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Rezime/ Izvod iz teze

Uvod: Gusta inflamatorna celijska infiltracija i vaskularizacija nazalne sluzokoze su
histoloske karakteristike hroni¢nog rinosinuzitisa (CRS). Remodelovanje tkiva ukljucuje
hipertrofiju respiratornog epitela, zadebljanje bazalne membrane, izrazen stromalni edem
pracen fibrozom i gust inflamatorni infiltrat. Sinonazalna polipoza je hroni¢na
inflamatorna bolest sluzokoze nosa 1 paranazalnih Supljina u kojoj dominira T2 imuni
odgovor, koji dovodi do oStecenja nazalne i sinusne sluzokoze posredovanog

eozinofilima.

Ciljevi istrazivanja:

1. Na osnovu rezultata patohistoloske 1 imunohistohemijske analize uporediti 1 procijeniti
stepen povezanosti intenziteta inflamatorne infiltracije epitela 1 subepitela i
vaskularizacije subepitela, kod pacijenata sa razli¢itim formama hroni¢nog rinosinuzitisa
u odnosu na zdrave ispitanike.

2. Procijeniti nivo korelacije imunohistohemijskih i klini¢kih parametara koji ukazuju na

stepen prosirenosti hroni¢nog zapaljenja.

Metodologija: Istrazivanje predstavlja prospektivnu studiju presjeka, kojom su
obuhvacena devedeset 1 Cetiri ispitanika, sprovedenu u skladu sa Helsinskom
deklaracijom. Istrazivanje je sprovedeno je u Klinici za otorinolaringologiju 1 Institutu za

patologiju Vojnomedicinske akademije u Beogradu, u periodu od marta 2020 do oktobra



2022 godine. Protokol 1 metode studije su odobreni odlukom Etickog komiteta
Vojnomedicinske akademije u Beogradu (IRB odobrenje br. 21/2022), kao 1 odlukom
Komiteta za medicinsku etiku 1 bioetiku Medicinskog fakulteta Univerzita Crne Gore (
odluka broj 381/2 od 04.03.2022. godine). Svi ispitanici koji su studijom obuhvaceni su
prethodno dali pisani informativni pristanak. Istrazivanjem su obuhvaceni pacijenti kod
kojih je dijagnostikovan hroni¢ni rinosinuzitis u skladu sa Evropskim pozicionim
dokumentom o rinosinuzitisu 1 nazalnim polipima (EPOS) 2020. Svi ispitanici su hirurski
lijeCeni u Klinici za otorinolaringologiju Vojnomedicinske akademije u Beogradu u
periodu trajanja studije. Studija je obuhvatila trideset i tri pacijenta koji su imali CRS sa
nazalnom polipozom bez osetljivosti na aspirin (CRSwWNP), dvadeset pacijenata sa
nazalnom polipozom, koja je dio patoloskog supstrata u okviru respiratorne bolesti
izazvane aspirinom (AERD) i deset pacijenata koji su imali CRS bez polipoze (CRSsNP),
a koji su indikovani za hirursko lijeCenje. Kontrolnu grupu ¢inio je trideset 1 jedan
ispitanik bez inflamacije sluznice nosa i paranazalnih Supljina, indikovan za hirursko
lijeCenje pneumatizovane srednje nosne Skoljke. Svi pacijenti su bili klinicki ocjenjeni
prije operacije za nazalne simptome, kvalitet zivota i nalaz pregleda paranazalnih Supljina
kompjuterizovanom tomografijom. Uzorci sinonazalnih polipa i nazalne sluzokoze svih
pacijenta 1 ispitanika ukljuenih u studiju su imunohistohemijski obojeni na marker

infiltracije eozinofila BMK13 i markere angiogeneze CD31 1 CD34.

Rezultati: Pacijenti sa AERD su imali najveci nivo imunoekspresije za BMK13. Najjaci
obrazac bojenja CD34 pronaden je u grupi sa AERD, a najvisi nivo ekspresije za CD31
u CRSwWNP grupi. Pronasli smo pozitivnu korelaciju izmedu BMK 13, naru$enog kvaliteta
zivota 1 radioloski procijenjenog stepena bolesti kod pacijenata sa CRSwWNP. Osim kod
pacijenata sa CRSsNP, nije pronadena korelacija izmedu markera eozinofilije tkiva i
markera vaskularne proliferacije. Sve tri grupe pacijenata sa CRS su pokazale znacajnu
statisticku razliku u vrijednostima ispitivanih imunohistohemijskih markera: CD31 (p <
0,05); CD34 (p <0,01); BMKI13 (p <0,001). Imunorekativnost za CD31 1 CD34 nije
bila u potpunosti odsutna ni kod jednog ispitanika. Odnos izmedu imunohistohemijskih
markera 1 rezultata klinickih parametara pacijenata ukljucenih u ovu studiju pokazao je
umjerenu pozitivnu korelaciju izmedu BMK13 1 SNOT-22 (rs = 0,46) 1 izmedu BMK13
1 LMS (rs = 0,58) u grupi CRSWNP . U grupi CRSsNP, grani¢na statistiCka znacajnost u



korelaciji je prikazana samo za CD31 i1 BMK13, koji su pokazali umerenu pozitivnu
korelaciju (rs = 0,65). Pokazano je da LMS korelira sa VAS 1 SNOT-22 u grupama
pacijenata sa CRSWNP (rs=0,53; rs=0,58) 1 AERD (rs=0,55; rs = 0,6) . Kod kontrolnih
subjekata smo pronasli pozitivnu korelaciju izmedu SNOT-221 VAS (rs=0,77) 1 izmedu
CD311CD34 (rs=0,47)

Zakljuéci: Pacijenti sa AERD fenotipom imaju najveci stepen stromalne eozinofilne
infiltracije 1 endotelne proliferacije u poredenje sa drugim fenotipovima CRS. Marker
infiltracije eozinofila BMK13 pokazuje znacajniju korelaciju sa klinickim parametrima
CRSu poredenju sa markerima vaskularne proliferacije. Znacaj ovogistrazivanja je fokus
na analizi korelacije gustine eozinofilnog inflmamatornog infiltrata 1 intenziteta
vaskularizacije strome u okviru hroni¢nog rinosinuzitisa. Markeri angiogeneze CD31 i
CD34 su znacajno vise ispoljeni u sluznici pacijenata sa AERD i CRSwWNP u odnosu na
pacijente sa CRSsNP 1 zdrave ispitanike. Posebno je ispitivan AERD u morfoloskom
smislu, kao zaseban entitet medu oboljelima od hroni¢nog rinosinuzitisa, iako nije
dokazano postojanje korelacije izmedu markera eozinofilne infiltracije 1 vaskularne

proliferacije u lamini propriji kod pacijenata sa sinonazalnom polipozom.

