randomizirana, dvostruko slijepa placebom kontrolirana

studija te veliki broj ispitanika, u usporedbi s drugim sli¢cnim intervencijskim studijama), ovo
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istrazivanje je imalo neka ogranicenja. Glavna ogranicenja su bila kratak period suplementacije
(3 mjeseca, Sto je bilo uslijed financijskih i organizacionih ogranicenja) te relativno visoka
srednja dob ispitanica ukljucenih u studiju. To je rezultiralo niskim stopama spontane regresije
u kontrolnoj skupini. Pored toga, uslijed financijskog ogranicenja bilo je nemoguce pratiti
koncentraciju ALA-e u serumu kod ispitanica, $to bi znacajno doprinijelo kvaliteti provedenog
istrazivanja, naro¢ito ako se uzme u obzir kratak poluzivot i bioraspolozivost ALA-e (oko 30 %)
$to je izazvano njenom hepatickom degradacijom i reduciranom topljivoscu kao i nestabilnoséu
u zeludcu [254]. Buduce studije trebale bi se usmjeriti na uporabu inovativnih formulacija
ALA-e koje bi mogle potaknuti terapeutsku ucinkovitost ALA-e protiv HPV infekcije, te na
istrazivanje sinergistiCkih ucinaka modifikacije prehrane i suplementacije alfa lipoicnom

kiselinom, kako kod regresije LSIL-a, tako i kod regresije HSIL-a.

5.3 Utjecaj suplementacije ALA-om na parametre antioksidativnog statusa

Utjecaj tromjeseCne suplementacije ALA-om (600 mg/dne) na parametre antioksidativnog
statusa (antioksidativni potencijal seruma, GSH, aktivnost SOD, MDA u serumu) prikazan je u
Tablicama 6.-8. i na Slikama 8-9. Tako je ALA prepoznata kao mocan antioksidans koji svoje
ucinke ostvaruje kroz niz izravnih i neizravnih mehanizama [102], rezultati ove studije su
pokazali da ALA nema znacajan ucinak niti na jedan od istrazivanih parametra oksidativnog

stresa.

Dostupni literaturni podatci o utjecaju ALA-e na antioksidativni status su oskudni i
nekonzistentni, te medusobno vrlo raznoliki u smislu razlicitih ciljanih skupina pacijenata
(indikacija), promatranih biomarkera te primijenjene doze i trajanja terapije. Stoga je vrlo tesko
izvlaciti zakljucke o potencijalu suplementacije ALA-om u prevenciji/ublazavanju
oksidativnog stresa. ALA je kao antioksidans najcesce istrazivana kod dijabetic¢ara [255, 256],
pacijenata s multiplom sklerozom [257] i nealkoholnom boles¢u jetre [258], kao i kod
pacijenata koji su na hemodijalizi [259, 260]. Dobiveni rezultati znatno su se razlikovali, ovisno
o biljezima oksidativnog stresa i znacaja uocenog ucinka (neke studije su pokazale znacajan

utjecaj suplementacije, dok ostale nisu).

Klini¢ki podatci dobiveni od drugih autora su pokazali da je suplement koji sadrzi 600 mg

ALA-e znatno reducirao razine MDA i povecao aktivnost razina SOD i GSH kod dijabeticara
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nakon tri mjeseca suplementacije [255]. Uocili su smanjenje upalnih biljega kod tretirane
skupine, §to je konzistentno s naSim rezultatima [261]. Khalil i suradnici (2014) otkrili su da na
aktivnost SOD-a, aktivnost glutation peroksidaze, i razine MDA nije utjecala suplementacija
1200 mg ALA-e u trajanju od tri mjeseca kod pacijenata s multiplom sklerozom, medutim
pozitivno je djelovala na TEAC vrijednosti §to je djelomicno u skladu s rezultatima ove studije
[257]. Kod pacijenata s nealkoholnom boles¢u jetre, tromjesecna suplementacija s 1200 mg
ALA-e znacajno je smanjila razine MDA i povecala ukupnu antioksidativnhu sposobnost
seruma, dok su drugi parametri antioksidativnog statusa ostali nepromijenjeni suplementacijom
ALA-om. Kod pacijenata s bubreznim bolestima koji su na hemodijalizi, suplementacija ALA-
om nije utjecala na parametre oksidativnog statusa [259, 260]. U pilot studiji Huang i Gitelman-
a (2008), ALA nije bila u¢inkovita u smanjenju oksidativnog oStecenja kod adolescenata s
dijabetesom tipa 1 [256]. Nedosljednosti u rezultatima dobivenih od razli¢itih autora mogu se
dijelom objasniti razlikama u osnovnim karakteristikama ispitanika (prisutnost odredene
patologije, metaboli¢ki status, starosna dob, spol), protokolima suplementacije (600 mg
naspram 1200 mg) i sastava suplemenata koji su se koristili u istrazivanju (na primjer Derosa i
suradnici (2016) su testirali viSekomponentu formulaciju, dok nijedna studija nije izvijestila o

omjerima izomera ALA-e u formulacijama koje su se koristile u istrazivanju) [255].

Vazno je naglasiti da, iako prehrana ima zna¢ajnu ulogu u moduliranju cjelokupne u¢inkovitosti
antioksidativnih suplemenata [192], nijedna od prethodno spomenutih studija nije istrazila
prehrambene karakteristike ispitanika te uzela u obzir dobivene podatke prilikom rasprave o
dobivenim rezultatima. Poznato je da karakteristike prehrane mogu imati znacajnu ulogu u
moduliranju sveukupne uc¢inkovitosti antioksidativnih suplemenata [262], djelujuci na osnovni
antioksidativni status domacina ili kroz odredene interakcije nutrijenata §to moze utjecati na
bioraspolozivost i metabolizam suplementarnih antioksidanasa ili rezultirati pojavom
sinergistickih/antagonistickih reakcija. Pretpostavka je bila da bi jedan od vaznih aspekata
prehrane koju treba povezati s reakcijom pacijenata na suplementaciju antioksidansima bio
upravo unos anitioksidanasa prehranom. Indeks kvalitete prehrane koji primarno uzima u obzir
upravo ovaj aspekt ishrane je Med-DQI. Stoga je u okviru ovog rada provedena analiza
podskupina ispitanica s obzirom na njihov nain prehrane, odnosno stupanj uskladenosti
prehrane s mediteranskim obrascima prehrane (Med-DQI). Dobiveni rezultati su pokazali da je
suplementacija ALA-om pozitivno utjecala na SOD aktivnost u podskupini ispitanica s visokim
stupnjem pridrzavanja mediteranskog tipa prehrane. Opazeni ucinak u skladu je s postojec¢im

saznanjima o potencijalu ALA-e da poveca ekspresiju gena primarnih antioksidativnih enzima
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kao $to je superoksid dismutaza (SOD), a §to se moze pratiti kroz povecanje aktivnosti [193].
U ovoj studiji ucinkovitost je bila vidljiva samo u ispitanica s adekvatnim unosom
antioksidanasa prehranom $to je moguce objasniti niskom razinom oksidativnog stresa kod tih
ispitanica. Naime u stanju poveéanog oksidativnog stresa povecana SOD ekspresija ne rezultira
povecanom aktivnoS¢u seruma iz razloga Sto se ekstenzivno koristi u stanicnim oksidativnim
reakcijama. Suprotno tomu, povecan prehrambeni unos drugih antioksidanasa koji reduciraju
formiranje ROS-a (ukljucujuci superoksidni anion) smanjuje depleciju SOD, tako da je u¢inak
ALA-e vidljiv i znaCajan. Znacajnost ovog rezultata ogranic¢ena je malim brojem ispitanika u

podskupini, ali svakako upucuje na potrebu daljnjih istraZivanja.

5.4 Utjecaj suplementacije ALA-om na parametre lipidnog statusa

Utjecaj tromjese¢ne suplementacije ALA-om (600 mg/dne) na parametre lipidnog stausa
(ukupni kolesterol, HDL, LDL, trigliceride) prikazan je u Tablicama 6.,7. 1 9. i na Slici 10.
Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da bi ALA mogla ostvariti klinicki znacajnu korist kod niza
indikacija, koje nisu primarno povezane s poremecajima lipidnog profila (kao Sto je LSIL), od
velike je vaznosti istraziti njeno djelovanje na lipidne parametre kod metabolic¢ki zdravih
pacijenata. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da suplementacija ALA-om (600 mg, 3
mjeseca) rezultira blagim, ali statisticki znacajnim povecanjem serumskih razina LDL-a, dok
ostali parametri (HDL, trigliceridi) ostaju nepromijenjeni. Blagi hiperlipemi¢ni ucinak
suplementacije ALA-om uglavnom je nekonzistentan s rezultatima drugih autora koji ili
ukazuju na izostanak ikakvog znacajnog ucinka ili pokazuju da bi suplementacija ALA-om
mogla dovesti do blagog smanjenja razina LDL-a [194]. Objasnjenje uocenih ucinaka vezano
je za mehanizme izravnog djelovanja ALA-e na smanjenje lipidnih parametara, Sto do sada nije
u potpunosti objasnjeno. Smatra se kako je mehanizam multifaktorijalan Sto znaci da je ALA
vjerojatno sposobna inicirati sintezu receptora za LDL u jetri, ¢ime se povecava ulazak
kolesterola natrag u jetreni sustav i povecava se sinteza apolipoproteina A [263]. Takoder se
razmatra i moguci utjecaj na aktivnost lipoproteinske lipaze i inhibiciju HMG-CoA reduktaze

[264, 265].

Uslijed heterogenosti populacija ukljucenih u studije i rezZima doziranja (400-1200 mg/dne)

tesko je procijeniti njenu stvarnu klini¢ku uc¢inkovitost kod hiperkolesterolemije. Meta analiza
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Haghighatdoost i Hariri-ja (2019) je pokazala da ALA moZze znafajno smanjiti ukupnu
koncentraciju CHO-a, LDL-a i TGC-a, ali su do sada dobiveni rezultati kontradiktorni te je
potrebno daljnje istrazivanje [194]. Recentnija meta analiza [266] otkrila je da hipolipemijski

ucinak ALA-e kod dijabetic¢ara nije bio klinicki znacajan.

Iako je dostupan veci broj istrazivanja utjecaja suplementacije ALA-om na parametre lipidnog
statusa vazno je naglasiti da su dostupna istrazivanja usmjerena uglavnom na pacijente s
metabolickim bolestima i posljedi¢nom hiperlipidemijom, dok u¢inak ALA-e na lipidni profil
normolipemi¢nih pacijenata uglavnom nije istrazen. Neuskladenost ovdje prikazanih rezultata
s dostupnim literaturnim podatcima mogla bi se objasniti ¢injenicom da u¢inak ALA-e na

lipidni status ovisi o inicijalnom lipidnom statusu pacijenta.

Kako bi se ispitala hipoteza, provedena je analiza podskupina gdje su posebno istrazeni ucinici
suplementacije ALA-om u ispitanica s hiperkolesterolemijom (LDL > 3 mmolL!) te
normolipemi¢nih ispitanica (LDL < 3,00 mmolL"'). Kod ispitanica s hiperlipemijom,
suplementacija ALA-om rezultirala je veoma malim, ali statisticki znacajnim smanjenjem
vrijednosti LDL-a (srednja vrijednost se smanjila s 3,95 na 3,89 mmolL"'; p = 0,0496).
Medutim, isto je zapaZeno i u kontrolnoj skupini (smanjenje s 3,76 na 3,54 mmolL-'; p = 0,022)
pa bi opazeni u¢inak mogao biti i posljedica promjene prehrambenih navika ispitanica nakon
ukljucenja u studiju (unato€ jasnoj instrukciji da se prehrambene navike i nacin Zivota ne bi
trebali mijenjati tijekom studije) [267]. U podskupini ispitanica s normalnim razinama LDL-a
znacajno povecanje razine LDL-a je primije¢eno u ispitivanoj, ali ne i u kontrolnoj skupini
(medijan vrijednosti LDL-a se povecao s 4,01 na 4,07 mmolL"'; p = 0,003) Sto govori u prilog
hipotezi da bi na uc¢inak suplementacije ALA-om na lipidni status mogao utjecati pocetni lipidni

status ispitanica.

lako je znacajnost ovih rezultata analize podskupina ograni¢ena malim brojem ispitanica u
skupinama, oni su u skladu sa zakljuécima nekoliko klinickih studija koje su ukljucivale
normolipemic¢ne pacijente ili pacijente s nizim stupnjem dislipidemije. Na primjer, Gosselin i
suradnici (2019) su pokazali da ALA nije u€inkovita u moduliranju serumskih lipida kod
pacijenata s predijabetesom [268], dok su lannuzzo i koautori (2022) pokazali kako ALA nije
imala ucinka na razine tjelesne mase i lipidnih parametara u krvi (uglavnom kod
normolipemi¢nih) shizofrenih pacijenata [269]. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
objasnili tocni mehanizmi ucinkovitosti ALA-e na sniZenje lipidnih parametara, te znacaj

pocetnog lipidnog statusa i rezima doziranja na klinicke uc¢inke suplementacije.
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6 ZAKLJUCCI



0

O

O

Demografske-, antropometrijske- i karakteristike zivotnog stila ispitanica kao i
inicijalne vrijednosti biomarkera obuhvacenih studijom nisu se razlikovale izmedu
kontrolne i ispitivane skupine Sto ukazuje na adekvatno proveden postupak

randomizacije ispitanica

Prehranu ispitanica kontrolne i ispitivane skupine karakterizirala je uskladenost s
obrascima zapadnjacke prehrane te slaba uskladenost s obrascima mediteranske
prehrane (mala raznolikost prehrane; visok unos jednostavnih ugljikohidrata, masti i
crvenog mesa; slab unos ribe i maslinovog ulja). Utvrdeno je da je unos odredenih
vitamina i minerala (vitamin D, vitamin B12, Fe, Se, Ca i K) kod vise od 40% ispitanica

ispod granica preporucenih vrijednosti.

