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Parametar COX-2 (CX-294) COX-2 (SP21) 4-HNE-PA (HNEJ-2) 
Primarno 

 

1) 
za detalje2) detalje3) 

Primarna 
lokalizacija 

Membransko (bazolateralno) Citoplazmatsko Citoplazmatsko 

Dodatne 
lokalizacije 

Citoplazmatsko/perijezgreno 
(> 1%) 

Jezgreni pozitivitet ( 3 
pozitivne jezgre u 
analiziranom epitelu pri 

 

stanica 

Bodovanje 
primarna 
lokalizacija 

0 = negativno 
1B = Membransko 
(bazolateralno) 
1L = Membransko (luminalno) 
2 = Citoplazmatsko/ 
perijezgreno 

0 = vrlo slabo 
1 = slabo homogeno 

srednje/jako 
3 = srednje/jako 
homogeno 

1 = vrlo slabo 
2 = slabo 
homogeno 

 

Bodovanje 
dodatna 
lokalizacija 

- Jezgre: 
pozitivne/negativne 

Vakuole: 0 = nema 
1 = slabo 

 

 
Jedna varijabla: 
0, 1B, 1L, 2 
 

Dvije varijable 
Citoplazma (0-3) + jezgre 
(da/ne) 

Dvije varijable 
Citoplazma (1-3) + 
vakuole (0-2) 

 
kontrola 
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Utjecaj 4-HNE na migracijsku sposobnost AGS stanica procijenjen je metodom testa ogrebotine, koji se 

-

nog monosloja. Nakon adherencije i postizanja 

-

kontrolne stanice ostavljene netretirane. Nakon tretmana, medij je uklonjen, a stanice su inkubirane s 

mitomicinom C (Mitomycin C; Sigma-

mediju bez seruma tijekom 2 sata radi inhibicije proliferacije, kako bi se migracija stanica mogla 

procijeniti neovisno o njihovoj proliferativnoj aktivnosti. U svakom monosloju stanica napravljen je 

linearni zarez sterilnim vrhom pipete. Stanice su potom isprane fosfatnim puferom (PBS) radi 

snimljene su neposredno nakon stv

PHI, Sweden). Migracija stanica kvantificirana je 

analizom primjenom Holomonitor App Suite 4.0.2. ogrebotine 

(engl. gap width cell-covered area

stanica (engl. cell-free area
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 (%), koja je dodatno normalizirana na 

 

ofotografija 

e replike unutar istog eksperimentalnog uvjeta. Dinamika migracije 

procijenjena je kroz vremenski tijek promjena normalizirane vrijednosti , kao i 

krivulje (engl. area under the curve

 

  

 

  

 statistiku te regresijsko 

modeliranje, a  (127)
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engl. 

interquartile range, 

analizirane su analizom varijance (engl. analysis of variance, ANOVA) ili Kruskal-Wallisovim testom 

kada pretpostavke normalne raspodjele nisu bile zadovoljene. Monotoni trendovi kontinuiranih 

varijabli kroz stadije Correa kaskade procijenjeni su Jonckheere-Terpstra testom, uz primjenu 

permutacijskog pristupa (nperm = 10 000) zbog prisutnosti vezanih vrijednosti i manjih poduzoraka. 

U  su Wilcoxonovim testom. Za 

-

-normalno raspodijeljenih varijabli 

procijenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije rangova. 

pairwise deletion), dok su za apsolutni broj neutrofila i limfocita 

kaskade

 omjer

 

-

(Cramerov V i epsilon- -

(Holm ili Benjamini-

p-vrijednosti su procijenjene Monte Carlo simulacijom. Povezanost imunohistokemijskih biomarkera s 

-  i laboratorijskim parametrima procijenjena je Spearmanovom rang-korelacijom za 

kontinuirane i ordinalne varijable, 

-vrijednosti su korigirane 

Benjamini- (engl. false discovery rate, FDR). 

-  parametara i stadija bolesti te procjene njihove potencijalne uloge u 

avljao je model 

susjednih kategorija (engl. adjacent-category logit model) 

kaskadu, uz primjenu metode redukcije pristranosti zbog parcijalne separacije podataka. Radi provjere 

informacijskim kriterijima (engl. Akaike information criterion, AIC; Bayesian information criterion, BIC), 
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logaritamskoj funkciji vjerodostojnosti i McFaddenovu pseudo-koeficijentu determinacije. Dodatno je 

analiziran trostupanjski prikaz progresije bolesti istim pristupom. Za procjenu rizika malignog ishoda 

 (128). 

Diskriminacijska sposobnost binarnog modela procijenjena je analizom krivulje 

osjetljivosti klasifikatora (engl. receiver operating characteristic, ROC) 

krivulje (engl. area under the curve, AUC) DeLong metodom uz 95 % interval pouzdanosti, dok je 

(kalibracij  

intervale pouzdanosti. 

-  modelom (LMM) s koncentracijom kao 

-hoc usporedbe 

koncentracija s kontrolom provedene Dunnettovim kontrastima uz Holm korekciju. Polumaksimalna 

- engl. 

four-parameter log-logistic model, 4PL). Analiza produkcije reaktivnih kisikovih vrsta provedena je 

type 

III analysis of variance) i Satterthwaiteovom aproksimacijom stupnjeva slobode. Rezultati su prikazani 

 Dodatno, 

tno stanje (0 

Kao 

 

primjenom Kruskal Wallisova testa, uz post hoc Dunnovu analizu s Holmovom korekcijom za 

testiranja.
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Tablica 3.  
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Tablica 23. Procjena polumaksimalne inhibitorne koncentracije (IC50) 4-HNE primjenom 4-

parametarskog log-  
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Metoda / primjena Reagens  
 10 % neutralno puferirani formalin BioGnost, Zagreb, Hrvatska  

Parafin za uklapanje tkiva   
 Sigma-Aldrich, Merck KGaA, 

  
Eosin Y solution 0.5% aqueous Sigma-Aldrich, Merck KGaA, 

 
Imunohistokemijska 
analiza 

EnVision FLEX Peroxidase-Blocking 
Reagent 

Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, SAD  

Target Retrieval Solution, High pH Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, SAD  

EnVision FLEX Antibody Diluent Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, SAD  

EnVision FLEX/HRP Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, SAD  

EnVision FLEX DAB+ Chromogen Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, SAD  

EnVision FLEX Hematoxylin Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, SAD  

Phosphate-buffered saline (PBS) Grammol, Zagreb, Hrvatska  
Protutijelo na COX-2 (klon CX-294; 1:100) Dako, Agilent Technologies, 

Glostrup, Danska  
Protutijelo na COX-2 (klon SP21; 1:200) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, SAD  
Protutijelo na 4-HNE-proteinske adukte 
(klon HNEJ-2; 1:350) 

Abcam, Cambridge, UK 

 
Protutijelo na Helicobacter pylori (B0471; 
1:150) 

Dako, Agilent Technologies, 
Glostrup, Danska 

 (DMEM) 
Gibco, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, SAD  

 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD 
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Phosphate-buffered saline (PBS) Grammol, Zagreb, Hrvatska  
Tripsin-EDTA 1 % Kemika, Zagreb, Hrvatska  
Tripansko modrilo (Trypan Blue) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD 

 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijev bromid (MTT) 

Sigma-  

 
Dimetil sulfoksid (DMSO) Supelco, Merck, Darmstadt, 

 
Analiza oksidacijskog 
stresa (ROS) 

-diklorodihidrofluorescein diacetat 
(DCFH-DA) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD 

Test migracije stanica 
(scratch test) 

Mitomycin C Sigma-  
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