Kljucne reci: endotel; eozinofili, imunohistohemija; upala; nazalna polipoza; hroni¢ni
sinuzitis; AERD.
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Abstract/ Thesis Overview:

Introduction: Dense inflammatory cell infiltration and vascularization of the nasal
service are the histological features of chronic rhinosinusitis (CRS). Tissue remodeling
includes hypertrophy of the respiratory epithelium, thickening of the basement
membrane, pronounced stromal edema followed by fibrosis and a dense inflammatory
infiltrate. Sinonasal polyposis is a chronic inflammatory disease of the mucous membrane
of the nose and paranasal cavities in which the T2 immune response predominates,
leading to damage to the nasal and sinus services mediated by eosinophils.

Aims:

1. Based on the results of pathohistological and immunohistochemical analysis, compare
and evaluate the degree of connection between the intensity of inflammatory infiltration
of the epithelium and subepithelium (lamina propria) and vascularization of the
subepithelium in patients with various forms of chronic rhinosinusitis compared to
healthy subjects.

2. Assess the level of correlation of immunohistochemical and clinical parameters that

indicate the extent of chronic inflammation.

Methods: The research is a prospective cross-sectional study, which included ninety-four
patients, conducted in accordance with the Helsinki Declaration. The research was
conducted at the Clinic for Otorhinolaryngology and the Institute of Pathology of the
Military Medical Academy in Belgrade, in the period from March 2020 to October 2022.

The study protocol and methods were approved by the decision of the Ethics Committee



of the Military Medical Academy in Belgrade (IRB approval no. 21/2022), as well as by
the decision of the Committee for Medical Ethics and Bioethics of the Faculty of
Medicine at the University of Montenegro (decision no. 381/2 of 03.04.2022) . All
subjects included in the study gave written informed consent beforehand. The research
included patients who were diagnosed with chronic rhinosinusitis in accordance with the
European Position Document on Rhinosinusitis and Nasal Polyps (EPOS) 2020. All
subjects were surgically treated at the Otorhinolaryngology Clinic of the Military Medical
Academy in Belgrade during the study period. The study included 33 patients who had
CRS with aspirin-unresponsive nasal polyposis (CRSwNP), 20 patients with nasal
polyposis as part of aspirin-induced respiratory disease (AERD), and 10 patients who had
CRS without polyposis (CRSsNP), indicated for surgical treatment. The control group
consisted of 31 subjects without inflammation of the nasal mucosa and paranasal cavities
indicated for surgical treatment of pneumatized middle nasal concha. All patients were
clinically evaluated before surgery for nasal symptoms, quality of life, outcome and
findings of paranasal cavity examination by computed tomography. Samples of sinonasal
polyps and nasal mucosa of all patients and subjects included in the study were
immunohistochemically stained for eosinophil infiltration marker BMKI13 and

angiogenesis markers CD31 and CD34.

Results: Patients with AERD had the highest level of immunoexpression for BMK13.
The strongest CD34 staining pattern was found in the AERD group, the highest
expression level for CD31 in the CRSvNP group. We found a positive correlation
between BMK13, impaired quality of life and radiologically assessed degree of disease
in patients with CRSvNP. Except for patients with CRSsNP, no correlation was found
between markers of tissue eosinophilia and markers of vascular proliferation. All three
groups of patients with CRS showed a significant statistical difference in the values of
the examined immunohistochemical markers: CD31 (p <0.05); CD34 (p <0.01); BMK13
(p<0.001). Immunoreactivity for CD31 and CD34 was not fully matched in any subject.
The relationship between immunohistochemical markers and the results of clinical
parameters of the patients included in this study showed a moderate positive correlation
between BMK13 and SNOT-22 (rs = 0.46) and between BMK13 and LMS (rs = 0.58) in
the CRSVNP group. In the CRSsNP group, borderline statistical significance in the



correlation was shown only for CD31 and BMK13, which showed a moderate positive
correlation (rs = 0.65). LMS was shown to correlate with VAS and SNOT-22 in CRSvNP
(rs=0.53; rs = 0.58) and AERD (rs = 0.55; rs = 0.6) patient groups. In control subjects,
we found a positive correlation between SNOT-22 and VAS (rs = 0.77) and between
CD31 and CD34 (rs=0.47)

Conclusion: Patients with AERD phenotype have the highest degree of stromal
eosinophilic infiltration and endothelial proliferation compared to other CRS phenotypes.
The eosinophil infiltration marker BMK13 shows a significant correlation with the
clinical parameters of CRS compared to markers of vascular proliferation. The
significance of this research is the focus on the correlation analysis of the density of
eosinophilic inflammatory infiltrate and the intensity of vascularization of the stroma in
chronic rhinosinusitis. Angiogenesis markers CD31 and CD34 were significantly more
expressed in the mucosa of patients with AERD and CRSwNP compared to patients with
CRSsNP and healthy subjects. AERD was specifically examined in a morphological
sense, as a separate entity among patients with chronic rhinosinusitis, although the
existence of a correlation between markers of eosinophilic infiltration and vascular

proliferation in the lamina propria in patients with sinonasal polyposis was not proven..

Keywords: endothelium; eosinophils; immunohistochemistry;, inflammation; nasal

polyposis; chronic sinusitis; AERD.

Scientific field: Medicine
The branch of scientific field: clinical anatomy, otorhinolaryngology
UDC number:



PREDGOVOR

Hroni¢ni rinosinuzitis (CRS) predstavlja samoobnavljaju¢u inflamaciju uzrokovanu
disfunkcijom izmedu agenasa zivotne sredine i imunog sistema domacina. Patogenezu
CRS wuzrokuju patogeni 1 Stetni agensi spoljasnje sredine, koji pokrec¢u viSestruke
imunoloske mehanizme 1 dovode do remodelovanja epitela. CRS je heterogena grupa
oboljenja sluznice nosa 1 paranazalnih Supljina i moze se podijeliti na CRS sa nazalnim
polipima (CRSwNP) 1 hroni¢ni rinosinuzitis bez nosnih polipa (CRSsNP) u zavisnosti od
endoskopski uocenog prisustva nazalnih polipa u srednjem nosnom hodniku. Tri glavna
inflamatorna endotipa, tip 1, tip 2 i tip 3, mogu se naci i u CRSWNP i u CRSsNP
fenotipovima. HistoloSka karakteristika eozinofilnog CRS (ECRS) je eozinofilna
infiltracija. ECRS je povezan sa tezom klini¢kom slikom, povecanim komorbiditetom i
vecom stopom recidiva, kao i sa prisustvom gustog, nazalnog sekreta. Eozinofili su
multipotentne efektorske celije koje omogucavaju odbranu domacina od patogena, kao i
kod alergijskih 1 nealergijskih inflamatornih bolesti. Eozinofili stupaju u interakciju sa
Staphilococcus aureus, stafilokoknim enterotoksinom B 1 gljivama, koji su prisutni u
tkivu pacijenata sa CRS. Ove interakcije aktiviraju Th2 imuni odgovor u sinonazalnoj
sluznici i1 podsti¢u lokalnu inflamaciju. Aktivirani eozinofili su otkriveni ne samou tkivu,
veC 1 u sekretu sinonazalne sluznice.