Suplementacija ALA-om u dozi od 600 mg kroz 3 mjeseca znacajno je poboljsala stope
povlacenja LSIL-a. Znacajne razlike (p < 0,001) u stopama povlacenja LSIL-a izmedu
ispitivane (95,12 %) i kontrolne skupine (8,33 %) ukazuju na ucinkovitost ALA-e u

ovoj indikaciji

Suplementacija ALA-om u dozi od 600 mg kroz 3 mjeseca nije utjecala na prisutnost
HPV infekcije s obzirom da nisu uoc¢ene znacajne promjene HPV pozitivnih ispitanica

nakon suplementacije ALA-om (placebom) u odnosu na inicijalni pregled

U interventnoj skupini svi praceni parametri upale su se blago smanjili (promjene su
bile statisticki znacajne; (p < 0,0001) dok je u kontrolnoj skupini u razdoblju izmedu
dva pregleda doslo do blagog, ali statisticki znacajnog porasta svih promatranih

parametara upale (p < 0,001). Navedeno ukazuje na protuupalni u¢inak ALA-e

Suplementacija sa 600 mg ALA-om kroz 3 mjeseca ne utjece znacajno na promatrane
parametre antioksidativhog statusa. Utjecaj ALA-e na neke od promatranih
biomarkera antioksidativnog statusa (TEAC antioksidativna aktivnost seruma i
aktivnost SOD-a) ovisio je o stupnju uskladenosti obrazaca prehrane ispitanica sa
smjernicama mediteranske prehrane

Nakon tromjesecne suplementacije ALA-om razine LDL-a u ispitivanoj skupini bile
su znacajno vise u usporedbi s rezultatima prilikom inicijalnog dolaska (p = 0,033)
dok u kontrolnoj skupini nisu primijeéene statisticki znacajne razlike. Rezultati post-

hoc analize podskupina pokazli su da utjecaj ALA-e na lipemiju ovisi o inicijalnom
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lipidnom statusu ispitanica. U normolipemicnih ispitanica suplementacija ALA-om
rezultirala je blagim, ali statisticki zna¢ajnim porastom serumskih vrijednosti LDL-a
dok je u ispitanica s hiperkolesterolemijom doslo do vrlo malog, ali statisticki

znacajnog smanjenja vrijednosti LDL-a.
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PRILOZI

Sveuciliste u Zagrebu Povjerenstvo za eticnost
Farmaceutsko-biokemijski eksperimentalnog rada
fakultet

INFORMIRANI PRISTANAK ZA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU

Postovani,

pozivamo Vas da u svojstvu ispitanika sudjelujete u dvostruko-slijepom, placebo-
kontroliranom istrazivanju pod nazivom ,,U€inkovitost suplementacije o-lipoi¢nom
kiselinom kod premalignih promjena vrata maternice“ koje ¢e se provoditi u okviru
izrade doktorske disertacije Anje Divkovi¢, mag.pharm., pod vodstvom izv. prof. dr. sc.
Dubravke Vitali Cepo (Sveutiliste u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet,
emat:dvitali@pharma.hr) 1 doc. dr. sc. Zinaide Karasalthovi¢ (Univerzitetski klinicki centar
Tuzla. . email: zinaida karasalihovic@ukctuzla.ba). IstraZzivanje ¢e se provoditi u Klinici za
ginekologiju 1 akuserstvo Univerzitetskog klinickog centra u Tuzli. a njegova osnovna svrha
je utvrditi moze li suplementacija a-lipoi¢nom kiselinom potaknuti regresiju cervikalne
intraepitelne neoplazije. Istrazivanje ¢e se u cijelosti financirati sredstvima SveuciliSta u
Zagrebu 1 Univerziteta u Tuzli. Razlog Sto ste pozvani da sudjelujete u istrazivanju je
¢injenica da Vam je dijagnosticirana cervikalna intraepitelna neoplazija. te kod Vas nisu
prisutni faktori iskljucenja 1z istudye (stupanj CIN-a, dob 1 ostalo). Ispitanicama koje se
odluce sudjelovati u istrazivanju nece se isplacivati financijska naknada. Istrazivaci koji
provode ovo istrazivanje nece primati financijsku naknadu.

Molimo Vas pazljivo pro¢itajte ovaj Informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju u
kojem se objasnjava zasto se ispitivanje provodi, kako se provodi i koja je vasa uloga u
istrazivanju te koji bi mogli biti rizici za Vase zdravlje ukoliko pristanete sudjelovati. U
slucaju da ne razumijete bilo koji dio Informiranog pristanka molimo Vas da se za objasnjenje
obratite ispitivacu u istrazivanju. Vase sudjelovanje u ovom ispitivanju je dobrovoljno 1
mozete se u bilo kojem trenutku povuci. Ukoliko odlucite sudjelovati u ovom istrazivanju od
Vas ce se traziti da potpisete Informirani pristanak uz naznaku datuma. Informirani pristanak
potpisuju 1 Vas 1spitivac u istraZivanju 1 1strazivac, a potpisan preslik Informiranog pristanka
dobit ¢ete osobno prije pocetka navedenog istrazivanja. Original Informiranog pristanka
nalazi se kod istrazivaca ovog ispitivanja.

1. PODACI O ISTRAZIVANJU

SVRHA I CILT ISTRAZIVANJA

Cervikalne intraepitelne neoplazije su premaligne promjene na vratu maternice 1z kojih
mogu nastati maligne promjene tj. rak vrata matermice. Alfa-lipoicna kiselina je masna
kiselina koju prirodno nalazimo u hrani. a zbog svog se dokazanog antioksidacijskog 1
protuupalnog djelovanja sve vise koristi kao dodatak prehrani, naj¢e$ce za ublazavanje
simptoma razli¢itih neuropatskih stanja. U okviru ovog istrazivanja promatrat ¢e se
utjecaj suplementacije pacijentica alfa-lipoi¢nom kiselinom kroz 3 mjeseca na
postojanje odnosno stupanj cervikalne intraepitelne neoplazije. Pacijentice ¢e biti,
sluéajnim odabirom, podijeljene u dvije skupine — tretiranu skupinu koja ée kroz 3
mjeseca uzimati suplemente alfa-lipoi¢ne kiseline 1 kontrolnu skupinu koja ¢e kroz 3
mjeseca uzimati placebo. Suplementi ¢e biti oznaceni Sifrom; obzirom da se radi o
dvostruko-shijepoj studiji, ni 1spitanice ni 1strazivaci do zavrsetka studije neée znati koja
je skupina kontrolna, a koja tretirana.
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ULOGA VAS KAO ISPITANIKA U ISTRAZIVANIU
Sve ispitanice koje sudjeluju u istrazivanju su pacijentice sa promjenama u citoloskom
nalazu $to se utvrduyje mutinskim dijagnostickim pregledom u ginekolosko-
kolposkopskoj ambulanti. Postupak je standardan i neovisan o tome sudjelujete li u
istrazivanju ili ne.
Sve ispitanice koje pristanu sudjelovati u istrazivanju ispuniti ¢e upitnik o
prehrambenim i zivotnim navikama
Nakon ginekoloskog pregleda ispitanicama se iz kubitalne vene standardnim na¢inom
uzimaju dvije epruvete krvi od 6 1 9 ml radi laboratorijskih analiza, nuznih za
istrazivanje.
Svaka ispitanica zatim ispunjava standardizirani prehrambeni upitik koji ée
istrazivacima dati uvid u njene prehrambene navike.
Svaka ispitanica ¢e zatim dobiti pakiranje oznaceno sifrom u kojem se nalazi 90
tableta suplementa. Tablete sadrze ili alfa-lipoi¢nu kiselinu (tretirana skupina) ili
placebo/samo pomocnu tvar (kontrolna skupina). Pacijentice kroz slijedeéih 90 dana
uzimaju po dvije tablete dnevno: wjutro 1 navecer. uz obrok.
Nakon isteka 90 dana ispitanica ponavlja dijagnosticki pregled u ginekolosko-
kolposkopskoj ambulanti te joj se ponovno 1z kubitalne vene standardnim nacinom
uzimaju dvije epruvete krvi od 6 1 9 ml radi dobivanja laboratorijskih nalaza nuznih za
1strazivanje.
Nakon 1steka 90 dana 1spitanice su duzne. prilikom ponovljenog posjeta ginekologu,
vratiti preostale tablete suplementa u originalnoj ambalazi kako bi se moglo utvrditi
pridrzavanje terapiji.

KOJI SU ZA VAS MOGUCI RIZICT SUDJELOVANJA U ISTRAZIVANIU?
Tijekom ginekoloskog pregleda se koriste standardni postupci, dakle neovisno o tome
sudjelyjete li u istrazivanju ili ne.
Pri 1izvodenju dijagnostickog postupka postupka vadenja krvi iz kubitalne vene mozete
osjetiti bol i neugodu.
Pri 1zvodenju ginekoloskog pregleda ispitanica mozete osjetiti neugodu izazvanu
ginekolosim polozajem, pritiskom spekula u rodnici, moguce oskudno krvarenje radi
struganja drvenom $patulom ili plasti¢nom ¢etkicom po sluznici vrata maternice
tjekom uzimanja uzorka za citoloski probir.
Neugoda ili komplikacija kolposkopskog pregleda moze se javiti iz istih razloga kao i
kod uzimanja uzoraka za citoloski probir.
Uzimanje uzorka tkiva vrata maternice (biopsije) moze izazvati neugodu, manju bol
ili krvarenje.
Bol se nastoj1 prevemirati ili umanjiti Lydocain sprejem, a krvarenje pritiskom tampon
gaze na vrat maternice.
U slucaju jaceg krvarenja, zaustavljanje krvaremja se ¢ini KoriStenjem otopinom
ferosulfata. te ponovnim pritiskom tampon gazom.
Sve ove neugode i komplikacije su izuzetno rijetke, a iste su neovisno o ovom
istrazivanju 1 ovise U mnogocemu o pripremi ispitanice i njenom stavu.
Alfa-lipoi¢na kiselina je prirodna sastavnica brojnih namirnica 1 ne izaziva nikakve
nuspojave u dozama manjim od 1800 mg dnevno $to je visestruko veca doza od onih
koje ce se koristiti u istrazivanju.
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KOJE SU ZA VAS MOGUCE PREDNOSTI I KORISTI OD SUDJELOVANJA?
Ispitanica nece imati mikakve osobne Kkoristi od sudjelovanja u istrazivanju 1 moze ga
odbiti odmah ili u bilo kojoj fazi istrazivanja.

POVJERLIIVOST I PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIIU
Svi Vasi osobni podaci kao 1 podaci o Vasim zivotnim 1 prehrambenim navikama (iz
upitnika) biti ¢e pohranjeni 1 obradivani u elektronickom obliku, a voditelj projekta 1
njegovi suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane postupke za zastitu
osobnih podataka. U nase baze podataka Vi cete biti uneseni prema inicijalima imena i
prezimena 1 pomocu posebnog koda. Vasu medicinsku dokumentaciju ¢e pregledavati
samo voditelj projekta 1 njegovi suradnici, a Vase ime nikada neée biti otkriveno
tre¢éim osobama. Pristup Va$oj dokumentaciji mogu imati i predstavnici Eti¢kog
povjerenstva u ustanovi u kojoj se lije¢ite (JZU Univerzitetski klinicki centar Tuzla) te
predstavnici  Povjerenstva za eti¢nost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, koje je odgovorno za odobravanje i
nadzor nad provodenjem ovog istrazivanja.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANIE?

Ovo istrazivanje je odobrilo Povjerenstvo za eti¢nost eksperimentalnog rada
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te Eticki komitet za
nauc¢no-istrazivacki rad Univerzitetskog klinickog centra u Tuzli nakon temeljite
analize dostavljenog prijedloga istrazivanja i prate¢e dokumentacije. Istrazivanje se
provodenje istrazivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju. ukljucujuci
«Osnove dobre klini¢ke prakse» 1 «Helsinsku deklaracijuy.

KOGA MOZETE KONTAKTIRATI ZA DODATNE OBAVIJESTI I UPITE?
Ako su Vam potrebne bilo kakve dodatne informacyje, ili imate dodatnih pitanja,
slobodno se obratite voditeljima projekta ili suradnicima na projektu, kako slijedi:

prof. dr. sc. Dubravka Vitali Cepo
Sveuéiliste u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet
email:dvitali@pharma. hr

doc.dr.med sc. Zinaida Karasalihovi¢
Univerzitetski klini¢ki centar Tuzla
email: zinaida.karasalihovic@ukctuzla.ba

Anja Divkovi¢. mag.pharm
email: anja-divkovic@hotmail.com
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2. PRISTANAK ZA SUDJELOVAN]JE

e Potvrdujem da sam dana u
(dan/mjesec/godina) (mjesto)
procitala Obavijest za ispitanika za gore navedeno znanstveno istrazivanje te sam
imao/imala priliku postavljati pitanja.

+ Razumijem da je moje sudjelovanje dragovoljno i da se iz sudjelovanja u istrazivanju
mogu povudi u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga i bez ikakvih posljedica za moje
zdravstveno stanje ili pravni status.

¢ Razumijem da mojoj medicinskoj dokumentaciji pristup imaju samo odgovorne osobe, to
jest voditelj istrazivanja i njegovi suradnici te ¢lanovi Etickog povjerenstva ustanove u
kojoj se istrazivanje obavlja i Povjerenstva za eti¢nost eksperimentalnog rada koje je
odobrilo ovo znanstveno istrazivanje. Tim osobama dajem dopuStenje za pristup mojoj
medicinskoj dokumentaciji.

* Pristajem da moj obiteljski lije¢nik (odnosno ¢lan obitelji) bude upoznat s mojim
sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istrazivanju.

e Zelim i pristajem sudjelovati u navedenom znanstvenom istrazivanju.

Ime i prezime ispitanika:

(upisati Stampanim slovima)

Vlastoruéni potpis:

Mjesto i datum:

Ime i prezime osobe koja je vodila postupak informiranja pacijenata i prikupljanja informiranih
pristanaka za sudjelovanje u istraZivanju

(upisati stampanim slovima)

Ime i prezime voditelja projekta:

(upisati $tampanim slovima)

Vlastoruéni potpis:

Mjesto i datum:
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane je dizajniran kako bi prikupio podatke o
uobic¢ajenom unosu (konzumaciji) hrane i pic¢a ispitanika. Pitanja se odnose na specificne
nanurnice 1 vrstu hrane odnosno pica te velicine porcija hrane kako bi procijenili koliko ¢esto. u

prosjeku se odredena hrana odnosno pic¢e konzumira u proteklih mjesec dana.

UPUTE ZA ISPUNJAVANJE UPITNIKA:

1. Odgovoriti na svako pitanje najto¢nije moguce. Ukoliko niste sigurni, probajte procijeniti.

Bolje je probati pogoditi nego ostaviti pitanje neodgovoreno.

2

. Na neka pitanja je potrebno odgovoriti nadopunjavanjem. na neka zaokruzivanjem slova ispred

odgovora, a na neka stavljanjem krizica u stupac ispod tocnog dogovora.

Ukoliko Vas toc¢an odgovor nije ponuden, molim Vas da upisete to¢an odgovor koji vrijedi za

Vas na praznu crtu 1spod odredenog pitanja.

3. Prije prelaska na sljedecu stranicu, molim Vas da odgovorite na sva pitanja na prethodnoj

stranici.

Stranica 2
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

OPCI UPITNIK
1. Imei prezime/lnicijali(gifra:
2. Danasnji datum:
3. Datum rodenja:
4. Spol: M 77]
5. Stupanj obrazovanja:
] osnovna gkola [] fakultet, prvostupnik
] 3-godisnja srednja $kola [] fakultet, magistar struke
[ | 4-godiinja srednja $kola [ magistar / doktor znanosti
[ visa skola (veleuéiliste) [] ostalo
6. Broj osoba u domacinstvu:
0 1 2 3 4 5

7. Da li ste trenutno na dijeti s ciljem smanjenja tjelesne mase? DA NE
8. Da li bolujete od neke bolesti? DA NE
9. Da li redovito uzimate lijekove? DA NE

Ako da, koje?

10. Da li ste alergi¢ni na neku hranu? DA NE

Ako da, na koju?

11. Da li puSite? DA NE

Stranica 3
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

Ako da, koliko dnevno?

12. Da li konzumirate alkohol?
Ako da, koliko tjedno?
13. Da li se bavite tjelesnom aktivnosti?
Ako da, kojom?
Koliko puta tjedno?
Koliko prosjecno traje?
14. Da li imate neki poseban nacin prehrane (npr. vegetarijanac, vegan..
Ako da, koji?

Koliko dugo slijedite taj na¢in prehrane?

DA NE

DA NE

Zasto ste se odlucili za alternativan nacin prehrane?