Respiratornu bolest pogorsanu nesteroidnim antiinflamatornim lijekovima (NSAIL)
(AERD) karakterise hroni¢na eozinofilna inflamacija respiratornog trakta kod pacijenata
sa astmom 1/ili hroni¢nim rinosinuzitisom (CRS), pracena nazalnim polipima (NP) kao i
preosetljivoscu na NSAIL, ukljucujuci aspirin. Patofiziologija AERD kao endotipa astme
podrazumijeva disregulaciju metabolizma arahidonske kiseline (AA), kao 1 hroni¢nu,
ekstenzivnu, eozinofilnu inflamaciju tipa 2. AERD karakteriSe hroni¢na upala sa
disbalansom eikozanoida, visokim nivoom inflamatornih medijatora kao $to su cistenil
leukotrijeni (CisLTs) i prostaglandin D2 (PGD2), aktivacijom mastocita, trombocita i
urodenih limfoidnih ¢elija (ILC2).

Remodelovanje tkiva koje ukljucuje, izmedu ostalog, inflamatorni infiltrat i
neovaskularizaciju nazalne 1 sinusne sluzokoze je dio patogeneze hroni¢nog

rinosinuzitisa (CRS). Cilj ovog istrazivanja bio je da se klini¢kim parametrima procijeni



povezanost infiltracije eozinofila 1 angiogeneze u stromi nazalnih polipa (NP)/sluzokoze
nosa 1 sinusa, sa klini¢kim parametrima kod pacijenata sa razli¢itim fenotipovima CRS,
kao1 kod ispitanika bez inflamacije nazalne sluzokoze.

Studija koja je osnov doktorske disertacije je istrazivala povezanost izmedu eozinofilne
infiltracije 1 proliferacije endotela u sluznici nosa/sinusa kod pacijenata sa tri razlicita
klinicka fenotipa CRS. Takode smo zeljeli da ispitamo da li je AERD poseban entitet
unutar CRS-a sa formiranjem NP, prema njegovim histoloskim karakteristikama vezanim

za angiogenezu 1 eozinofilnu infiltraciju.
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1. UVOD

1.1 Hronic¢ni rinosinuzitis

Pojam nazalne polipoze se pominje po prvi put u Egipatskoj literaturi , oko 2000 godina
prije nove ere. "Sushruta Samhita" je najstariji poznati hirurski tekst, koji detaljno opisuje
pregled, dijagnozu, lijeCenje kao i procedure iz oblasti plasticne hirurgije, ukljucujuci
estetsku hirurgiju 1 rinoplastiku. Rekonstrukcije nosne piramide su primjenjivane nakon
amputacije koja se sprovodila kao kazna za zlo¢in. "Sushruta Samhita" je prevedena na
arapski jezik u 8. vijeku, Hesler je preveo na latinski, Velurs na njemacki jezik, a na
engleski Hoernl. 1910. godine Kaviraj Bhishagharatna je objavio izdanje na engleskom,
a novije izdanje je izdato 1963. [1]. Tako je Sushruta prvi uveo hirurske procedure iz
oblasti rinohirurgije, u oblasti rinologije veca paznja i prostor dat je Hipokratu, koji je
proucio 1 dokumentovao podatke koji se odnose na patologiju iz oblasti
otorinolaringologije, traumu , infekcije u oblasti rinologije, kao i nazalnu polipozu. Metod
ekstrakcije, odnosno ekstirpacije polipa pomocu sundera, koji je opisao i primjenjivao
Hipokrat, krajem 19. vijeka koristili su pojedini rinolozi poput Voltolinija [2]. Kao
etioloski faktor za nastanak polipoze, u ranom sedamnaestom vijeku smatrala se lokalna
trauma [3]. Boehaave je 1774 godine prvi put pretpostavio da nazalni polipi vode
porijeklo do nazalne sluznice 1 sluznice paranazalnih Supljina. Billroth je 1843 godine
postavio tezu da su nazalni polipi hipertroficna sinonazalna mukoza, obzirom da epitel
koji prekriva povrSinu polipa u ve¢em dijelu histoloski odgovara epitelu sluznice
paranazalnih Supljina. Vizualizacija promjena nazalne sluznice predstavljala je izazov i
ogranicenje sve do 1829 godine kada je Benjamin Guy Babington prvi put upotrebio
ravna 1 konusna ogledala, da bi usmjerio dnevnu svjetlost u prostor usne duplje i
omogucio pregled zdrijela. Alfred Kirstein je prvi put upotrebio vjestacki izvor svjetla.
Nosni spekulum kao osnovni instrument za pregled nosne duplje u razli¢itim formama
se koristio jos od doba Hipokrata.

1993. godine Kern i Shenck su dosli do rezultata da je sinolazalna polipoza prisutna kod
25,9% pacijenata oboljelih od alergijskog rinitisa, dok je 3,9% pacijenta koji nemaju

alergijski rinitis bolovalo od sinonazalne polipoze. Sinonazalna polipoza je



multifaktorijalna bolest, Cijju osnovu ¢ini hroni¢na inflamacija, Cesto udruzena sa
anatomskim 1 genetskim abnormalnostima. Polipoza koju karakteriSe masivni edem
sluznice krajnja je manifestacija inflamacije sluznice u nosnoj Supljini pri emu se
formiraju tvorevine sluznice koje su na peteljci ili su sesilne [4].

Hroni¢ni rinosinuzitis se definiSe kao zapaljenje sluzokoze nosa i paranazalnih sinusa,
karakterisano sa dva ili viSe simptoma, medu kojima su osjecaj zapuSenosti nosa i
sekrecija iz nosa, osjecaj bola ili pritiska u predjelu lica, smanjenje ili gubitak osjecaja
mirisa, i/ ili endoskopski nalaz polipa u nosu sa ili bez prisustva sluzavo-gnojnog sekreta
u srednjem nosnom hodniku i/ili promjene na nalazu kompjuterizovane tomografije, koje
pokazuju otok sluzokoze ostiomeatalnog kompleksa i /ili zasjencenjanja Supljina
paranazalnih sinusa, u periodu duzem od dvanaest nedjelja [5].

Hroni¢ni rinosinuzitis je dijagnostikovan kod 5% do 12% svjetske populacije [6].
Inflamacija sluznice je prisutna i odrzava se uz prisustvo komorbiditeta $to su astma,
preosjetljivost na nesteroidne antiinflamatorne lijekove, alergijski gljivi¢ni sinuzitis. U
odnosu na tip imunoloskog odgovora razlikuje se vise klinickih fenotipova. Hroni¢ni
rinosinuzitis sa nazalnim polipima predstavlja entitet gdje dominira T2 tip imunoloskog
odgovora, dok hroni¢ni rinosinuzitis bez nazalne polipoze predstavlja fenotip
dominantnog T1 tipa imunoloskog odgovora. Sinonazalna sluznica je mjesto susreta
organizma sa razli¢itim faktorima spoljasnje sredine, patogenima i alergenima. Brojni
patogeni koji stupaju u kontakt sa sinonazalnom sluznicom, stimuliSu imuni sistem
domacina i na taj naCin zapocinju obnavljajuéi proces inflamacije u okviru hroni¢nog
rinosinuzitisa. Osim faktora spoljasnje sredine, inicijatori inflamacije poticu i do samog
organizma domacina. Etioloski faktori domacdina su genetska predispozija, koja
podrazumijeva oboljenja, koja u okviru klini€énog sindroma podrazumijevaju i prisusutvo
sinonazalane polipoze. Primjer je cisticna fibroza, autozomno recesivno oboljenje,
udruzeno sa mutacijom CFTR gena u regionu q31, hromozoma 7. Kod 32% do 44%
oboljelih , manifestuje se sinonazalna polipoza u okviru hroni¢nog rinosinuzitisa [7].
Anatomske varijacije struktura nosnog kavuma, koje dovode do kompromitovane
aeracije, poslijedi¢ne hipoksije i inflamacije su devijacija nosne pregrade, koja je najcesca
1 pneumatizacija nosnih $koljki, dominantno srednjih. Urodeni imunitet Cine epitelna
barijera, Celije mukoze - makrofagi, dendriticne celije, mastociti, cirkuliSu fagociti-

monociti i neutrofili, urodene limfoidne celije, NK celije, kao i sistem komplementa.



Urodeni imunitet omogucava fagocitozu, aktivaciju komplementa za identifikaciju 1
uklanjanje bakterija, komplekse antitijela, identifikaciju i uklanjanje Stetnih agenasa
spoljasnje sredine 1 aktiviranje ste€enog imunog odgovora [8].

Staphilococcus aureus je patogen koji Cesto kolonizuje sluznicu nosa. Prisustvo IgE
antitijela na enterotoksine 4 i B Staphilococcus aureus u tkivu nosnih polipa svrstava ih
u etioloske faktore. Osim kao estracelularni patogen, S. aureus je dokazan u epitelnim
¢elijama nazalne sluznice, miofibroblastima, CD45- pozitivnim fagocitima, kao i u tkivu
polipa pacijenta preosjetljivih na aspirin. Marrack i1 Kappler su 1990 godine kategorisali
enterotoksine S. aureusa kao superantigene [9]. U pitanju su proteini koji izazivaju
inflamatornu reakciju uslijed aktivacije T 1 B limfocita. Enterotoksini S. aureusa ( SEB)
narusavaju integritet epitelnih celija inhibirajuci ekspresiju proteina zonule occludens
(ZO). SEB aktivira toll-like receptor (TLR 2) sto rezultira ekspresijom IL-6, IL-8,
indukuje reaktivne vrste kiseonika, koji narusavaju integritet epitelnih ¢elija. Inflamacija
indukovana oslobodenim citokinima dovodi do degranulacije eozinofila i lokalizovane
eozinofilne inflamacije [10]. Tkivo nazalnih polipa koje je pozitivno na IgE specifican za
stafilokokne enterotoksine ( SAE- Ig-E), ima veée koncentracije eozinofila, eotaksina i
IL-5. Prisustvo superantigena ELISA-om su dokazali Seiberling i saradnici, koji su otkrili
uobicajene stafilokokne toksine (stafilokokni enterotoksin A [SEA], SEB, SEC1- SEC3,
SED, toksin sindroma toksi¢nog Soka [TSST]-1) kod 48% pacijenata sa polipozom i kod
7,7% pacijenata oboljelih od hroni¢nog rinosinuzitisa bez sinonazalne polipoze [10].
Stafilokokni enterotoksin B (SEB) moze direktno stimulisati T celije da proizvode
citokine tipa 2 (IL-5 1 IL-13) i time indukovati eozinofilnu inflamaciju. Mast Celije su
prisutne u epitelu 1 submukozi tkiva polipa. Oslobadanjem proteaza, citokina i lipidnih
medijatora inflamacije ucestvuju u patogenezi hroni¢nog rinosinuzitisa. Njihova
aktivacija je omogucena receptorima za prepoznavanje obrazaca ( PRR), prilikom susreta
sa patogenima [11].

PRR su komponente urodenog imunog sistema, koje su izrazene na celijama imunog
sistema ukljucujuci i epitelne celije disajnih puteva (EPC). PRR mogu prepoznati
strukture zajednicke mnogim patogenima, poznate kao molekularni obrasci povezani sa
patogenom (PAMP), kao i molekularni obrasci povezani sa oStecenjem (DAMP), koji su
endogeni signali proizvedeni kao odgovor na ostecenje celije ili stres. Nakon $to

prepoznaju ove obrasce, PRR mogu pokrenuti urodeni imuni odgovor [12].



Gljive stimuliSu imuni odgovor domacina, §to ukazuje na njihovu ulogu u patogenezi
CRS. Prirodne celije ubice (NK) su limfoidne celije u perifernoj krvi koje oslobadaju
citokine i1 predstavljaju ranu fazu imunog odgovora protiv Aspergilusa. Aspergilus
Jfumigatus povecava luCenje inflamatornih citokina, kao sto su IFN-g, TNF-a [13]. Gljive
su sigurno etioloski faktor alergijskog gljivicnog rinosinuzitisa (AFRS). Alergijski
gljivicni rinosinuzitis karakteriSe preosetljivost tipal, nazalna polipoza, eozinofilni
sekret, prisustvo neinvazivnih gljivica u lumenu paranazalnih Supljina [14]. Alergijski
gljivicni  rinosinuzitis (AFRS) predstavlja podgrupu eozinofilnog gljivicnog
rinosinuzitisa 1 podrazumijeva pacijente koji imaju pozitivan PRICK test ili Ig E antitijela
na gljivice. Osim patogena, u faktore spoljasnje sredine spadaju i proteinski molekuli koji
se ponasaju kao alergeni ili su to supstance koje su prisutne kao zagadivaci u spoljasnjoj