)? DA

15. Koju koli¢inu vidljive mast uklonite sa mesa prije konzumacije?

a) svu vidljivu mast

b) veéinu vidljive masti

d) ne uklanjam vidljivu mast

e) ne jedem meso

16. Koliko cesto koristite pojedinu vrstu masnoca za pecenje/przenje hrane?

¢) malu koli¢inu vidljive masti

svaki dan

4-6x
tjedno

2-3x
tedno

Ix tjedno

4-6x
mjesecno

2-3x
mjesecno

nikad

Maslac

Margarin

Svinjska mast

Maslinovo ulje

Druga biljna ulja

Stranica 4
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

17. Koliko cesto Kkoristite pojedinu vrstu biljnih ulja prilikom pripreme hrane (ukoliko
koristite biljna ulja)?

svaki 4-0x 2-3x 4-6x 2-3x

. : 1x tjedno i L nikad
dan tjedno tjedno ! mjesecno | mjeseéno

Maslinovo ulje

Suncokretovo ulje

Laneno ulje

Bucino ulje

Druga biljna ulja

18. Koliko ¢esto sami pripremate svoje obroke?

a)svakidan b)4-—6xtedno ¢)1—3xtjedno d) < 1x tjedno ¢) nikada

19. Koliko puta tjedno jedete hranu koja je pripremljena izvan vlastitog doma?

a) > 1 obrok dnevno b) 1 obrok dnevno ¢) 5—7x jedno d) 3 - 5x yedno

e) 1 -3 x tjedno f) <1 x tjedno g) nikada

20. Koliko c¢ajnih Zlica Se¢era dodajete u svoju hranu ili pi¢a dnevno?

cajnih zlicica

21. Na koji na¢in najcesce konzumirate doru¢ak radnim danom?
(1 = myjetko 111 nikad. 2 = srednje ¢esto. umjereno 3 = najcesce)

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1
¢) u autu na putu do posla 1
d) u hodu 1
) za radnim stolom na poslu 1
) u fotelj1, gledajuci TV 1li radeéi nesto 1
g) u krevetu 1

[SSTNN ST SO TN NS I S I S 2N i ]
L L) W L W W W

22. Na koji na¢in najcesce konzumirate rucak radnim danom?
(1 =mjetko 1l1 nikad. 2 = srednje Cesto, umjereno 3 = najcesce)

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1 2 3
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

¢) u restoranu

d) u hodu

¢) za radnim stolom na poslu

1) u fotelji. gledajuéi TV ili radeci nesto
g) u krevetu

— = e =
(SO RN SN SR A
(USRS BRSNS VS

23. Na koji na¢in naj¢e$ée konzumirate veceru radnim danom?
(1 = rijetko 1li nikad. 2 = srednje Cesto, umjereno 3 = najcesée)

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1 2 3
¢) u restoranu 1 2 3
d) u hodu 1 2 3
e) u fotelji, gledajuci TV ili radeci nesto 1 2 3
) u krevetu 1 2 3

24. Na koj1 nacin najcesce konzumirate dorucak vikendom?
(1 = ryetko il1 nikad. 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najéesce)

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurbi 1 2 3
¢) u restoranu | 2 3
d) u hodu 1 2 3
e) u fotelji. gledajuci TV ili radeéi nesto 1 2 3
) u krevetu 1 2 3

25. Na koji na¢in najé¢e$ce konzumirate rucak vikendom?
(1 =ryjetko ili nikad, 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najcesce)

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako 1 2 3
b) za stolom u kuhinji/blagovaoni u zurb1 1 2 3
¢) u restoranu 1 2 3
d) uhodu 1 2 3
e) u fotelji, gledajuci TV ili radedi nesto 1 2 3
) u krevetu 1 2 3

26. Na koj1 nacin najc¢esce konzumirate veceru vikendom?
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

(1 = ryjetko 1ili nikad. 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najcesce)

a) za stolom u kuhinji/blagovaoni polako
b) za stolom u kuhinj/blagovaoni u zurbi
¢) u restoranu

d) u hodu

e) u fotelji, gledajuci TV ili rade¢i nesto
f) u krevetu

27. Kojom brzinom najéesce konzumirate obroke (u prosjeku)?
(1 = ryetko 1l1 nikad. 2 = srednje ¢esto. umjereno 3 = najcesce)

a) vrlo brzo (unutar 10 minuta)

b) brzo ( 10 — 20 minuta)

¢) umjereno brzo (20 — 30 minuta)
d) sporo (preko 30 minuta)

28. Koliko obroka najé¢esc¢e konzumirate dnevno?
(1 =ryjetko 1l1 nikad. 2 = srednje ¢esto, umjereno 3 = najcesce)

a) jedan glavm obrok

b) dva obroka (bez meduobroka)
¢) tr1 obroka (bez meduobroka)
d) 4 obroka (glavni 1 meduobroci)
d) 5 obroka (glavni 1 meduobroci)
e) vise od 5 obroka dnevno

29. Koliko redovito konzumirate doru¢ak?

a) nikada

b) do 2 puta na tjedan
¢) 3-4 puta na tjedan
d) 5-6 puta na tjedan
e) svaki dan

30. Koliko redovito konzumirate ru¢ak?

a) nikada

b) do 2 puta na tjedan
¢) 3-4 puta na tjedan
d) 5-6 puta na tjedan
) svaki dan

1
ik
1
1
1
I

—

S N

[SS T SR SO SR SR S |

2

2
2
2

[SS T SO TN SO RS BN NS S ]

22 2

[SS IR VS R VS BSS)

(PSS}

22 W)

LUS TR VS IR IS TS S B OS]
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

31. Koliko redovito konzumirate veceru?

a) nikada

b) do 2 puta na tjedan
¢) 3-4 puta na tjedan
d) 5-6 puta na tjedan
e) svaki dan

ANTROPOMETRIJSKA MJERENJA

32. Tjelesna masa (kg): 33. Tjelesna visina (cm):
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

PREHRAMBENI UPITNIK

U posljednji mjesec dana koliko ¢esto ste konzumirali sljedece namirnice?

svaki 4-6/

dan

tjedan

2-3/
tjedan

1/
tjedan

2-3/
mjesec

1/mjesec | nikada

ZITARICE

38. Zobena kasa

39. Zitarice za dorucak s vlaknima

40. Zitarice za dorucak
(Cornilakes, Nesquik....)

41. Kukuruzna krupica

42. Tjestenina/riZza od cjelovitog zrna

43.Tjestenina/riza (bijela)

44. Kukuruzni kruh

45.Integralni kruh

46.Bijeli kruh

47.Lisnata tijesta/pekarski proizvodi*

48.Jefam

49.Proso

50.Heljda

51.Kokice

POVRCE

52.7Ze¢leno lisnato povrée*

53.Rajfica, svjeza

54.Krastavci, svjezi

55.Luk, crveni

56.Luk, bijeli (¢e3njak)

57.Gljive, svjeze

58.Salata (zelena, kristal, endivija)

59.Tikvice, zelene

60. Patlidzani

61.Rajc¢ica, konzervirana

62.Konzervirano povrée
(krastavci, gljive, kukuruz)

63.Smrznuto povrée
(3pinat, brokula, cvjetaca...)

64.Kupus, svijezi

65. Kupus, kiseli

66. Krumpir, kuhani

67. Krumpir, peeni u pecnici
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

svaki 4-6/ 2-3/ 1/ 2-3/ iiiecee | ifida
dan tjedan | tjedan | tjedan | mjesec ]
68.Pommes frittes
VOCE

69.Citrusi
(naranda, mandarina, grejp, limun)

70.Jabuke, kruske

71.Banane

72.Jagode, grozde, borovnice

73.Bobicasto voce, svjeZe (borovnice,
kupine, maline)

74.Tresnje, visnje, sljive

75.Ananas, svjezi

76.Konzervirano voce
(ananas, marelice)

77.Suhe sljive, suhe smokve

78.0rasasti plodovi
(bademi, orasi, lje$njaci)

79.Lubenica, dinja

MAHUNARKE I LEGUMINOZE

80.Bob

81.Grah

82.Grasak, svjezi

83.Grasak, smrznuti

84.Mahune

85.Perad, bez koze

86.Bijela morska riba, svjeZa

87.Plava morska riba, svjeza

88.Rakovi, svjezi
($kampi, jastog)

89.Skoljke, svjeze

90.Divljac

91.Smrznuti morski plodovi

92.Crveno meso

93.Malo masni mesni naresci
(pureca/pileca Sunka)

94.Kulen, vratina, priut, suhe
kobasice

95.Hrenovke

96.Pecene kobasice

97.1znutrice
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

svaki 4-6/
dan tjedan

2-3/ 1/
tjedan | tjedan

2-3/
mjesec

1/mjesec | nikada

98.Tuna u konzervi

99.Tuna, svjeza

100.  Jaje, sa Zumanjkom

101. Jaje, samo bjelanjak

MLIJEKO I MLIJECNI

PROIZVODI

102. Mlijeko, 0.9% m.m.

103.  Mlijeko, 1.5% m.m.

104. Mlijeko, 2.8% m.m.

105. Mlijeko, punomasno
(>3.5% m.m.)

106.  Jogurt, tekuci

107. Jogurt, punomasni

108. Jogurt, voéni

109. Kiselo vrhnje

110. Svjezi kravlji sir

111. Sir, posni

112. Sir, polumasni
(ementaler, mozzarella, parmezan)

113. Feta sir

114. Sir, punomasni
(cheddar, trapist, edamer, roquefort)

115. Sirni namaz

MASNOCE

116. Margarin

117. Ulje (suncokret, soja, sezam)

118. Majoneza

119. Ulje, maslinoveo

120. Maslac

SLATKO

121. Cokolada, mlije¢na

122. Cokolada, tamna

123. Biskvit

124. Keksi

125. Kava, instant

126. Kava, turska

127. Caj, biljni

128. Caj, voéni

129. Gazirana pica
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

svaki 4.6/ 2-3/ 1/ 2.3/
dan tjedan | tjedan | tjedan | mjesec

1/mjesec | nikada

130. Cokoladno mlijeko

131. Sok od povr¢a, svjeze iscjeden

132. Sok od voéa, svjeze iscjeden

133. Vocni sok, 50% voca

134. Vocni sok, 100% voca

135. Cedevita

136. Mineralna, negazirana voda

137. Mineralna, gazirana voda

138. Izotoni¢ni napitci

139. Da li uzimate multivitaminske preparate?

Ako da, koje?

Koliko tjedno?
A) 2 1li manje B)3-5 C)6-9 D) 10 1l vise E) drugo

140. Ne uklju¢ujuéi multivitaminske preparate, da li uzimate jedan od nize navedenih dodataka prehrani?

i) Vitamin A DA NE
Ako da, koliko dugo?
A)0-1 godine B)2-4 godine C)5-9godma D) 101l vise godina E) druge
Ako da, koliko jedno?
A)2ilimange B)3-5 C)6-9 D) 10 1li vise E) drugo

U kojoj doz1?

A)<8000IU  B)8000-12000IU  C) 13000-22000 IU D) >23000IU E) drugo

ii) Vitamin C DA NE
Ako da, koliko dugo?
A)0-1 godine  B)2-4 godine C)5-9godina D) 10 ili vide godina E) drugo

Ako da, koliko tjedno?
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Prehrambeni upitnik za procjenu kvalitete prehrane

A)2ilimanje B)3-5 C)6-9 D) 101l vise E) drugo

U kojoj dozi?

A) <400 mg B) 400-700 mg C)750-1250mg  D)>1300mg E) drugo

iii) Vitamin Bs DA NE

Ako da, koliko dugo?

A)0-1 godine B)2-4 godine C)5-9godina D) 10ili vise godina E) drugo

Ako da, koliko tjedno?

A)2ilimangge B)3-5 C)6-9 D) 10 1l1 vise E) drugo

U kojoj dozi1?
A) <10 mg B)10-39mg C)40-79mg D)>80mg E) drugo

iv) Vitamin E DA NE

Ako da, koliko dugo?

A)0-1 godine B)2-4 godine C)5-9godima D) 101l viSe godina E) drugo

Ako da, koliko tjedno?

A)2ilimane B)3-5 C)6-9 D) 101l vise E) drugo

U kojoj dozi?
A)<100IU  B)100-250IU C) 300-500 U D)>500IU  E)drugo

v) Vitamin D DA NE

Ako da, koliko dugo?

A)0-1 godine B)2-4 godine C)5-9godina D) 101l vise godina E) drugo

Ako da, koliko tjedno?

A)2ilimangie B)3-5 C)6-9 D) 10 1l1 vise E) drugo

U kojoj doz1?

A) <5 meg B)5-10mcg C) 10— 20 mcg D) > 20 mcg E) drugo
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vi) Kalcij DA NE

Ako da, koliko dugo?

A) 0-1 godine B)2-4 godine C)5-9 godina D) 10 1li vise godina E) drugo

Ako da, koliko tjedno?

A)2ilimane B)3-5 C)6-9 D) 10 1Li vise E) drugo

U kojoj dozi?

A) <400 mg B) 400-900 mg C)901-1300 mg D)>1300mg E)drugo
vii) Zeljezo DA NE

Ako da, koliko dugo?

A)0-1 godine B)2-4 godine C)5-9godina D) 10 ili vise godina E) drugo

Ako da, koliko tjedno?

A)2ilimanje B)3-5 C)6-9 D) 10 ili vige E) drugo

U kojoj doz1?

A) <51 mg B) 51 -200 mg C) 201 - 400 mg D)>40lmg  E)drugo
viii) Magnezij DA NE

Ako da, koliko dugo?

A)0-1 godine B)2-4 godine C)5 -9 godina D) 10 ili vise godina E) drugo

Ako da. koliko tjedno?

A)2ilimanje B)3-5 C)6-9 D) 10 1li vise E) drugo

U kojoj doz1?

A) <200 mg B) 200-400 mg C) 401-900 mg D) =900 E) drugo
ix) Cink DA NE

Ako da, koliko dugo?

A) 0-1 godine B)2-4 godine C)5-—9 godina D) 10 1li vise godina E) drugo
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Ako da, koliko tjedno?
A)2ilimanje B)3-5 C)6-9 D) 10 ili vise E) drugo
U kojoj dozi?

A) <25 mg B)25-74mg C)75- 100 mg D)= 101 mg E) drugo

141. Da li redovito uzimate neke druge suplemente/dodatke prehrani?

Ako da, koje?

Koliko dugo?

Koliko ¢esto (jedno)?