sredini.
1.2 Inflamacija u okviru hroni¢nog rinosinuzitisa

Hroni¢na inflamacija sluznice je poslijedica disfunkcije faktora okruzenja i imunog
sistema oboljelog. Nosna Supljina je prekrivena razliCitim vrstama epitela u zavisnosti
od lokalizacije. Predio vestibuluma nosa prekriva plocasto slojeviti epitel sa orozavanjem,
ispod kojeg se nalaze fibrozna i1 kolagena vlakna dermisa sa pripadaju¢im zlijezdama.
Ostali dio zidova nosne Supljine osim gornje nosne $koljke, gornjeg dijela nosne pregrade,
krova nosne duplje i gornjeg dijela unutrasnje strane srednje nosne Skoljke prekriva
pseudoslojeviti cilindri¢ni epitel sa trepljama. Submukoza je gradena od vezivnog tkiva
bogatog krvnim sudovima, koji u vidu venskih sinusoida razdvajaju seromucinozne
zlijezde. Osim nervnih vlakana prisustni su makrofagi, fibroblasti, limfociti, plazmociti
1 oezinofili. U vezivnom tkivu podluznice nalaze se i1 seromukozne zlijezde [15].
Subepitelni kapilari su fenestrirani u cilju laksSeg transporta tecnosti. Limfoidno tkivo
specificno za nazalnu sluznicu nalazi se u vidu nakupina limfoidnih ¢eilija, koje nije na
taj naGin izrazeno u sluznici paranazalnih Supljina. Celije limfoidnog tkiva su
predstavljene B i T limfocitima, magrofagima, neutrofilima, eozinofilima i mast ¢elijama.
Olfaktivnu regiju koja obuhvata krov nosne duplje, gornju nosnu skoljku i gornji dio
nosne pregrade, prekriva olfaktorni epitel koji ¢ine bipolarni neuroni- olfaktivne Celije,

od kojih polaze aksoni, koji prolazeé¢i kroz bazalnu membranu se udruzuju sa aksonima



ostalih olfaktornih neurona formirajuci filla olfactoria, koji se prolaskom kroz kribroznu
laminu etmoidalne kosti zavrSavaju u bulbus olfactorius. Na apikalnom kraju olfaktorne
celije nalaze se cilije koje nose receptore za miris. Brojne su potporne Celije olfaktornog
epitela koje su ukljuene u procese sekrecije i apsorpcije. Bazalne celije se diferenciraju
u olfaktorne 1 potporne. Laminu propriju €ini rastresito vezivno tkivo u kojem su prisutne
tubulo acinusne zlijezde [16]. Prisustvo lipofuscina daje olfaktornom epitelu zuto-smedu
boju. Mukozni sekret i produkt tubulo-alveoralnih Bowmanovih Zzlijezda—lizozim,
proteini 1 IgA omogucavaju rastvaranje mirisnih partikula. Respiratorni epitel se nalazi
na bazalnoj membrani (BM), koju Cine bazalna lamina sastavljena iz kolagena tip IV i
laminina tip V. Retikularni dio bazalne membrane je nastao od sloja fibroblasta koji se
nalaze ispod. Miofibroblasti nastaju iz fibroblasta i karakteriSe ih aktin glatkih miSic¢a
[17]. Iznad retikularnog dijela nalazi se lamina densa, a povr$nije same epitelne cCelije
[18]. Bazalna membrana omogucava migraciju inflamatornih ¢elija. Lamina propria
sadrzi serozne 1 mukozne zlijezde, koje se nalaze ispod bazalne membrane i saCinjena je
od kolagena i polisaharida. Ekstracelularni matriks omogucava celijsku diferencijaciju,
migraciju 1 proliferaciju. Sluzokoza disajnih puteva je konstatno izlozena agensima
spoljasnje sredine i razliitim patogenima. Osnovni protektivni mehanizmi nazalne
sluznice su mukocilijarni transport, urodeni i steCeni imunitet, koji omogucavaju
eliminaciju patogena spoljasnje sredine. Submukozne zlijezde nosne sluznice produkuju
sekret bogat vodom, proteinima 1 peptidima kao §to su lizozim i laktoferin koji imaju
antimikrobni efekat [19]. U hroni¢nom rinosinuzitisu prisutna je povecana produkcija
mucina koji predstavlja glikozilirani protein. Vlaznost nazalne sluznice odrzava njenu
homeostazu i predstavlja zastitnu barijeru. Mali sadrzaj vode u nazalnom sekretu i
hipersekrecija prisutni su kod hroni¢ne inflamacije. Mucini su makromolekuli koji
formiraju gel fazu nazalnog sekreta i odreduju njegovu viskoznost. Sekretuju ih
submukozne Zzlijezde ili epitelne peharaste celije. Visok viskozitet korelira sa stepenom
infalamacije respiratornog epitela [12].

Najvazniji fizioloski odbrambeni mehanizam nazalne sluznice je mukocilijarni transport.
Koordinisano kretanje cilija obezbjeduje transport zadrzanih Cestica do nazofarinksa,
odakle se uklanjaju aktom gutanja. Cilindri¢ni trepljasti epitel nazalne sluznice je prvi put
opisan 1835 godine koris¢enjem svjetlosnog mikroskopa [20]. Svaka Celija sadrzi do 250

pokretnih cilija, Sirine 0,3 pm i duzine 5 pm, sa prisustvom karakteristicnih mitohondrija



u apikalnom dijelu citoplazme, a koje uz prisustvo brojnih proteina i enzima omogucavaju
pokretljivost cilija. Peharaste celije 1 submukozne Zlijezde obezbjeduju nazalni sekret.
Mukus je rastvor lipida i proteina koji se sastoji iz sol 1 gel faze. Gel faza se formira iznad
vodene sol faze, koja sadrzi jone natrijuma i hlora i omogucava kretanje cilija. Gel fazu
karakteriSu viskozitet i elasticnost koji omogucavaju zadrzavanje udahnutih Cestica i
patogena. Na osnovu saharinskog testa brzina mukocilijarnog transporta kod zdrave
osobe prosjecno iznosi 7-15 mm [21]. Nazalna sekrecija je kontrolisana sekrecijom
acetilholina, uglavnom preko holinergickih vlakana. Ekstracelularni stimulans dovodi do
egzostoze mucina, usmjeravajuci granule mucina do apikalne povrsine perharaste Celije.
Ekspanzija mucina se odvija brzo jer je u granulama kondenzovan, bogat jonima
kalcijuma. Nakon oslobadanja vezuje znacajnu koli¢inu vode i na taj na¢in uveéava svoju
koli¢inu. Epitel predstavlja snaznu zastitnu barijeru, kroz komplekse koji posreduju u
adheziji celija-celija. Apikalni tijesni spojevi (TJ), koje Cine okludini, klaudini i proteini
citosplazmatskog skeleta koji ih uCvrsCuju, zatvaraju paracelularni prostor. Tijesni
spojevi zajedno vezuju aktinski skelet susjednih celija i sastoje se E-kadherina i ¢lanova
porodice a-, b-, g-katenina. Dezmozomi obezbjeduju dodatnu adhezivnu snagu epitelu
tako Sto povezuju intermedijarne filamente sa transmembranskim adhezionim proteinima.
Ovi kompleksi obezbjeduju strukturni integritet epitela, reguliSu protok jona i malih
molekula i spreCavaju patogene, alergene i druge agense spoljasnje sredine da pristupe
submukoznom prostoru [16]. Nekoliko od ovih proteina takode uspostavlja polaritet
celije 1 pokrece bitne celijske funkcije kao S§to su proliferacija i diferencijacija,
omogucavajuéi vezu izmedu gubitka integriteta epitela i pokretanja osnovnih celijskih
funkcija neophodnih za regeneraciju. Narusavanje integriteta epitela uzrokuje izlaganje
alergenima, respiratornim virusima koji sadrze proteaze ili citokinima kao §to su
interleukin IL-13 [22]. Epitelne celije takode odrzavaju funkciju barijere kroz lucenje
enzima koji imaju protektivnu ulogu u odnosu na patoloske poslijedice prekomjerne
aktivnosti proteaza. Dodatni sloj odbrane obezbjeduje sekret koji produkuje epitel. Sekret
ukljucuje izluene mucine, glikoproteine visoke molekularne tezine koji zadrzavaju
Cestice 1 patogene. Ispod ovog sloja sluzi nalazi se pericilijarni sloj niskog viskoziteta koji
omogucava kretanje cilija 1 naknadnu eliminaciju patogena. Vaznost mukocilijarnog
klirensa za fiziologiju respiratornih organa je naglasena velikim brojem mutacija u

cilijarnom aparatu za koje je do sada poznato da uzrokuju primarnu cilijarnu diskineziju,



sa hroni¢nim rinosinuzitisom kao karakteristikom. Epitelne celije takode luce Sirok
spektar antimikrobnih supastanci. Lizozim je mali katjonski protein koji luce
submukozne zlijezde. Vezivanje lizozima za zidove bakterijskih celija olakSava
fagocitozu makrofaga. Najefikasniji je protiv gram-pozitivnih bakterija, ali takode djeluje
protiv gram-negativnih bakterija i gljivica. Lizozim proizvode submukozne zlijezde, koje
su manje prisutne u tkivu sinonazalnih polipa [23]. Laktoferin je u stanju da sprijeci rast
mikroba sakupljanjem gvozda, onemogucavajuci njegovu upotrebu od strane gram-
pozitivnih 1 gram-negativnih bakterija. Vezuje lipopolisaharide iz celijskog zida gram-
negativnih bakterija, inhibira ulazak RNK 1 DNK virusa u ¢elije domacina vezivanjem za
virusne receptore domacina [24]. Proteini kolektina (kolagen-lektin), kao §to su proteini
surfaktanta (SP-A 1 SP-D), C-reaktivni protein i lektin koji vezuje manozu, stupaju u
interakciju sa brojnim bakterijama disajnih puteva, mogu aktivirati komplement i ispoljiti
antimikrobna svojstva. Kolektini prepoznaju i vezuju se za lipopolisahide celijskih
membrana bakterija, preko svojih domena za vezivanje ugljenih hidrata zavisnih od
kalcijuma. Vitamin D smanjuje produkciju T2 citokina, IL-4, IL-511L-13, dok stimuliSe
oslobadanje IL-10. Derivati vitamina D, inhibicijom TNF-a inhibiraju sekreciju
matriksne metaloproteinaze-2 (MMP-2) i matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u
fibroblastima ukljuenim u genezu nazalnih polipa. Metabolit vitamina D 1,25 (OH)
2VD3 inhibira T1 i stimuli§e T2 imunski odgovor [25]. IL-37 proizvodi ljudska nazalna
sluzokoza pomocu kalikreina. Transkripcija gena IL-37 indukovana je vezivanjem
bioaktivnog oblika vitamina D za njegov receptor. Defenzini se direktno vezuju za viruse
1 na taj naCin onemogucavaju njihov ulazak u Celije domacina. A- i b-defenzin su
eksprimirani u sinonazalnom epitelu. Imaju antimikrobna dejstva protiv bakterija i
gljivica, kroz formiranje pora u bakterijskim i gljivicnim membranama [26]. Pojacana
fagocitoza je funkcija nekoliko drugih sekretornih proteina koje produkuju epitelne celije,
kao §to su surfaktantni proteini. Respiratorni epitel nije pasivna barijera, vec urodeni
imuni organ sa aktivnom ulogom u odbrani domacina. Ostecenje respiratornog epitela
dovodi do smanjene diferencijacije cilijarnih Celija, nepravilne funkcije cilija samog

epitela §to onemogucava transport i eliminaciju Stetnog agensa.



1.3 Remodelovanje nazalne sluznice u okviru hroni¢nog rinosinuzitisa

Eggstonov koncept etiologije nazalne polipoze podrazumijeva da se polipi formiraju
zahvaljujuc¢i vaskularnim promjenama sluznice koje su uzrokovane ponovljenim
zapaljenskim procesom koji dovodi do kongestije i otoka. Oko 20% pacijenta oboljenih
od hroni¢nog rinosinuzitisa boluje od sinonazalne polipoze. Astma, alergijski gljivi¢ni
sinuzitis, oezinofilni hroni¢ni rinosinuzitis, cisticna fibroza, Kartagenerov sindrom
(sinopulmonalna bolest, azoospermija, nazalna polipoza), Youngov sindrom, Churg-
Straussov sindrom (astma, eozinofilni vaskulitis), kao 1 preosjetljivost na nesteriodne
antiinflamatorne lijekove udruzena sa astmom — Samterov trijas (AERD) su stanja koja
su udruzena sa sinonazalnom polipozom. Sluznica etmoidalnih celija mjesto je
inflamatornog procesa i mjesto gdje se naj¢es¢e formiraju polipodne mase. 1940 godine
su imunohistohemijski dokazani eozinofili i limfociti u inflamatornom infiltratu nazalnih
polipa. Sluznicu polipa Cini respiratorni epitel sa poljima skvamozne metaplazije kao i
poljima zadebljanja bazalne membrane. Gustina submukoznih zlijezda je najveca u
predjelu samog ishodista polipa. Goblet zlijezde u okviru epitela i submukozne serozne i
mukozne zlijezde produkuju razliCite vrste mucina. Biofilm predstavlja trajne strukture
formirane od nakupina bakterija i njihovih polisaharida. Karakteristika im je rezistencija
na imuni odgovor organizma domacina, na fagocitozu, kao i na dejstvo antibiotika.
Razvoj hroni¢ne inflamacije u prisustvu biofilma polazi od aktuelne infekcije,
kolonizacije 1 razvoja rezistencije na antibiotike. Pseudomonas aeruginosa i
Staphylococcus aureus najCesce formiraju biofilm nazalne sluznice koji odrzava
inflamaciju, Cine¢i je ponavljaju¢om [27]. Neurotransmiteri i neuropepetidi uti€u na
luCenje nazalnog sekreta i frekvenciju kretanja cilija. Urodena cilijarna disfunkcija je
prisutna kod cisticne fibroze i primarane cilijarne diskinezije, dok je steCena
karakteristika hroni¢nog rinosinuzitisa. Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Aspergillus fumagatus i Pseudomonas aeruginosa
kompromituju mukocilijarni transport. U okviru hroni¢ne inflamacije dominira
izmijenjen mukocilijarni transport i funkcija epitelne barijere, sto dovodi do smanjene
eliminacije proinflamatornih supstanci, formiranja propustljive barijere sa eksudacijom
1 izrazenog imunog odgovora. Stimulisani imuni odgovor dovodi do povecanja