U kojoj dozi?
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Odaberite uobic¢ajenu veli¢inu serviranja za 1 obrok:

142. ZITARICE:

A)35g B) 85g
O

143. KUKURUZNA KRUPICA

A)100 g B) 200 g
O
144. TIESTENINA/RIZA
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145. KRUH

A)40g O)120g

146. LISNATA TIJESTA / PEKARSKI PROIZVODI

A)50g B)120 g C)300g
D)

147. JECAM / PROSO / HELJDA

A)100 g B) 200 g
O
148. KOKICE . T
73 ol e
¢ P L . ¥
daThe I
v ey Tl T s o
i T g BT SR gt
9wt =~ L, O e i Pa 4
A The AT i, } y R A A
GRSy S & o o, Sasn 0
- .._.‘2‘.2:.'\'?" ¥ ﬁfﬁrﬁ:’ : .‘-.Az‘:,mdr*k il
A)100 g B) 200 g 0)350g
D)
Stranica 17

133



Prehramben: upitnik za procjenu kvalitete prehrane

149. ZELENO LISNATO POVRCE

C)146 g

A)46g

150. RAJCICA, SVIEZA

A)80g B)180 g
O

151. KRASTAVAC, SVJEZI

A)80g B)180 g
O)

152. LUK, CRVENI

A)80g B)120 g )200¢g

D)
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153. LUK, BIJELI

)

0)

155. SALATA, ZELENA, KRISTAL, ENDIVIJA

A)15g B)35g

)
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156. TIKVICE, SVJEZE

)

157. PATLIDZANI

A)100 g B)200 g
O
158. RAJCICA, KONZERVIRANA

A) Yipaketa (125 ml) B) 2 paketa (250 ml) () 1 pakiranje (500 ml)
D) drugo

159. KONZERVIRANO POVRCE (krastavci, gljive, kukuruz.....)

A) Yikonzerve( 125g ) B) 2 konzerve ( 250g ) C) 1 konzerva (500 g)
D) drugo
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160. KUPUS
t'g -: -‘,_1_1“'-_',‘
A (100 g) B (200 g)
O
161. KRUMPIR
O =
-
A)150¢g B)300¢g C)s00g
D)
162. CITRUSI (naranc¢a, mandarina, grejp, limun)
A) 1 komad B) 2 komada O komada
163. JABUKE, KRUSKE
A) 1 komad B) 2 komada C) komada
164. BANANE
A) 1 komad B) 2 komada ) komada
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165. JAGODE, GROZDE, BOROVNICE (1 salice=2,5dl)

A) Y% Salice B) 1 3alica C) 1 ¥ salica D) 2 Salice E) Salica

166. BOBICASTO VOCE, SVIEZE (borovnice, kupine, maline) (1 Salica = 2,5 dl)

A) ¥ Salice B) 1 salica C) 1 % Salica D) 2 salice E) Salica

167. TRESNJE, VISNJE, SLIIVE (1 %alica = 2,5 d)

A) ¥ salice B) 1 salica C) 1 % Salica D) 2 salice E) salica

168. ANANAS, SVJEZI

A) 1 kriska B) 2 kriske C) % ananasa D) 1 ananas E) ostalo

169. KONZERVIRANO VOCE (ananas, marelice)

A) Y konzerve B) %2 konzerve C) 1 konzerva D) ostalo

170. SUHE SLIIVE, SUHE SMOKVE

A) 2-3 komada B) 10 komada C) ostalo

171. ORASASTI PLODOVI (bademi, orasi, lje$njaci)

A) 2-3 komada B) 10 komada C) ostalo

172. LUBENICA, DINJA

A) 1 kriska B) 2 kriske  C) 3 kriske D)% komada E) ostalo
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173. BOB, GRAH, GRASAK

= . |

=
G &

A)S0g B)125¢g C) 200 g)

D)

174. MAHUNE
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176. RAKOVI, SKOLJKE

A) 100 g B)200 g
O

177. MESNI NARESCI

A)20g B)75¢g
D)

178. HRENOVKE, KOBASICE

A) 1 hrenovka/kebasica B) 2 hrenovke/kobasice C) hrenovke/kobasice
179. JAJA
A) 1 komad B) 2 komada C) 3 komada D) komada

180. MLIJEKO, JOGURT, KISELO VRHNJE

A)ldl B)2dl C)1zalica(2,5dl) D)%L E)1L F)
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181. SVJEZI KRAVLIJI SIR, POSNI SIR

£ A — _'u"' e
, LT o
5 R
-
A)25¢g B)50g C)100 g
D)
182. SIR, PUNOMASNI I POLUMASNI
A)20g B)S0g C)100 g
D)
183. SIRNI NAMAZ
A) 1 ¢ajna zlicica B) 2 cajne Zlicice O ¢ajne Zzlicice
184. ULJE
A) jusnih Zlica B) 1 salica (2,5 dl) )
185. MASLAC, MARGARIN, MAJONEZA
A) 1 ¢ajna zlicica B) 2 ¢ajne Zlifice O ¢ajne Zlicice
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186. COKOLADA

A) redova  B) % cokolade (50 g) C)1 cokolada (100g) D)
187. BISKVIT

A) 1 komad B) 2 komada (@) komada
188. KEKSI

A) 1 komad B) 2 komada C) komada

189. KAVA (Zli¢ica instant ili turske kave), KAKAO, CAJ (u rinfuzi), CEDEVITA

A) 1 cajna zlicica B) 2 cajne Zlicice ) cajnih Zlicica

190. CAJ (u vrecicama)

A) 1 vrecica B) 2 vrecice (@) vrecica

191. GAZIRANA PICA, SOKOVIL, GAZIRANA I NEGAZIRANA VODA, COKOLADNO MLIJEKO

A)l&$a(2,5d]) B)2éade(S00ml) C)

192. IZOTONICNI NAPITAK

A) % boce (2,5d)  B)1boca(500ml) C)
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Abstract: Low-grade squamous intraepithelial lesion (SIL) is a cytologic diagnosis etiologically
related to human papilloma virus (HPV) infection that leads to the release of inflammation mediators,
the formation of reactive oxygen species (ROS) and decreased levels of antioxidants in tissues, which
is why antioxidants might be considered effective against SIL progression. This randomized double-
blind placebo-controlled study aimed to investigate the effectiveness of alpha-lipoic acid (ALA)
supplementation (600 mg/day) on the regression of low-grade SIL in 100 patients. Low-grade SIL
was determined after the cytological screening, colposcopic examination and targeted biopsy and
histological confirmation of cytological-colposcopic diagnosis. Inflammation parameters and the
presence of HPV were determined by standard laboratory methods. Dietary and lifestyle habits
were investigated using a standardized and validated semi-quantitative food questionnaire (FFQ).
ALA supplementation significantly reduced the proportion of patients with low-grade cytological
abnormalities, in comparison to placebo. Given the abtained level of significance (p < 0.001), the
presented results indicate that short-term ALA supplementation shows a clinically significant effect
on cervical cytology. Future studies should focus on the use of innovative formulations of ALA that
might induce bioavailability and therapeutic efficiency against HPV infection and the investigation
of synergistic effects of concurrent dietary / lifestyle modification and ALA supplementation in both
low-grade and high-grade SIL.

Keywords: low-grade squamous intraepithelial lesion; human papilloma virus; alpha lipoic acid;
inflammation; dietary patterns

1. Introduction

Low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) is a cytologic diagnosis for patients
with smears showing cytologic criteria of permissive HPV infection or cervical interep-
ithelial neoplasia I (CIN I); the same classification is used for histopathologic diagnosis
where low-grade SIL and low-grade CIN are used synonymously [1]. LSILs account for
most of the cytological anomalies for screening cervical cancer and they usually regress
spontaneously within a year from the diagnosis. However, the exact rates of spontaneous
regression of LSIL are hard to predict due to the heterogenicity of conducted studies: re-
gression percentages observed in different studies ranged between 7% and 95%. The rates
of progression to a high-grade squamous intrnepithelial lesion (HSIL) increase significantly
if LSIL is caused by high-risk, oncogenic human papilloma virus (HPV) genotypes [2].
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In the etiology of the formation of squamous intraepithelial lesions (SIL), HPV infection
leads to the release of different inflammation mediators, resulting in the formation of
reactive oxygen species (ROS) and causing a decrease in the level of antioxidants. HPV
integration in combination with oxidative stress causes oxidative damage to the genome
and different epigenetic alterations that altogether hinder apoptosis and alter cellular
proliferation [3]. Therefore, diet components exerting antiviral, anti-inflammatory and
antioxidant actions could be considered protective against the progression of SIL and the
development of cervical cancer.

Observational studies confirm that Western dietary patterns increase the possibility
of HPV infection, while high adherence to the Mediterranean diet decreases the risk [4].
Numerous observational studies indicate that the consumption of a wide variety of whole
foods rich in vitamins, minerals and nonessential bioactive compounds (especially those
with antioxidant and antiviral properties) can be effective in preventing the progression of
LSILs to HSIL or cervical cancer, and, therefore, a balanced-diet prevention strategy should
be recommended to patients upon LSIL diagnosis [3,5-7].

Investigating dietary supplementation with antioxidants (and other vitamins) for
cervical cancer prevention and treatment has recently gained considerable interest [8]. Long-
term oral beta carotene (30 mg, 2 years) or folate (10 mg, 6 months) did not significantly
impact the regression of HSIL [9,10]. On the other hand, taking selenium supplements
(200 ug for 6 months) among patients with LSIL led to its regression and had beneficial
effects on their metabolic profiles [11]. Folate supplementation (5 mg/day, 6 months) was
efficient in inducing the regression of LSIL [12], and vitamin D (50,000 IU every two weeks
for 6 months) prevented the recurrence of HSIL [13].

Due to a low number of high-quality intervention studies, the level of evidence for the
efficiency of vitamin/antioxidant supplements in LSIL is low and there are currently no
official recommendations for patients. Therefore, additional investigations into efficient
approaches for inducing the regression/ preventing the progression of LSIL are necessary.

Alpha lipoic acid (ALA), also known as 1,2-dithiolane-3-pentanoic acid, thioctic acid,
or its reduced form—dihydrolipoic acid, are potent nutritional antioxidants and perform
pleiotropic actions on different pathways linked to numerous diseases, including direct
antiradical activity or modulating the signalling transduction of several pathways (such as
insulin and nuclear factor kappa B (NFkB)). It is, therefore, used as a potential therapeutic
agent in diabetic neuropathy, brain disease and cognitive dysfunction, cardiovascular
diseases, endothelial dysfunction, hemorrhoidal illness, obesity and cancer [14-17]. The
majority of clinical studies conducted so far were focused on its antioxidant activity and
potential effectiveness in diabetic neuropathy, Alzheimer’s disease and cancer [15].

As mentioned, the majority of its therapeutic effects are contributed to direct antioxi-
dant activity—a scavenging capacity for ROS and metal chelating abilities. Additionally,
ALA regulates numerous signalling pathways—insulin pathway, NFKB and adenosine
monophosphatase protein kinase (AMPK)—Dbut the clinical significance of these actions
still needs to be confirmed [16].

This study aimed to investigate the impact of supplementing patients with diagnosed
LSIL with alpha lipoic acid (ALA) and observe the effects on the progression/ regression of
LSIL after a 3-month supplementation.

2. Materials and Methods
2.1. Participants and the Study Design

Criteria for inclusion of patients in the study were histological confirmation of low-
grade SIL and age (18-55 years). Exclusion criteria were pregnancy; malignant diseases;
diabetes; chronic inflammatory diseases; hysterectomy, destructive therapy of the cervix, or
previous abortion; HPV vaccination and menopause; and regular use of dietary supple-
ments (except multivitamin/multimineral dietary supplements containing the amounts of
nutrients below or equal to current recommended dietary allowances (RDAs)). Patients
who met the above-mentioned criteria were introduced to the purpose and the manner
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of conducting the study and were included in the study after giving informed consent.
Recruitment for the trial was performed at the University Clinical Centre Tuzla between
January 2020 and March 2022.

The study was a double-blind (participants and care-providers), randomized, placebo-
controlled trial, where 100 participants aged 19-51 years were asked to self-administer
either 600 mg of alpha lipoic acid in the form of two 300 mg capsules (Zada Pharmaceuti-
cals, Lukavac, Bosnia and Herzegovina) or a placebo (provided as identical oral capsules
containing rice starch) per participant, per day for 3 months. Participants were distributed
in a ratio of 1:1 for ALA:placebo. Block randomization was performed to ensure balance
using an in-house computer program; patients were randomly allocated a patient num-
ber that determined their supplement allocation, and two bottles of capsules pre-labelled
with their study number were dispensed. The two bottles contained sufficient capsules
for 3 months. Compliance to treatment was encouraged by weekly phone calls and text
messages. Patients were asked to return the remaining capsules after the 3-month period in
order to assess the adherence. Active participation in the study ended on June 2022 after
the last enrolled participant attended their 3-month appointment.

All participants gave their written informed consent for inclusion in the study. The
informed consent and the research protocol were approved by the Ethics Committee of
the University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry (no: 251-62-03-18-23)
and the Ethics Committee of the University Clinical Centre Tuzla (no: 02-09/2-61-16).
An independent Data and Safety Monitoring Committee was in place throughout the
trial to review the progress of the study and potential side effects. The trial is registered
at ClinicalTrials.gov (Clinical-Trials.gov, number NCT05485259) and complies with the
CONSORT guidelines. It was performed in accordance with the international, national and
institutional guidelines pertaining to clinical studies and biodiversity rights.

2.2. Data Collection

All recruited patients had a confirmed diagnosis of LSIL. LSIL was determined after the
performed cytological screening, colposcopic examination of the cervix and targeted biopsy
and histological confirmation of cytological-colposcopic diagnosis. At the first appointment,
patients were introduced to the study design, and they provided written consent to be
enrolled in the study. They filled out a baseline questionnaire and provided information
on reproductive history and current medication. Examination of patients’ dietary and
lifestyle habits was conducted using a standardized and validated semi-quantitative food
questionnaire (FFQ) [19] with the help of trained staff. The data were collected to obtain
basic information on dietary patterns, antioxidant intake, use of dietary supplements,
smoking, and physical activity of patients. Patients were advised not to change their diet
and level of physical activity during the study. They received two bottles prelabelled with
their study number, containing enough capsules of either ALA or placebo, sufficient for
3 months of therapy. The appearances of the bottles and capsules were identical in the
two groups.

During the supplementation period, participants were contacted twice by telephone
by a research team member to check possible adverse effects and to improve adherence.
Three months after entry, participants were invited to a follow-up appointment, where
cytological screening, colposcopic examination of the cervix and targeted biopsy and
histological confirmation of cytological-colposcopic diagnosis were conducted. At both
appointments (initial and 3 months appointment), blood samples were taken from the
patients’ cubital vein by the standard. Blood samples were collected by venipuncture after
a 10 h fasting period.

2.3. Assessment of Primary Outcomes

The primary outcome of the study was LSIL, which was determined after the per-
formed cytological screening, colposcopic examination of the cervix and targeted biopsy
and histological confirmation of cytological-colposcopic diagnosis at the study baseline
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and after the 3 months intervention. The findings of cytological screenings were qualified
according to the internationally recognized form “Zagreb 2002” [20]. The colposcopic
form “Rio de Janeiro-Zagreb 2011” (https://www.hdgo.hr /userFiles/upload/documents/
aktualne-teme /kolposkopija/Rio-Zagreb-2011.pdf, accessed on 12 August 2021) was used
to classify the colposcopic findings. Uterine tissue samples obtained by targeted colposcopic
biopsy were processed by a standard histological method. Assessment of the pathologi-
cal diagnosis was done as blindness by a single experienced pathologist at baseline and
after the intervention. The classification of premalignant and invasive cervical squamous
epithelial lesions was determined according to the WHO tumor classification [21].

2.4. Assessment of Secondary Outcomes

Secondary outcomes of the study were high-risk human papillomavirus (HPV) posi-
tivity after the 3-month follow-up visit and the biomarkers of inflammation (high-sensitive
C-reactive protein, fibrinogen and sedimentation). Detection of the presence of high-risk
HPV in cervical smears was made using the Hybrid Capture Il HPV Test (Qiagen, German-
town, MD, USA). The samples were tested for the presence of HRHPV types 16, 18, 31, 33,
35,39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, and 68. For the assessment of other secondary outcomes blood
samples were collected before and after the treatment at three months in the experimental
group by venipuncture after a 10 h fasting period. Blood was placed in siliconized test
tubes without anticoagulant for biochemical determinations. The blood sedimentation rate
was measured according to standard protocol in BD Vacutainer® blood collection tubes
(Becton, Dickinson and Company, New York, USA). Fibrinogen was determined by stan-
dard methodology, using an automated hemostasis analyzer (BCS® XP System, Siemens,
Marburg, Germany). High-sensitive CRP was determined by the immunoturbidimetric
method using Multigent CRP Vario® reagent on Architect ci8200 integrated system (Abbott,
Chicago, IL, USA)

2.5. Analysis of Diet Characteristics

A semiquantitative food frequency questionnaire (FFQ) was used for the assessment of
food intake. FFQ was designed as a 192-item questionnaire with one month as the reference
period of intake. There were 100 dietary items listed, and the remaining items were
questions about supplementation use and eating habits. The questionnaire was constructed
as a modification of a previously published questionnaire [22], with regard to serving
sizes and the national specificity of foods. The participants filled out the questionnaire
under the supervision of a researcher. Average daily food intake in grams, as well as in
serving sizes, was calculated for each participant based on the frequency and portion size
reported in the FFQ. Nutrient intake for selected nutrients was calculated using national
food composition tables [23] and serving sizes, according to USDA Dietary Guidelines for
Americans, 2020-2025 [24].

2.6. Sample Size Assessment and Statistical Analysis

To determine the sample size, we used a randomized clinical trial sample size formula
where type one () error was set at 5% and the study power was set at 85%. The ratio of
the case to control was 1, and the expected dropout was 2%. LSIL was the main outcome of
the study; the expected proportion of LSIL regression in the control group was 50%, and
in the treated group it was 80%. Assuming a dropout of 2% in the final sample size and
superiority margin of 5%, the total population study was determined to be 96 (48 subjects
per group) (http://www.riskcalc.org /samplesize/, accessed on 12 August 2021).

The main statistical analyses were performed on all randomized women for whom
outcome data were available. The primary outcome was histologically confirmed LSIL
vs. histology without LSIL, or negative colposcopy (and no histology). The secondary
outcomes were HPV infection, sedimentation rate (SE) and fibrinogen (FI).

The comparison of binary outcomes between treatment groups was made by
2 x 2 tabulation and a risk ratio (RR), 95% confidence intervals (Cls) and calculated
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p-values. For the analysis of numerical variables, nonparametric statistical tests were
used, due to a low number of patients in the placebo or the treated group (n < 50), and
the results were presented as medians and interquartile ranges. To identify statistically
significant differences between the groups, the Mann-Whitney test for the independent
group or the Wilcoxon's test for the dependent group was used. The Fisher’s exact test was
used for contingency analysis. Statistical analyses were done using GraphPad Prism 8.4.3
(GraphPad Software LLC, San Diego CA, USA) and MedCalc statistical software MedCalc
ver.14.8.1.0., MedCalc Software Led., Ostend, Belgium). The p level <0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

A total of 100 patients were randomized into the placebo (n = 50) or the treatment
group (n = 50). Eleven patients did not finish the trial due to personal reasons (two patients
from the placebo group and nine patients from the treatment group). (Figure 1). No
side effects were reported following the intake of ALA supplements or placebo through-
out the study. Additional description of the study design and more detailed flow dia-
gram of the progress through the phases of a trial (CONSORT checklist and CONSORT
flow diagram) are presented as Table S1 and Figure S1, respectively (Supplementary Ma-
terials). Raw experimental data obtained during the study are presented in Table S2
(Supplementary Materials).

Randomized (n=100)

% Gynecological assesment
g Allocated to Allocatedto placebo | | fermed onsert and 7.
o . . 00d samples collected an
ks intervention (n=50) (n=50) analysed

<< Supplied with ALA/placebo
= 600 mg ALA/placebo daily/:
3 Lost to follow-up due Lost to follow-up due || 777" [’”/_”:,:‘_ o daily/3
1 months

) to personal reasons to personal resons 2 telephone contacts

‘E (n=9} (ﬂ=2} (compliance and side effects)
Ja Gynecological assesment
5

> Return of the remaining pills
2 = -

s Analysed (n=41) Analysed (n=48) Blood samples collected and
<< analysed

Figure 1. Patient flow diagram.

Numerous demographic, lifestyle and diet characteristics (such as age; body mass
index (BMI); cigarette smoking; low intake of fruit and vegetables; and high intake of
energy, red meat and animal protein) that have been determined as risk factors for the
occurrence of gynecological abnormalities, including HSIL or cervical cancer [25-27], were
compared between the two groups (Figure 2). The age of participants in the two study
groups was similar (p = 0.0823). Medians of the body mass index (BMI) in the placebo and
the intervention group were similar (23.89 and 24.98 kg/m?, respectively; p = 0.5086). The
percentage of smokers in the placebo and the intervention group was 29.2% and 19.5%,
respectively, and observed differences were not statistically significant (p = 0.3326). The
intake of fruit and vegetables was significantly lower than recommended, and intake
of meat and animal proteins was above current recommendations in both groups (US
recommendations) and obtained medians of intake did not differ significantly between the
placebo and the treated group of patients. Compliance was self-reported on the final visit,
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and, in addition, unused capsules were counted upon return. The medians of the numbers
of returned capsules at the final visit were 35 and 28 in the placebo and the treated group,
respectively, and observed differences were also not statistically different (p = 0.4054).

A 50, 7 B 30
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T T T T
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2 2 25
8
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Figure 2. Characteristics of study groups at baseline regarding age (A), BMI (B), cigarette smoking and
compliance (C) and dietary habits (D-H). Results are expressed as medians (min-max range) Results
were tested by Mann-Whitney's test (A, B, D-H) and by Fisher’s exact test (C) and respective p values
are indicated in each figure. Data on dietary habits are obtained by validated semiquantitative FFQs.
* Expressed as the average number of returned capsules at the end of the study.

The primary and secondary outcomes of this study were diagnosis of LSIL (primary
outcome), HPV infection, SE rate, hsCRP and FI (secondary outcomes), and they were
compared between the placebo and the treated group at two time-points (initial visit and 3-
month follow-up visit) (Table 1). Additionally, the differences between the values obtained
in the placebo or the treated group at the initial and the 3-month follow-up visit were also
compared and presented in Table 2. Odds ratio indicating the efficiency of 3 month ALA
supplementation on the recovery of LSIL-positive patients and its precision are presented
in Table 3.
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Table 1. Comparison of primary and secondary outcomes (placebo vs. treated) at the initial visit and
3-month follow-up.

Placebo Treated , Placebo Treated ,
n=48 n=41 F n=48 n=41 L
Initial Visit 3-Month Follow-Up Visit
1LSIL
number of 48 41 1.000 44 2 <0.0001
patients
' HPV 18 (37.5%) 19 (46.3%) 0.5178 18 (37.5%) 19 (46.3%) 0.5178
number of patients ) ) ) ) ) )
0.86 177 ik | 0.89
2 hef 4
hsCRP (mg/L) (0.47-1.32) (0.82-2.44) P54 (0.61-1.98) (0.39-1.68) 0.2408
3.30 3.9 37 3.3
2
Fl{g/D) (2439) (3.1-4.4) Gt (2.7-4.5) (26-3.8) Giaae
2 16 20 20 16
SE(mm/h) (12-23) (15-26) Q0785 (16-26) (12-22) 0.004h
Results are expressed as medians (interquartile range). ! Tested by Fisher’s exact test, comparing the placebo and
the treated group of patients at the initial visit/follow up visit. * Tested by Mann-Whitney’s test, comparing the
placebo and the treated group of patients at the initial visit/ follow up visit.
Table 2. Changes in primary and secondary outcomes between the initial and the 3-month appointme
tin placebo and treated group.
Placebo Treated
Initial 3-Month P Initial 3-Month P
Follow-Up Follow-Up
1LsIL 48 4 0.1171 1 2 <0.001
number of
patients
L HPV 18 18 1.000 19 19 1.000
number of
patients
2 hsCRP 0.86 1.1 <0.001 177 0.89 <0.001
(mg/L) (0.47-1.32) (0.61-1.98) (0.82-2.44) (0.39-1.68)
2FI 3.30 3.7 <0.001 3.9 3.3 <0.001
(g/L) (24-39) (2.7-4.5) (3.144) (2.6-3.8)
ZSE 16 20 <0.001 20 16 <0.001
(mm/h) (12-23) (16-26) (15-26) (12-22)

Results are expressed as medians (interquartile range). ! Tested by Fisher’s exact test, comparing the values in the
initial and the 3-month follow-up visit in placebo treated group. * Tested by Mann-Whitney’s test, comparing the
values in the initial and the 3-month follow-up visit in placebo treated group.

Table 3. Efficiency of 3-month ALA supplementation on the recovery of LSIL-positive patients (odds
ratio and 95% Cl intervals).

Placebo Treated
n =48 n=41 Odds Ratio 95% Cl1 r
(Final Visit) (Final Visit)
Recovery (n) 4 39 0.0008091—
LSIL (n) 44 5 0.004662 0.02686 <0.0001

Results are expressed as number of participants (n). Tested by Fisher’s exact test.

All patients recruited for the study had a diagnosis of LSIL at the initial visit; by the
end of the study, this number of patients was reduced in both groups—in the placebo group
44 patients still had an LSIL diagnosis; in the treated group of patients only 2 of them still
had an LSIL diagnosis (p < 0.0001). The percentage of patients with positive HPV findings
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remained the same during the 3 months of study; 37.5% in the placebo and 46.3% in the
treated group of patients were HPV-positive and observed differences were not statistically
significant. At the initial visit, hsCRP and FI were significantly lower in the placebo group
(p=0.0344 and p = 0.0130, respectively) but still within the normal range, while SE rates
were comparable (p = 0.0785). At the 3-month follow-up visit, the situation was reversed:
inflammation parameters were higher in the placebo group and observed differences were
statistically significant for FI and SE rates (p = 0.0437 and 0.0046, respectively).

Table 2 shows the significance of observed changes in primary and secondary outcomes
that occurred during the 3 months of ALA/placebo supplementation. The number of LSIL-
positive patients decreased from 48 to 44 in the placebo group (8.33% of patients recovered),
but the observed change was found to be statistically insignificant (p = 0.1171). On the
other hand, in the ALA-treated group as much as 95.12% of patients recovered (p < 0.0001).
None of the patients in either of the investigated groups progressed to the higher grade
of SIL. The percentage of HPV-infected patients remained the same in both groups. All
inflammation parameters increased during 3 months of supplementation in the placebo
group and observed changes were statistically significant (p < 0.001). On the contrary, in
the ALA-treated group all observed inflammation parameters decreased moderately but
significantly (p < 0.0001). There were no adverse effects reported in the study.

4. Discussion

As mentioned previously, investigations on the possibility of dietary intervention in
LSIL are scarce and the obtained results are rather contradictory. This is the first investiga-
tion of the effectiveness of ALA in inducing the regression of LSIL. Results obtained within
this research show that three-month supplementation with 600 mg of ALA significantly
reduced the proportion of patients with low-grade cytological abnormalities, in compari-
son to placebo. Given the obtained level of significance (p < 0.001), the presented results
indicate that short-term ALA supplementation might have a clinically significant effect on
cervical cytology.

In the placebo group, spontaneous LSIL regression was observed in only 8.3% of
patients, which is rather low considering that rates are predicted to be ranging from 40%
to 70% over a period of 1-5 years [28]. Additionally, in available intervention studies
that investigated the possibilities of nutritional supplementation in inducing the regres-
sion of LSIL, the rates of spontaneous regression observed in placebo groups were higher
(52.0-56.0%) [11-13,28]. The reasons for the observed disagreement with the results ob-
tained in this study might include the short monitoring period (3 months vs. 6 months
in intervention trials or 1-5 years in observational studies) and a high median age of
participants (37 and 41). Namely, age is considered an independent risk factor for LSIL
progression, where with every five years of age, the odds for regression are reduced by 21%
independently of CIN grade and presence of HPV high-risk infection [29].

The dietary habits of the participants included in this study might also have con-
tributed to the low LSIL regression rates in the placebo group. Namely, the results of the
recent review of Hui and co-authors [5] highlighted the benefits of high consumption of
whole fruits and vegetables, nuts and fish in terms of their protectiveness against persistent
HPV infection and SIL. On the other hand, the low consumption of whole vegetables and
fruits was associated with a three-fold increase in the risk of CIN 2 and 3 in subjects with
high HPV viral load. Therefore, patients with diagnosed SIL are always advised to increase
their dietary intake of protective nutrients. Analysis of FFQs in this study showed a low
intake of both fruits and vegetables that are known to be major protective factors against
LSIL progression (2.78 and 3.49 portions per week, respectively). This intake remained low
during the supplementation period as patients were advised not to change dietary habits
during the period of intervention.

The response to supplementation in the treated group of patients was high; the
regression of LSIL has been observed in 95% of participants, while the rates of HPV
infection remained intact (19 patients that were HPV-positive at baseline remained positive
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despite supplementation). The obtained results are consistent with the results presented in
several other clinical trials investigating the efficiency of nutrients in the induction of LSIL
regression. Unlike ours, those studies included a lower number of patients and investigated
long-term supplementation protocols (6 months). Vahedpoor and co-workers [13] showed
that 6-month vitamin D supplementation of patients with LSIL (one dose of 50,000 IU
vitamin D supplement every 2 weeks) resulted in the regression of cervical intraepithelial
neoplasia grade 1 (CIN1) in 84.6% of patients (n = 29). Similarly, supplementation with
5 mg of folic acid for 6 months resulted in 83.3% regression of CIN 1 (n = 29) [12], as well
as the long-term supplementation (6 months) with 200 ug of organic form of selenium in
88% of women in the supplemented group (n = 28) [11].

The mechanisms of potential efficiency of ALA in the regression of LSIL can only
be speculated. Since ALA is a powerful antioxidant, the explanation of its protective
mechanism can be similar to the protective effects of other dietary antioxidants against
cervical cancer (inhibition of the proliferation of cancer cells, stabilization of the p53
protein, prevention of DNA damage and reduction in immunosuppression) [27]. The
anti-inflammatory effects of ALA probably contribute to its efficiency, since inflammation
is strongly associated with cancer and can predispose to tumours. Therefore, targeting
inflammation and the molecules involved in the inflammatory process could represent
a good strategy for cancer prevention and therapy [30]. A recent study showed that
high hsCRP levels are significantly associated with a lower rate of SIL regression and
suggested that monitoring hsCRP might help in monitoring LSIL [31]. ALA’s known
anti-inflammatory efficiency has also been supported by the results of this study, as shown
by a significant reduction in all investigated inflammatory parameters (hsCRP, Fl, SE)
in the supplemented group of patients (as opposed to the inflammatory markers in the
placebo group). The obtained results are consistent with the latest literature data, even
though available data regarding the effects of alpha-lipoic acid (ALA) supplementation on
inflammatory markers are controversial, the recent meta-analysis showed the promising
impact of ALA administration on decreasing inflammatory markers, such as CRP, IL-6
and TNF-o among patients with metabolic disorders [32]. Therapeutic regimes used in
the studies included in the meta-analysis were comparable to ours (300-600 mg ALA,
2 weeks—12 months). This could also have contributed to its efficiency in inducing the
regression of LSIL.

Observed protective effects of ALA showed in this study might also be explained by
its antiproliferative actions investigated by other authors: the ability to induce apoptosis
through activating pyruvate dehydrogenase in tumour cells, the ability to act on different
signalling pathways (activation of AMPK and subsequent down-regulation of mTOR-S6
signalling pathway or Grb2-mediated EGFR down-regulation), or the induction of ROS
production in tumour cells [33-36].

Even though ALA is known to have antiviral effects against some viruses [37], its
efficiency is probably not due to antiviral properties. Namely, HPV rates remained intact in
both investigated groups, which is consistent with the results of studying other antioxidants
in the prevention of cervical cancer, obtained by other authors [38].

Despite obvious advantages (randomized, placebo—contro]led design and relatively
high numbers of participants, in comparison to other similar intervention studies), this
investigation had some limitations. The major limitations are short-period supplementation
(3 months, which was due to financial and organizational limitations) and a relatively high
median age of patients recruited for the study, resulting in low rates of spontaneous
regression in the placebo group. Additionally, due to budget limitations, it was impossible
to monitor the serum ALA levels of the participants, which would contribute significantly
to the quality of conducted research, especially if we consider the short half-life and
bioavailability of ALA (about 30%) triggered by its hepatic degradation and reduced
solubility, as well as instability in the stomach [18]. Future studies should focus on the use
of innovative formulations of ALA that might induce the therapeutic efficiency of ALA
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against HPV infection and investigation of synergistic effects of dietary modification and
ALA supplementation in both LSIL and HSIL regression.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https: //
www.mdpi.com/article /10.3390/healthcare10122434/s1, Table S1: Raw experimental data. Table 52:
CONSORT 2010 checklist. Figure S1.: CONSORT 2010 Flow Diagram.
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Abstract: Limited scientific evidence shows that alpha lipoic acid (ALA) can induce regression rates
of low-grade squamous intraepithelial lesions (LSILs), but the mechanisms of these effects have
not been elucidated. To gain a broader insight into its therapeutic potential and mechanisms of
action, the effects of 3 months of supplementation with 600 mg of ALA on antioxidant and lipid
status parameters in 100 patients with LSILs were investigated in a randomized, placebo-controlled
study. The obtained results are discussed in terms of patients” initial metabolic status and diet quality
(particularly nutritional intake of antioxidants). The obtained results showed that oxidative status
biomarkers were not significantly affected by ALA supplementation. However, serum superoxide
dismutase (SOD) activity was positively affected in the subgroup of patients with higher dietary
antioxidant intake. Surprisingly, ALA supplementation resulted in a small but statistically significant
increase in serum low density lipoprotein (LDL), and the observed effect was significantly affected by
the initial lipid status of the participants. Larger studies are necessary to gain additional insights on
the clinical significance of ALA as an antioxidant and hypolipemic agent and to optimize its potential
application in LSIL treatment.