proizvodnje citokina, dominacije T-Celija u sluzokozi i infiltracije eozinofilima, §to



rezultira produzenom hroni¢nom inflamacijom. Remodelovanje tkiva je karakteristika
sinonazalne polipoze, pri c¢emu dominiraju promjene epitelnih Celija i smanjenje Celijske
adhezije. Epitelno-mezenhimalni prelaz (EMT) je transformacija epitelnih celija u
mezenhimske fenotipove pod specificnim fizioloSkim i patoloskim uslovima. Epitel je
fizicka 1 imunoloska barijera koja odrzava ravnotezu vode i elektrolita, uklanja,
razgraduje ili neutraliSe toksine i patogene spoljasnje sredine. Epitelne celije su
neophodne za urodeni imunitet na patogene. Imaju sposobnost da aktiviraju receptore za
prepoznavanje obrazaca ¢ime proizvode zastitne enzime, peptide, proteine, lipide i jone,
Cineci tako epitel sluzokoze efikasnom barijerom protiv patogena [28]. Do disfunkcije
epitelne barijere dovode defekti proteina tijesnog spoja, nedostatak zastitnih antiproteaza,
disregulacija sistema elektrolita i transporta vode. Rezultat ostec¢enja epitela je povecana
proizvodnja IL-25, IL-33 koja je poslijedica efekta proteaza i patogena. Inflamacija po
tipu T2 imunskog odgovora podrazumijeva poviSene vrijednosti IL-4, IL-5, IL-13,

eotaksin-1, eotaksin-2, eotaksin-3, eozinofilnog katjonskog proteina, monocitno

hemoatraktantnog proteina (MCP-1) kao 1 koncentracije eozinofila, u poredenju sa
zdravim ispitanicima. ( slika 1.)
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Slika 1. - inflamatorni odgovor tipa 2 kod hroni¢nog rinosinuzitisa sa nazalnim polipima
[29]. CRSWNP- hroni¢ni rinosinuzitis sa nazalnim polipima, TSLP- timusni stromalni
limfopoetin, IL— interleukin, ILC2- urodene limfoidne celije tipa 2, IgE- imunoglobulin
E, LTC4- leukotrien C4, PGD2 - prostaglandin D2, DC - dendriti¢na celija, TSLPR-

receptor limfopoetina strome timusa.



Pored povecanog nivoa T2 celija, karakteristican je P-gp imunomodulator T2 odgovora
u okviru hroni€nog rinosinuzitisa. P-gp je 170 kDa transmembranski protein koji
predstavlja transmembransku pumpu koja zavisi od adenozin trifosfata (ATP). Ovaj
protein omugucava transport lijekova, toksina, metabolita 1 citokina kroz celijsku
membranu pri ¢emu dolazi do hidrolize ATP-a. P-gp se nalazi u sluzokozi nosne pregrade,
nosnih Skoljki 1 paranazalnim Supljinama kod ¢ovjeka, kod zdravih ispitanika ali 1 kod
pacijenata oboljelih od hroni¢nog rinosinuzitisa. Nivoi membranskog 1 izlu¢enog P-gp
koreliraraju sa povecanim vrijednostima epitelnih citokina na nacin Sto reguliSe sekreciju
T-2 citokina [30]. Izrazenija klini¢ka slika je u skladu sa povecanim vrijednostima
izluCenog P-gp. Protein se prenosi mukocilijarnim transportom 1 time S§iri polje
inflamacije (slika 2.) U epitelu su prisutne akantoza i akantoliza. Pove¢ana koncentracija
proteina plazme i1 posledi¢ni edem su karakteristika polipa. Aktivna koagulacija je
prisutna u tkivu oboljelith od CRS. Nivoi trombin/ antitrobina 1 inhibitora fibrinoloze
kojeg aktivira trombin, su ve¢i kod pacijenata sa sinonazalnom polipozom udruzenom sa
astmom u odnosu na pacijente kod kojih astma nije komorbiditet. Formiranje polipa je
praceno talozenjem velikih koli€ina fibrina [31].

IL-13 1 prostaglandin E2 dovode do smanjenje broja cilindri¢nih ¢elija, povecanja broja
peraharstih celija 1 mastocita u okviru samog epitela. IL-17 ne dovodi do izrazenih
promjena u tipu Celija epitela. Integritet epitela je neophodan za njegovu zastitnu funkciju.
Kompleksni spojevi se formiraju izmedu apikalnog spoja 1 nizeg adherentnog spoja,
ukljuéujuéi dezmozome i hemidezmozome. Cvrsti spojevi apikalnog sloja regulisu i
transport jona kroz sam epitel. Spojni proteini reguliSu polaritet apikalno- bazalnih celija,
difuziju jona, permeabilnost, migraciju 1 proliferaciju celija. Ukoliko je smanjena
ekspresija proteina tijesnog spoja kao Sto je okludin i klaudin-4, dolazi do smanjene
transepitelne rezistencije. Jedan od patogena koji utie na okludin 1 kludin-1 je
Pseudomonas aeruginosa [30]. Epitelne Celije gube polaritet na nivou apikalnih 1 bazalnih
djelova 1 spojeva sa susjednim celijama. Mogucnost migracije sti€u reorganizacijom
citoskeleta 1 formiranjem vimetinskih filamenata. Izmijenjene celije dobijaju
karakteristike mezenhima, uz povecenu ekspresiju matriksnih proteina 1 proteaza kao §to

su laminin 1 matriksne metaloproteinaze MMP 2 1 MMP 9.
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Slika 2. - Patogeni i faktori spoljasnje sredine stupaju u interakciju sa vise receptora
epitelnih Celija pri ¢emu stimuliSu urodeni i steCeni imuni odgovor [30]. P-gp ima ulogu
da ukloni Stetne agense spoljasnje sredine 1 stimuliSe oslobadanje citokina.