Keywords: alpha lipoic acid; lipid status parameters; oxidative stress parameters; LSIL; diet
quality index

1. Introduction

Alpha lipoic acid (1,2-dithiolane-3-pentanoic acid, 1,2-dithiolane-3-valeric acid or
6,8-thioctic acid—ALA) has recently generated considerable clinical interest as a biologically
active agent that can be effective in relieving symptoms related to numerous diseases
(diabetes, age-related cardiovascular illness, metabolic obesity, etc.). ALA functions as the
cofactor of oxidative decarboxylation reactions in glucose metabolism; the function that
requires the disulfide group of the lipoic acid to be reduced to its dithiol form, dihydrolipoic
acid, DHLA. Tt has been proven that the same process contributes to its efficiency as an
antioxidant in biological systems—ALA has specific structural properties characterized by a
dithiolane ring, enabling the existence of both the oxidized and reduced form that together
create a potent redox couple that has a standard reduction potential of —0.32 V. This makes

ALA a potent direct antioxidant capable of scavenging a variety of reactive oxygen species.

Furthermore, it regenerates other antioxidants, chelates redox-active transition metals,
and induces the uptake (or enhances the synthesis) of endogenous low molecular weight
antioxidants or antioxidant enzymes [1]. Additionally, it has been proven to exert the wide
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range of anti-inflammatory activities, including the reduction in the lipopolysaccharide
(LPS)-stimulated release of inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor alpha
(TNF-w), interleukin-1 beta (IL-13), IL-6, and LPS-induced expression of cyclooxygenase-2
(COX-2) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) [2]. Recent investigation shows that
by the combination of antioxidative and anti-inflammatory mechanisms, and through
regulation of glucose homeostasis, ALA could also ameliorate lipid abnormalities in the
hyper-lipemic and atherosclerotic environment in vivo [3,4].

The highest rates of clinical evidence exist for ALA’s application for improving the
symptoms of peripheral neuropathy in patients with diabetes, in dosages ranging from
600 to 1800 mg per day [5]. It can positively affect the lipid profile in certain groups of
patients, primarily by affecting increased low-density lipoprotein (LDL) levels [6]. Re-
cent meta-analyses of clinical research also showed that supplementation with ALA for
2-48 weeks can modestly reduce body weight by 0.7-2.3 kg and body mass index (BMI) by
up to 0.5 kg/m? when compared with placebo in overweight individuals or patients with
obesity [7]. Smaller studies indicate that ALA might be useful in the treatment of other
diseases such as hemorrhoidal disease [8], Alzheimer disease [9] and male infertility [10].

A recent placebo-controlled study conducted by our research group proved the ef-
ficiency of a 3-month ALA supplementation (600 mg per day) in significantly inducing
the rates of low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) regression, and its effect has
been attributed, in part, to the significant anti-inflammatory effects observed in the inter-
vention group [11]. These results are particularly significant in the context of the general
lack of therapeutic guidelines and scarce literature data on the effectiveness of nutritive
intervention for patients with LSILs that might prevent progression of this condition into
higher-grade SIL or cervical cancer.

The major hypothesis of this follow-up investigation was that the observed effective-
ness of ALA in inducing LSIL regression can also be attributed to its antioxidant activity.
Therefore, the effect of a 3-month supplementation with 600 mg of ALA on the parameters
of antioxidant status was investigated in the same group of women diagnosed with LSILs.
Additionally, observed responses to supplementation were discussed in relation to diet
characteristics of the study participants, having in mind that the human antioxidant defense
system resists modulation by dietary antioxidants and might depend on nutritional intake
of antioxidants [12]. The secondary goal of the study was to investigate the impact of
supplementation with ALA on lipid parameters of LSIL patients. Namely, ALA has been
shown as a promising lipid lowering agent in patients diagnosed with diabetes type 2 or
metabolic syndrome, while data on metabolically healthy patients are lacking. Obtained
results would contribute to the limited knowledge of the possible modes of action of ALA
in LSILs; the impact of dietary patterns on the effectiveness of supplementation with
antioxidants (such as ALA); and the modes of the hypolipemic effect of ALA.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

This study was registered at ClinicalTrials.gov (Clinical-Trials.gov, number NCT05485259)
and was performed in accordance with the international, national and institutional guide-
lines pertaining to clinical studies and biodiversity rights, and it also complies with the
CONSORT guidelines (Table S1, Figure S1). This study was approved by the Ethics Commit-
tee of the University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry (no: 251-62-03-18-23)
and the Ethics Committee of the University Clinical Centre Tuzla (no: 02-09/2-61-16). The
progress of the study and potential side effects of ALA were monitored by the independent
Data and Safety Monitoring Committee. Only the members of this committee were not
blinded throughout the study and knew which group of patients received the treatment.

This study was designed as a double-blind, randomized, placebo-controlled trial that
recruited 100 female patients with the diagnosis of LSILs, which was determined after cyto-
logical screening, colposcopy and a targeted biopsy as described in detail previously [11].
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Exclusion criteria were diabetes, malignant diseases, chronic inflammatory diseases,
hysterectomy, abortion, destructive therapy of the cervix, HPV vaccination and menopause.
Patients who reported regular use of dietary supplements and lipid-lowering pharma-
cotherapy were also not eligible for inclusion into the study. All recruited patients signed
the informed consent (Table S1) for inclusion in the study. Recruitment of study participants
was conducted at the University Clinical Centre Tuzla in the period between January 2020
and March 2022.

The sample size was calculated by using a randomized clinical trial sample size
formula (www.rikcalc.org/samplesize (accessed on 15 May 2019)): type o error was set at
5%; the study power was set at 85%; the ratio of the case to control was set to 1; and the
expected dropout was 2%. The expected proportion of LSIL regression was set to 50% in
the control group and in the treated group to 80%; the assumed dropout was 2%; and the
superiority margin was set to 5%. Based on the used parameters, the total population study
was determined to be 96 (48 subjects per group).

Block randomization was used to distribute participants to either the placebo or the
intervention group in a 1:1 ratio. Patients were supplemented with either 600 mg per day
of ALA (oral capsules containing all-rac ALA) or a placebo (provided as oral capsules
containing rice starch, visually identical to ALA capsules) for 3 months. The capsules
of both ALA and placebo were provided by Zada Pharmaceuticals (Lukavac, Bosnia
and Herzegovina).

The organization and the chronological order of trial activities are schematically
presented in Figure 1.

Lipid parameters:

INITIAL VISIT
LDL, HDL, TG, CHO

parameters:
ORAC, TEAC, FC, FRAP, SOD,
| GSH, MDA

Oxidative stress
Patients signed informed consent for the inclusion into the study

| Patients randomized into placebo- and intervention group

Diet quality parameters:
DQI-I, Med-Dal

Recieved placebo Recieved ALA
(n=50) (n=50)
L |

Blood samples taken for the Patients filled in FFQs and are advised not to
analysis change the diet during the course of the trial

| 3 MONTH SUPLEMENTATION |

Patients contacted by phone twice to increase adherence and check for side effects

‘ FINAL VISIT |

Lipid parameters:
LDL, HDL, TG, CHO

‘ Recieved placebo

Recieved ALA
(n=41)

(n=48)
\

Oxidative stress
parameters:

‘ORAC, TEAC, FC, FRAP, SOD,
GSH, MDA

Blood samples taken for the

) Remaining pills returend
analysis

Figure 1. Flowchart of trial activities. ALA—alpha lipoic acid; LDL—low density lipoproteins;
HDL—high density lipoproteins; TG—triglycerides; CHO—total cholesterol; ORAC—oxygen rad-
ical absorbance capacity; TEAC—Trolox equivalent antioxidant activity; FC—Folin-Ciocalteu
reducing capacity; FRAP—ferric reducing activity; SOD—superoxide dismutase activity;
GSH—reduced glutathione; MDA—malondialdehyde; DQI-I—Diet Quality Index-International;
Med-DQI—Mediterranean Diet Quality Index; FFQ—Food Frequency Questionnaire.
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At the initial appointment patients filled a standardized and validated semi-quantitative
food questionnaire (FFQ) [13] with the help of trained staff to provide information on diet
characteristics, use of dietary supplements, smoking, and physical activity. Through the
course of the study, patients were contacted by telephone two times in order to improve
the adherence and to check for the occurrence of any adverse effects. Three months after
entry, participants were invited to the follow-up appointment.

At the initial and the follow-up appointment, blood samples were taken from the pa-
tients’ cubital vein, using the standard procedure. Biochemical parameters (total cholesterol
(CHO), LDL, high density lipoproteins (HDL), triglycerides (TG) and oxidative status indi-
cators (oxygen radical absorbance capacity (ORAC); Trolox equivalent antioxidant activity
(TEAC); Folin—Ciocalteu reducing capacity (FC); ferric reducing activity (FRAP); superoxide
dismutase (SOD) activity; reduced glutathione (GSH); and malondialdehyde (MDA) levels)
were determined from the collected blood samples. Fasting venous blood was collected
into a tube with serum separator gel at baseline and on the 90th day (BD Vacutainer, Becton
Dickenson, NJ, USA). The serum was separated by centrifugation and multiple aliquots
of each sample were either analyzed immediately (biochemical parameters) or stored at
—80 °C for future analysis (oxidative stress parameters).

The capsules remaining after the 3-month supplementation period were to be returned
for the adherence assessment. Patients were given advice not to change the level of physical
activity or their eating habits throughout the course of the study.

2.2. Assessment of Biochemical Parameters
Biochemical parameters (CHO, LDL, HDL, and TG) were determined by standard

laboratory procedures on an Architect ci8200 integrated system using the original reagents
(Abbot Laboratories, Abbott Park, IL, USA).

2.3. Assessment of Oxidative Status Parameters
2.3.1. Assessment of Total Antioxidant Capacity of Serum

Adequately diluted blood serums were used for all analyses. Spectrofluorometric and
spectrophotometric measurements were conducted in 96-well plates using a Victor X3 plate
reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). ORAC assay was conducted according to the
method of Ou and co-workers [14], which measures free radical oxidation of a fluorescent
probe through the change in its fluorescence intensity. It is run to completion and the
dynamic change in fluorescence of the probe over time is accounted for by calculating the
area under the fluorescence decay curve (AUC). It compares the extent of the fluorescence
quenching induced by the sample/standard/blank solution and considers both the inhi-
bition degree and inhibition time, which is considered a methodological improvement.
Fluorescence measurements were made at an excitation wavelength of 485 nm and an
emission wavelength of 530 nm. Trolox was used for designing the calibration curves by
plotting the AUC with corresponding Trolox concentrations. The results were expressed
as mg L~ of Trolox equivalents (TEs). A TEAC assay was performed according to the
procedure of Re and co-workers [15], which measures the decrease in the absorbance of
a preformed ABTS? solution in the presence of an antioxidant compound. The ABTS*
chromophore (blue/ green) is generated through the reaction between ABTS and potassium
persulfate. The decolorization of ABTS™* in the presence of an antioxidant, can be measured
at 734 nm, and the results were expressed as mg L1 TEs. The FC reducing capacity of
the serum was determined according to the method of Ainswort and Gillespie [16], which
relies on the transfer of electrons in alkaline medium from phenolic compounds to phos-
phomolybdic/phosphotungstic acid complexes, which are determined spectroscopically
at 765 nm. Results were expressed as mg L1 of gallic acid equivalents (GAE). The FRAP
method [17] measures ferric to ferrous ion reduction in the presence of antioxidants at low
pH, causing the formation of a ferrous-tripyridyl-triazine complex that can be measured
spectrophotometrically at 593 nm. The obtained results are expressed as pumol L~ TEs.
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2.3.2. Assessment of the Activity of the Endogenous Antioxidant System

GSH was determined by the modified method of Machado and Soares [18], which
measures the formation of the fluorescent complex between monochlorbimane and GSH
that can be monitored at an excitation wavelength of 355 nm and an emission wavelength
of 460 nm. Results were expressed as pmol L~1. SOD activity was measured by using a
19160 SOD determination kit (Sigma-Aldrich St. Louis, M1, USA). This method measures
the inhibition activity of SOD that can be monitored as a decrease in absorbance of a
water-soluble formazan dye formed in the presence of the superoxide anion at 440 nm.
Relative SOD activity is presented as % of absorbance inhibition (measured at 440 nm).

2.3.3. Assessment of Lipid Peroxidation

The determination of MDA was based on the method by [19] with a few modifications.
The method is based on the reaction of thiobarbituric acid (TBA) and MDA. MDA under
acidic conditions reacts with TBA in a ratio of 1:2, whereby a red pigment is formed, the
absorbance of which is measured at 532 nm. 1,1,3,3 tetraethoxypropane has been used as
the standard for the preparation of the calibration curve, and the obtained results were
expressed as pmol L1,

2.4. Analysis of Dietary Characteristics and Calculation of Diet Quality Indexes

Semiquantitative FFQ used for the assessment of dietary characteristics was de-
signed as a 192-item questionnaire with one month as the reference period of intake.
Itincluded questions on the frequency of consumption and the approximate amount of
100 dietary items listed, and additional queries about supplementation used and eating
habits. The questionnaire was constructed as a modification of a previously published
questionnaire [20] regarding serving sizes and the national specificity of foods. The study
participants filled out the FFQ (with the help of a research team member if necessary).
Average daily food intake was calculated for each participant based on the data reported in
the FFQ. Dietary intake for selected nutrients was calculated using national food composi-
tion tables [21] and serving sizes according to USDA Dietary Guidelines for Americans,
2020-2025 [22].

The quality of dietary habits of participants was estimated by the calculation of specific
indexes: the Diet Quality Index-International (DQI-I) that serves as a composite measure of
general diet quality created to evaluate the healthfulness of a diet; and an index evaluating
the compatibility of dietary habits to the concepts of the Mediterranean diet: Mediterranean
Diet Quality Index (Med-DQI). For the DQI-I the defined score range is 0-100, where
100 indicates the highest quality of nutrition. The DQI-I focuses on four quality character-
istics of a diet: variety (overall food group variety and within-group variety for protein),
adequacy (vegetable, fruit and grain group; dietary fibre, protein, Fe, Ca and vitamin
C), moderation (total fat, saturated fat, cholesterol, sodium and empty calorie foods) and
overall balance (macronutrient ratio and fatty acid ratio) [23].

For the calculation of this index olive oil was added as particular category (with a
score increasing with a lower intake, as opposed to cholesterol or saturated fat intake). The
Protein intake category is divided into meat and fish intake (with intake of fish having an
opposite gradient to meat). For the Med-DQI, every nutrient or food group is assigned
three scores (0, 1 and 2) depending on either recommended guidelines or (where there
was no specific recommendation for item) by dividing the population’s consumption into
tertials. The total Med-DQI for each subject is calculated by summing all scores. The best
Med-DQI has a score of 0. Scores between 1 and 4 were considered as good; scores between
5 and 7 as medium to good; scores between 8 and 10 as under medium to poor; and scores
between 11 and 13 as poor [24,25].

2.5. Statistical Analysis
GraphPad Prism Version 8.4.3 (GraphPad Software LLC, San Diego, CA, USA) and
MedCalc statistical software ver.14.8.1.0. (MedCalc Software Lcd., Ostend, Belgium) were
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used for statistical analysis. Results were presented as medians and interquartile ranges.

For numerical variables nonparametric statistical tests were used (since the number of
patients per group was rather low (1 < 50)). To identify between-group differences either
a Wilcoxon’s paired-rank test or a Mann-Whitney’s test was used. Comparison of binary
outcomes was made by 2 x 2 tabulation and a risk ratio (RR), 95% confidence intervals
(CIs), and p-values were calculated.

3. Results
3.1. The Baseline Characteristics of the Participants

A total of 100 female patients were included to this study and were allocated to placebo
and intervention group in a 1:1 ratio. A total of 41 participants in the intervention group
and 48 participants in the placebo group finished the study; the remaining patients (n = 11)
reported that they did not finish the study due to personal reasons.

The baseline characteristics of the study groups are presented in Table 1. Different
lifestyle and selected diet characteristics that might have an impact on the antioxidant
status of the participants were compared between the two arms. A complete list of diet
characteristics of the study participants assessed by FFQ analysis is presented in Table S2.

Table 1. Baseline characteristics of placebo and intervention groups.

Placebo Group (# =48)  Intervention Group (1 = 41) i

Lifestyle characteristics
Age (years) 37 (28-46) 43 (34-47) 0.082

Cigarette smoking *

(cigarettes per day) . 8 033

Compliance *

(returned tablets) 35 28 0.405

Diet characteristics **

Energy (kcal) 3104 (19374249) 3530 (2015-4404) 0.374

Fruits (servings per week) 2.78 (1.90-5.45) 3.66 (1.56-5.88) 0.365
Veegetables (servings per week) 3.49(2.214.67) 4.17 (2.83-5.86) 0.252
Animal protein (g/day) 40.61 (24.33-62.90) 36.05(23.29-54.07) 0.315
Meat (servings per week) 3.95(2.25-7.37) 4.20 (2.54-7.24) 0.558
Red meat (servings per week) 2.66 (0.00-14.36) 4.05 (0.00-33.76) 0.852
Fat(g) 167.9 (99.7-252.5) 190.6 (103.6-293.8) 0.176

Saturated fat (g) 53.4 (29.6-85.5) 69.75 (34.26-103.7) 0.202
Cholesterol (mg) 290.4 (178.3-473.4) 291.6 (188.8-422.4) 0.809
Vitamin C (mg) 199.3 (139.0-302.4) 175.7 (95.91-321.1) 0.570
Vitamin E (mg) 21.44 (12.5-44.4) 33.61(17.17-48.06) 0.262
Carotenoids (mg) * 7.58 (4.54-15.0) 14.43 (6.363-18.65) 0.064
DQI-T**# 63.55 (57.4-67.7) 63.64 (55.00-68.79) 0.308
Med-DQI *+* 9.00 (7.25-10.0) 9.00 (7.00-10.00) 0516

Results are expressed as the medians (interquartile range); tested by Wilcoxon’s paired-rank test. * Results are
expressed as numbers; tested by Fisher’s exact test. ** Results are expressed as average daily intake. * Sum of
beta carotene, Lutein, zeaxanthin and lycopene. *** Calculated using the data obtained by semiquantitative FFQ.
DQI-I: Diet Quality Index-International; Med-DQI: Mediterranean Diet Quality Index. Part of the presented data
that has been previously published [11] is written in italics.

As presented in Table 1, there were no significant differences in baseline characteristics
or diet between the placebo and intervention groups. The age of participants, and the
percentage of smokers in the two study groups were similar (p = 0.082 and p = 0.332,
respectively). The percentage of smokers in the placebo and the intervention group was
29.2% and 19.5%, respectively). Compliance was assessed based on the number of returned
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unused capsules after a 3-month supplementation period and was high in both groups
(80.6% and 84.4%, respectively).

Dietary characteristics relevant for antioxidant status and lipid profile were compared
between the two groups of patients: intake of fruit and vegetables, vitamin C, vitamin E
and carotenoids (as antioxidant, protective factors); intake of energy, meat, red meat,
animal protein, saturated fat, unsaturated fat, and cholesterol (as factors that could possibly
contribute to oxidative stress and dyslipidemia). General compliance of participants’
dietary habits with general dietary guidelines or principles of the Mediterranean diet
(quantified and expressed as the DQI-I and Med-DQ)], respectively) has been compared
between the groups. The analysis showed that there were no statistically significant
differences between the placebo and intervention groups regarding any of the observed
diet characteristics. Additional details on the intake of nutrients of study participants are
presented in Table S2.

3.2. Impact of ALA Supplementation on Oxidative and Lipid Status Paranteters

Impact of ALA supplementation on oxidative status parameters has been investi-
gated previously in diabetic patients [26,27], patients with multiple sclerosis [28] and
non-alcoholic liver disease [29] and patients on hemodialysis [30,31]. Obtained results
varied significantly, depending on the oxidative stress marker and the significance of
the observed effect (some studies showed significant impact of supplementation, others
did not).

This investigation focused on serum total antioxidant capacity (TEAC, ORAC, FRAP
and FC reducing potential), activity of antioxidant enzymes (SOD), status of endogenous
antioxidants (GSH) and lipid peroxidation markers (MDA) of patients with LSILs after
3 months of ALA supplementation. Values between the placebo and the treated groups
were compared at the initial visit and the 3-month follow-up visit and are presented in
Table 2. The differences between the placebo and the treated group at the initial and the
3-month follow-up visits are presented in Table 3.

Table 2. Study outcomes at the initial visit and the 3-month follow-up (placebo vs. intervention).

Placebo (n = 48) Intervention (n = 41) i Placebo (n = 48) Intervention (i = 41) P

initial measurement 3-month follow-up measurement
MDA (umol L) 0.566 (0.373-0.819) 0.604 (0.444-1.011) 0.151 0.546 (0.346-1.072) 0.617 (0.462-1.13) 0.472
FRAP (umol L~! TE) 395.5 (336.2-445.1) 398.3 (360.9-449.1) 0.381 403.9 (345.0-462.8) 3927 (374.6-428.8) 0.768
SOD (inhibition (%)) 58.35 (51.64-64.16) 59.21 (54.23-66.31) 0.180 5945 (52.15-63.89) 59.43 (53.15-64.12) 0.348
ORAC (mg L' TE) 5471 (4583-6295) 4741 (3600-6447) 0.488 4759 (3978-6310) 5222 (4145-6119) 0.184
TEAC (mg L~! TE) 2967 (272.1-328.5) 3227 (282.5-352.8) 0.048 299.7 (273.4-326.0) 321.9 (298.3-351.0) 0.003
FC (mg L~'GAE) 1316 (1181-1426) 1028 (697.3-1289) 0.005 1310 (1164-1454) 1157 (710.3-1291) 0.047
GSH (umol L) 4833 (44.54-54.60) 47.19 (44.21-51.63) 0.389 48 46 (45.37-54.29) 4572 (42.04-50.57) 0.050
CHO (mmol L) 5.295 (4.658-6.110) 5.190 (4.680-6.220) 0.502 5.240 (4.753-6.083) 5.690 (5.225-6.650) 0.057
LDL (mmol L) 3.160 (2.473-3.700) 2.890 (2.600-3.895) 0712 3.115(2.543-3.668) 3.460 (2.840-4.080) 0.033
HDL (mmol L) 1.400 (1.270-1.633) 1.420 (1.185-1.740) 0.941 1.435 (1.200-1.620) 1.450 (1.235-1.890) 0.118
TG (mmol L) 1.120 (0.850-1.785) 1.260 (0.795-1.945) 0.320 1.040 (0.843-1.750) 1.180 (0.820-2.050) 0.402

Results are expressed as medians (interquartile range). Tested by Wilcoxon's paired-rank test. * Comparing
placebo and treated group of patients at mitial visit. ** Comparing placebo and treated group of patients at the
3-month follow-up visit. MDA—malondialdehyde content; FRAP—ferric reducing power; SOD—superoxide
dismutase activity; ORAC—oxygen radical absorbance capacity; TEAC—Trolox equivalent antioxidant activity;
FC—Folin-Ciocalteu reducing capacity; GSH—reduced glutathione; CHO—total cholesterol; LDL—low-density
lipoproteins; HDL—high density lipoproteins; and TG—triglycerides.

Changes in other anthropometric and biochemical parameters in the placebo and
intervention groups are presented in Table 53.
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Table 3. Changes in study outcomes between the initial and the 3-month follow-up appointments.

Placebo Initial Pl“;f"l’l‘; :: ﬁ‘;‘“h pe Intervention Initial '“'"";:ﬁ?;_tr““m pe

MDA (umol L-1) 0.566 (0.373-0.819) 0,546 (0.346-1.072) 0.420 0.604 (0444 1.011) 0617 (0.462-1.13) 0327
FRAP (umol L-' TE)  395.5(336.2.4451) 4039 (345.0-462.8) 0207 398.3 (360.9-449.1) 392.7 (374.6-425.8) 0972
SOD (inhibition (%)) 5835 (51646416)  59.45 (52.15-63.89) 0.875 59.21 (54.23-66.31) 59.43 (53.15-64.12) 0291
ORAC (mg L' TE) 5471 (4583-6295) 14759 (3975-6310) 0.264 14741 (3600-6447) 5222 (4145-6119) 0.226
TEAC (mgl-'TE)  2967(27213285) 2997 (273.4.326.0) 0593 3227 (282.5-352.8) 321.9 (298.3-351.0) 0.581
FC (mg L' GAE) 1316 (1181-1426) 1310 (1164-1454) 0.99 1028 (697.3-1289) 1157 (710.3-1291) 0.888
GSH (umol L) 48.33 (44.54-54.60) 48.46 (45.37-54.29) 0.703 47.19 (44.21-51.63) 45.72 (42.04-50.57) 0411
CHO (mmol L) 5295 (4658 6.110) 5240 (4753 6.083) 0941 5.190 (4.680-6.220) 5.690 (5.2256.650) 0.001
LDL (mmol L) 3160(2473-3700)  3.115(2543-3.668) 0277 2,890 (2.600-3.895) 3,460 (2.840-4.080) 0.006
HDL (mmol L-1) 1400(1270-1633)  1.435(1.200-1.620) 0.020 1.420 (1.185-1740) 1.450 (1.235-1.890) 0.002
TGC (mamol L) 1120(0850-1785) 1,040 (0.843-1750) 0301 1260 (0.795-1945) 1.180 (0.820-2.050) 0447

Results are expressed as medians (interquartile range). Tested by Wilcoxon’s paired-rank test. * Comparing
placebo at initial visit and after a 3-month treatment. ** Comparing treated group at initial visit and after a
3-month treatment. MDA—malondialdehyde content; FRAP—ferric reducing power; SOD—superoxide dis-
mutase activity; ORAC—oxygen radical absorbance capacity; TEAC—Trolox equivalent antioxidant activity;
FC—Folin-Ciocalteu reducing capacity; GSH—reduced glutathione; CHO—total cholesterol; LDL—low-density
lipoproteins; HDL—high density lipoproteins; and TG—triglycerides.

As presented in Table 2, at the initial measurement there were no significant differences
between medians of MDA levels (p = 0.151), FRAP (p = 0.381), SOD (p = 0.180), ORAC
(p = 0.488), or GSH (p = 0.389) in the placebo and the intervention groups; TEAC was
significantly higher (p = 0.048) and FC reducing capacity was significantly lower in the
intervention group (p = 0.005). After the 3 months of supplementation the situation
remained unchanged except for the GSH levels that were now significantly lower in the
intervention group compared to the placebo (p = 0.050). However, the apparent decrease
of GSH values that was observed in the ALA-supplemented group after 3 months of
supplementation was found to be statistically insignificant (p = 0.411). Moreover, as
presented in Table 3, none of the monitored oxidative status parameters were significantly
changed, neither in the placebo nor in the intervention groups.

Diet characteristics can play a significant role in modulating the overall effectiveness of
antioxidant supplements [32] by influencing the baseline host antioxidant status or through
specific nutrient interactions—influencing the bicavailability of supplemental antioxidants
or resulting in synergistic/antagonistic reactions. Therefore, a subgroup analysis was
conducted to compare the ALA effectiveness in subgroups of patients with high (>11)
and low (<7) Med-DQI (indicating low and high degree of adherence to Mediterranean
dietary patterns). The Med-DQI was chosen because it quantifies the levels of adherence
to the Mediterranean diet and dietary diversity, which are known to contribute to lower
antioxidant and inflammation biomarkers [33-35].

Subgroup analysis showed that the effects of antioxidant supplementation on oxida-
tive status biomarkers might be significantly affected by the patient’s dietary characteristics.
As presented in Figure 2, in the subgroup of patients with higher levels of compatibility
with Mediterranean dietary patterns (Med-DQI < 7) supplementation with ALA showed
positive effects on SOD activity (it prevented the decrease in SOD activity that was ob-
served in the placebo group). This was not observed in the in the remaining patients
(Med-DQI > 7).

Impact of ALA on lipid parameters has been investigated to some extent with most
available studies focused on patients with metabolic diseases showing that ALA might exert
mild lipid lowering properties [6]. Considering ALA could provide clinically significant
benefits in other indications not primarily associated with disturbances of the lipid profile
(such as LSILs), it is of great importance to investigate its effect on lipid parameters in
metabolically healthy patients. To investigate the effect of ALA supplementation on lipid
parameters, LDL, HDL, TG and CHO values were investigated (Tables 2 and 3).

163



Antioxidants 2023, 12, 1670

90f15

SOD activity (%)

LDL (mmol/L)

Med-DQI<7

before intervention

100 ~ MedDQI>7

. X before intervention after intervention
after intervention

80

60

]

|

p=0.175

iy

p=0.031" 20+ p=0678

404

p=0.361

o

-

T T T T
PLACEBO INTERVENTION PLACEBO INTERVENTION

p=0.022*

T T T
PLACEBO INTERVENTION PLACEBO INTERVENTION

@ ®)

Figure 2. SOD activity in the subgroups of patients with Med-DQI < 7 (a) and Med-DQI > 7 (b) before
and after ALA supplementation. Data are presented as medians (min to max values). Tested by
Mann-Whitney test. * The observed difference is statistically significant (p < 0.05). SOD—superoxide
dismutase activity; Med-DQI—Mediterranean Diet Quality Index.

As presented in Table 2, initially there were no significant differences in lipid pa-
rameters between the placebo and intervention groups. However, after 3 months, the
supplementation LDL levels in the intervention group were significantly higher compared
to the placebo group (p = 0.033). Table 3 shows that during the 3-month supplementa-
tion period, CHO and LDL levels of the placebo group remained unchanged, while in
the intervention group they increased from 5.19 to 5.69 (p = 0.001) and from 2.89 to 3.46
(p = 0.006). The obtained results are not consistent with the results of other authors who
showed that ALA either decreased LDL or showed no significant effect [6]; however,
those data were mostly obtained in studies focusing on patients with metabolic diseases
and hyperlipidemia.

To test our hypothesis that ALA could have different effects on LDL levels depending
on the initial lipid status, we conducted subgroup analyses focusing specifically on partici-
pants with hypercholesterolemia (LDL > 3 mmol L Hand specifically on normolipemic
patients (LDL < 3.00 mmol L~1). The obtained results are presented in Figure 3.

p=0.003*

=

LDL (mmol/L)

)

f;%% .| == 'T'%

before o before
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INTERVENTION (n=19)
PLACEBO (n=20) INTERVENTION (n=22)

(a) (b)

Figure 3. Impact of ALA supplementation on LDL status in subgroups of patients with hyperlipi-
demia (LDL > 3 mmol L) (a); and normolipemic patients (b). Data are presented as medians (min
to max values). Tested by Wilcoxon’s paired-rank test. * Difference is statistically significant (p < 0.05).

In patients with hyperlipidemia supplementation with ALA resulted in a very small
but statistically significant decrease in LDL values (the median decreased from 3.95 to
3.89 mmol L—1; p = 0.049); however, a more pronounced effect has been observed in the
placebo group (with a decrease from 3.76 to 3.54 mmol T p = 0.022). This might be
explained by a possible positive modification of dietary and lifestyle habits of the patients
upon recruitment into the dietary clinical study (despite clear instruction that dietary
habits and lifestyle should not be changed during the study), which has been noted in the
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literature [36]. In the subgroup of patients with normal LDL levels, a significant increase
in LDL levels was observed in the intervention but not in the placebo group (median
increased from 4.01 to 4.07 mmol L™ 1; p = 0.003), which confirms our hypothesis that the
effect of ALA supplementation on lipid status might be affected by the initial lipid status of
the patient.

4. Discussion
4.1. Dietary Characteristics of Participants

Patient response to antioxidant supplementation is in great part conditioned by his
general dietary habits and nutritional intake of antioxidants. For this purpose, it was
important to investigate if dietary habits of the participants included in this study are
comparable to the general population. As presented in Table 51, participants’ diets were
characterized with high median energy intake (3160 kcal), high medians of fat and sat-
urated fat intake (186 g and 62.2 g, respectively), low medians of polyunsaturated fatty
acid (PUFA)/saturated fatty acid (SF) and monounsaturated fatty acid (MUFA)/SF ratio
(0.85 and 0.93, respectively). The intake of red meat was in line with recommendations
(2.92 portions per week), but the intake of fish, fruits and vegetables were significantly
lower, particularly for fish (0.54, 3.54 and 3.71 servings per week, respectively). Generally,
it can be concluded that the participants of this study consumed a Western-type diet char-
acterized with low DQI-I and Med-DQI (63.5 (out of 100) and 9 (categorized as medium to
poor), respectively). This was reflected in the low intake of vitamins and minerals. While
the intake of vitamin C, B-complex (except folate), vitamin E and vitamin A were above
recommendations in >75% of patients, intake of vitamin D and folate was problematic
and adequate intake was observed in only 3% and 38% of study participants, respectively.
Among minerals, intake of Fe and Ca was particularly problematic and only a minor-
ity of patients had adequate intake (35% and 42%, respectively). Intake of sodium was
higher than recommended in 28% of participants and intake of potassium was lower than
recommended in 70% of participants.

Because this study has been conducted on women only, and due to the lack of precise
data for nutritional habits in Bosnia and Herzegovina or surrounding countries, it was
hard to assess if dietary habits of study participants are comparable to average habits of
the general population. The obtained data were therefore compared to the dietary habits
of women in eastern and central European countries, which were investigated previously
in the frameworks of the HAPIEE study [37]. General dietary characteristics regarding
nutritional quality, food group, energy and average micronutrient intakes were comparable;
intake of fat, saturated fat and dietary fibers were somewhat higher in our study.

4.2. Impact of ALA Supplementation on Oxidative Status Parameters

Even though ALA has been recognized primarily as a potent antioxidant that exerts
its action through different various direct and indirect mechanisms [1], our results showed
that its application did not result in the significant change in any of the observed oxidative
status parameters.

Clinical data obtained by other authors are scarce and inconsistent. Derosa and co-
authors [26] showed that supplements containing 600 mg of ALA significantly reduced
MDA levels and increased activities of SOD and GSH levels in diabetic patients after
3 months of supplementation. They observed a decrease in inflammation markers in the
intervention group which is consistent with our previously published results [11]. Khalili
and co-authors [27] found that SOD activity, glutathione peroxidase activity and MDA
levels were not affected by consumption of 1200 mg of ALA for 3 months in patients
with multiple sclerosis; however, TEAC values were positively affected. In patients with
non-alcoholic liver disease 3 months of supplementation with 1200 mg of ALA significantly
decreased MDA levels and increased the total antioxidant capacity of serum while other
oxidative status parameters remained unaffected by ALA supplementation [28]. In patients
with renal disease on hemodialysis, supplementation with ALA did not affect oxidative
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status parameters [30,31]. In the pilot study by Huang and Gitelman [27], ALA was not an
effective treatment for decreasing oxidative damage in adolescents with type 1 diabetes.

Inconsistencies in results obtained by various authors can be explained, in part, by
differences in baseline characteristics of participants—pathologies, metabolic status, age,
sex, supplementation protocols (600 mg vs. 1200 mg) or composition of tested supplements.
For example, Derosa and co-workers [26] tested a multicomponent formulation, none of
the studies included information about ALA isomer ratios in the tested formulations, etc.

Additionally, this study has been conducted exclusively on women which might
have influenced the obtained results. Recent publications [38—40] have shown that the
steady state redox status can differ significantly between men and women, showing higher
antioxidant status in women, at least partially because of estrogen, even though the impact
of other factors, such as age, diet, or smoking, seem to be of greater relevance. The impact
of gender on the response to antioxidant supplementation has been investigated in two
smaller studies indicating no significant differences in the responses between men and
women [40,41].

It is important to emphasize that even though diet plays a significant role in modulat-
ing the overall effectiveness of antioxidant supplements [32], none of the above-mentioned
studies investigated the diet characteristics of the participants and took those data into
account when discussing study results. It was our assumption that the most important
aspect of diet to be associated with the patient’s response to antioxidant supplementation
would be dietary intake of antioxidants, and the diet quality index that primarily considers
this aspect of nutrition is the Med-DQI. Results of the conducted subgroup analysis based
on the Med-DQI showed that supplementation with ALA positively affected SOD activity
(Figure 2). This observation can be explained by the fact that ALA increases the gene
expression of the primary antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD) which
can be monitored as the increase in activity in the serum [42]. In our study the effect
was visible only in the subgroup of female patients with a high degree of adherence to a
Mediterranean-type diet. A possible explanation of the obtained results is that in the state
of higher oxidative stress increased SOD expression does not result in increased serum
activity because SOD is being extensively used in cellular oxidative reactions. Contrary to
that, high dietary intake of other antioxidants that reduce the formation of ROS (including
superoxide anion) decreases the depletion of SOD so that the effect of ALA on SOD serum
activity is visible and significant.

4.3. Tmpact of ALA Supplementation on Lipid Parameters

The obtained results pointing out a mild hyperlipidemic effect of ALA supplementa-
tion are partially inconsistent with the results obtained by other authors. Lipid-reducing
properties of ALA have been proven in numerous studies, but due to heterogenicity of
the studied populations and dosing regimens (400-1200 mg/day) it is hard to estimate its
actual clinical effectiveness in hypercholesterolemia. A meta-analysis by Haghighatdoost
and Hariri [6] showed that ALA may significantly decrease total CHO, LDL and TG levels
but that the results obtained so far are contradictory and more research is needed to draw
more specific conclusions. A more recent meta-analysis [43] found that the observed effects
of ALA in diabetic patients were not clinically significant.

As mentioned previously, most of the available research has been focused on pa-
tients with metabolic diseases with pronounced dyslipidemia while our study focused
on metabolically healthy patients which might have contributed to the observed lack of a
hypocholesterolemic effect of ALA. The conducted subgroup analysis (Figure 3) revealed
that the effect of ALA supplementation in patients with hyperlipidemia causes a slight, but
statistically significant, decrease in LDL levels which is consistent with the results of other
studies [6]. On the contrary, supplementation of patients with normal LDL levels led to
significantly increased LDL levels, which has not been shown before (to our knowledge).

Additionally, since this study was conducted in exclusively female patients, gender-
related differences might have contributed to differences of our results compared to the
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other available research. Namely, to our knowledge, the impact of ALA on lipid parameters
has not been investigated in exclusively female patients. According to Ordovas and
co-workers [44] women may be less responsive to dietary intervention in terms of LDL
cholesterol lowering. Additionally, men and women respond differently to statin therapy
and the observed effects have not been thoroughly investigated. They are assumed to
include multiple mechanism differences in therapy adherence, gene polymorphisms or
hormonal differences [45,46] that might also be involved in the regulation of responses to
ALA supplementation.

The observed effect of ALA supplementation is related to its mechanism of lipid-
lowering action which has not been totally elucidated. The mechanism is thought to be
multifactorial—ALA is probably capable of initiating LDL receptor synthesis in the liver
which in turn increases the uptake of cholesterol back to the hepatic system and increases
synthesis of apoprotein A component [47]. A possible impact on lipoprotein lipase activity
and inhibition of HMG-CoA reductase have also been suggested [48,49]. It is possible
to hypothesize that the lipid-lowering effects of ALA can only be manifested in patients
with a certain level of disfunction regarding the lipid metabolism and that it depends
on the initial lipid status of the patients. This hypothesis is partially backed up by the
conclusions of several clinical studies conducted in normolipemic patients or patients with
a lower degree dyslipidemia. For example, Gosselin and co-authors [50] showed that
ALA is not effective in modulating serum lipids in prediabetic patients, and [annuzzo and
co-authors [51] showed that ALA had no effect on body weight and blood lipid levels in
(mainly normolipemic) schizophrenic subjects. Further studies are necessary to elucidate
the exact mechanisms of the lipid-lowering effects of ALA and the importance of initial
lipid status and dosing regimen on the clinical effects of supplementation.

5. Conclusions

The results of the conducted trial demonstrate that monitored oxidative stress biomark-
ers of patients with a LSIL diagnosis and adherence to a typical western-style diet are not
significantly affected by 3 months of supplementation with 600 mg of ALA. Subgroup anal-
ysis showed that the impact of ALA supplementation on oxidative status parameters might
be significantly affected by the diet quality of the participants, particularly by the degree
of compliance to a Mediterranean dietary pattern. Unexpectedly, ALA supplementation
resulted with a small but statistically significant increase in LDL and CHO levels, indicating
that the lipid-lowering effect of ALA observed in some studies might depend on the initial
lipid status of the participants (which has been confirmed by post-hoc subgroup analysis).

The obtained results contribute significantly to the current knowledge on the pos-
sibilities and limitations of the utilization of ALA as a dietary supplement and provide
additional insight into the possible mechanisms of actions. Larger studies are necessary,
that will enable a more comprehensive investigation of significant confounding factors.
Additionally, having in mind the relatively low and variable bioavailability of ALA, the
impact of supplementation of ALA levels/status should be monitored and considered
when interpreting the obtained data.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article /10.3390/ antiox12091670/s1. Figure S1: CONSORT 2010 Flow Dia-
gram; Table S1: CONSORT 2010 checklist of information to include when reporting a randomized
trial*; Table 52: Diet characteristics of study participants as assessed by semiquantitative Food Fre-
quency Questionnaire (FFQ); Table S3: Changes in other anthropological and biochemical markers
between the initial and the 3-month follow-up appointment in placebo and intervention groups.
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UCINKOVITOST SUPLEMENTACIJE A-LIPOICNOM KISELINOM KOD
PREMALIGNIH PROMJENA VRATA MATERNICE

Anja Divkovi¢

SAZETAK

Premaligne lezije vrata maternice etioloski su vezane uz infekciju humanim papiloma virusom
(HPV) 1 posljedican razvoj upale i oksidativnog stresa zbog Cega bi se antioksidansi mogli
smatrati u¢inkovitim protiv progresije skvamozne intraepitelne lezije niskog stupnja (engl. low
grade SIL, LSIL). Recentna istrazivanja pokazuju da je a-lipoi¢na kiselina (ALA) jedan od
najpotentnijih prirodnih antioksidanasa s jo§ uvijek ograni¢enom terapijskom primjenom u
lijeCenju bolesti povezanih s upalom i oksidativnim stresom. Cilj ove randomizirane, dvostruko
slijepe placebom kontrolirane studije je istraziti u¢inkovitost suplementacije ALA-om (600
mg/dne) na regresiju LSIL-a na uzorku od 100 pacijentica te dobiti §iri uvid u terapijski
potencijal i mehanizme djelovanja ALA-e na oksidativni stres, upalne biljege i parametre
lipidnog statusa. Prisutnost LSIL-a utvrdena je nakon citoloSkog probira, kolposkopskog
pregleda i ciljane biopsije te histoloske potvrde citolosko-kolposkopske dijagnoze. Parametri
oksidativnog stresa, upale, lipidnog statusa i prisustvo HPV-a su utvrdeni standardnim
laboratorijskim metodama. Prehrambene i Zzivotne navike istrazene su koriStenjem
standardiziranog i validiranog semikvantitativnog upitnika o konzumiranju hrane i pic¢a (engl.
Food Frequency Questionnaire, FFQ). Dobiveni rezultati pokazali su da je suplementacija
ALA-om znatno reducirala broj pacijentica s citoloskim abnormalnostima niskog stupnja u
odnosu na pacijentice koje su uzimale placebo. Uzimajuc¢i u obzir dobivenu razinu znac¢ajnosti
(p < 0,001), prezentirani rezultati upucuju da kratkoro¢na suplementacija ALA-om pokazuje
klinicki znacajan ucinak na cervikalnu citologiju. Intervencija nije imala znacajan utjecaj na
parametre antioksidativnog statusa iako je antioksidativni kapacitet seruma (Trolox

ekvivalentni antioksidativni u¢inak (engl. Trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC),
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kapacitet vezanja kisikovih radikala (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC) i
Folin-Ciocalteu redukcijski potencijal (engl. Folin-Ciocalteu, FC)) bio poveéan nakon
suplementacije kod odredenih podskupina pacijentica u ovisnosti o njihovom unosu
antioksidanasa hranom. Utjecaj suplementacije ALA-om na lipemiju ovisio je o inicijalnom
lipidnom statusu pacijentica. Buduce studije bi trebale biti usmjerene na istraZivanje
ucinkovitosti dugorocnije terapije ALA-om (duze od 3 mjeseca) te ukljuciti i pacijentice s
visokim stupnjem SIL-a. Takoder bi se trebale usmjeriti na istraZivanje inovativnih formulacija
ALA-e s povecanom bioraspoloZzivosc¢u, te na istrazivanje sinergistickih uc¢inaka modificiranog

zivotnog stila i suplementacije ALA-om.
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SUMMARY

Precancerous lesions of the cervix are etiologically related to human papilloma virus (HPV)
infection and consequential development of inflammation and oxidative stress, which is why
antioxidants might be considered effective against progression of low-grade squamous
intraepithelial lesion (LSIL). Recent investigations show that a-lipoic acid (ALA) is one of the
most potent natural antioxidants with (still) limited therapeutic application in treatment of
diseases related to inflammation and oxidative stress. This randomized, double-blind, placebo-
controlled study aimed to investigate the effectiveness of ALA supplementation (600 mg/day)
on the regression of LSIL in a sample of 100 patients and to gain a broader insight into
therapeutic potential and mechanisms of action of ALA on oxidative stress, inflammatory
markers and lipid status parameters. The presence of LSIL was determined after the cytological
screening, colposcopic examination and targeted biopsy, as well as histological confirmation
of cytological-colposcopic diagnosis. Parameters of oxidative stress, inflammation, lipid status
and the presence of HPV were determined by standard laboratory methods. Dietary and lifestyle
habits were investigated using a standardized and validated semi-quantitative food
questionnaire (FFQ). Obtained results showed that ALA supplementation significantly reduced
the proportion of patients with low-grade cytological abnormalities, in comparison to placebo.
Given the obtained level of significance (p < 0.001), the presented results indicate that short-
term ALA supplementation shows a clinically significant effect on cervical cytology.
Intervention did not have a significant influence on oxidative stress parameters although certain
indicators of antioxidant status were increased after supplementation in particular subgroups of

patients, depending on their dietary antioxidant intake. Influence of ALA supplementation on
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lipemia depended on initial lipid status of patients. Future studies should focus on the
investigation of effectiveness of long-term therapies (> 3 months) and also include patients with
high-grade SIL; investigation of innovative formulations of ALA that might induce
bioavailability and the investigation of synergistic effects of lifestyle modifications and ALA

supplementation.
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