EPI — endogeni inhibitor proteaze, AHL - acilhomoserin lakton, CST — cistatin, NO -

azot oksid, PAMP - molekularni obrazac povezan sa patogenom.

Matriksne metaloproteinaze (MMP) su endopeptidaze zavisne od cinka, koje mogu
razgraditi komponente ekstracelularnog matriksa i vaskularnih bazalnih membrana.
SintetiSu ih fibroblasti, epitelne celije, makrofagi i neutrofili kao odgovor na patogeni
agens [32]. Imaju vaznu ulogu u migraciji leukocita u okviru inflamacije respiratornog
trakta. Prema supstratima na kojima ispoljavaju efekat dijele se na kolagenaze, zalatinaze,
matriks hidrolaze. MMP-9 se nalazi u granulama neutrofila i odmah se oslobada nakon
stimulacije faktorom nekroze tumora alfa (TNF-a) ili IL-8. Vaskularno remodelovanje je
uzrokovano MMP-10 koju oslobadaju makrofagi [33]. Djelovanje MMP-9 je
uravnotezeno tkivnim inhibitorima metaloproteinaza (TIMP) [34]. Kolagenaza MMP-1
je znacajno prisutnija u epitelu pacijenta oboljelih od sinonazalne polipoze u odnosu na
zdrave ispitanike [35]. Celije pozitivne na TIMP 1 i TIMP 3 su ponadene u eozinofilnim
nazalnim polipima [36].

Epitelne celije pokrecu i druge odbrambene mehanizme nakon identifikacije patogena,
kroz veliki broj klasi¢nih receptora za prepoznavanje obrazaca, kao Sto su receptori

gorkog ukusa (T2R), koji prepoznaju supstance kao Sto su kinin i1 nikotin. Ova porodica
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receptora takode prepoznaje supstance koje luCe gram-negativne bakterije kao Sto je
Pseudomonas aeruginosa [30]. Epitelne celije imaju protektivnu ulogu kroz sekreciju
razliCitih proinflamatornih medijatora koji izazivaju regrutovanje inflamatornih celija u
disajne puteve. Dominanatni su citokini IL-25, IL-33 koji samostalno ili u kombinaciji
izazivaju inflamaciju kroz antigen nezavisnu aktivaciju urodenih limfoidnih celija tipa 2
(ILC2s) 1 kroz aktivaciju T2 celija. IL-33 moze izazvati direktnu aktivaciju mastocita,
produkciju prostaglandina D2, tromboksana A2 i CisLTs. Proinflamatorni stimulansi
povecavaju permeabilnost kroz fosforilaciju adherentnih spojeva, tijesnih spojeva i
povezanog aktinskog citoskeleta. Fosforilacija tirozina u komponenti adherentnih spojeva
je takode povezana sa povecanom permeabilnosti. U nestimulisanim epitelnim ¢elijama,
receptorske 1 citoplazmatske proteinske tirozin fosfataze (PTP) se lokalizuju na
endotelnim adherentnim ¢elijama 1 defosforiliSu komponente takvog spoja da bi
promijenile permeabilnost. TNFa povecava fosforilaciju tirozina VE-kadherina da bi se
poboljsala vaskularna permeabilnost. Aktinski citoskelet je osnova za stabilnost spoja,
koji omogucava kontakt endotelnih ¢elija 1 doprinosi promjenama u vaskularnoj
permeabilnosti. Faktori koji indukuju propustljivost, destabilizuju spojeve celija tako sto
mijenjaju orijentaciju aktinskog snopa, koji zauzimaju vertiklani polozaj. Perpendikularni
aktinski filamenti, usmjeravaju mehanicku silu na spojeve i narusavaju njihov integritet.
Mali guanozin trifosfati (GTPaze), posebno proteini Ras-homologne (Rho) porodice,
identifikovani su kao glavni regulatori funkcije endotelne barijere kontrolisanjem
endotelne permeabilnosti. Povecanje fosforilacije lakog lanca miozina (MLC) koje
dovodi do formiranja aktin stresnih vlakana 1 aktivacije aktin-miozina kontraktilnosti se
smatra glavnim mehanizmom Rho-posredovane endotelne hiperpermeabilnosti [37].
RhoA indukuje stresna vlakna i povecava kontraktilnost §to dovodi do vece vaskularne
permeabilnosti kao odgovor na razne vancelijske stimuluse ukljuCujuci trombin i
histamin. RhoA je neophodan za povecanu permeabilnost kao odgovor na vise stimulusa
ukljucujuci trombin i TNFa. RhoA se aktivira u endotelnim celijama tokom inflamacije,
a aktivacija RhoA je direktno ukljucena u povecanu ekspresiju ICAM-1 u endotelnim
¢elijama izlozenim trombinu 1 lizofosfatidnoj kiselini. Vazno je napomenuti da su
zapaljenje 1 propustljivost endotela medusobno povezani patoloski procesi. Brojni
inflamatorni agonisti kao §to su TNF-a 1 lipopoplisaharidi (LPS) izazivaju hiper-

permeabilnost epitelnih Celija. Pokazano je da aktivacija neutrofila posredovana
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hemoatraktantima takode izaziva brzo povecanje permeabilnosti. Zauzvrat,
ekstravazacija neutrofila dodatno podstice inflamaciju endotela 1 stvaranje
proinflamatornih citokina koji aktiviraju RhoA [37]. Povecana kontraktilnost aktin-
miozina sa formiranjem aktinskih stresnih vlakana se smatra glavnim mehanizmom
hiperpermeabilnosti endotela izazvane RhoA, fosforilacijom svijetlog lanca miozina.
Inflamatorni agensi brzo stimuliSu ekspresiju intercelularnog adhezionog molekula
(ICAM)-1, molekula adhezije vaskularnih celija (VCAM)-1 na vaskularnim endotelnim
¢elijama, Sto olakSava regrutovanje neutrofila u endotel. Rho GTPaze posreduju u
signalizaciji zavisnoj od integrina i1 na taj nain reguliSu trans-endotelnu migraciju
neutrofila. Ekstravazacija neutrofila dodatno podstiCe inflamaciju endotela 1 stvaranje
proinflamatornih citokina koji aktiviraju RhoA ,§to dovodi do vaskularne disfunkcije,
koja je posredovana patolosSkom RhoA signalizacijom [38].

ROS se stvaraju tokom normalnog celijskog metabolizma uslijed nepotpune redukcije
molekularnog kiseonika. Superoksidni anjoni (O2-), hidroksilni radikali (OH-),
vodonik-peroksid (H202) i hipohlorna kiselina (HOC]I) predstavljaju najcesce ROS sa
visokim potencijalom oksidacije. Kada su u fizioloskim vrijednostima, ROS-posredovani
celijski odgovori stite Celije od oksidativnog stresa. Prekomjerna proizvodnja ROS tokom
patoloskih stanja izaziva oStecenje tkiva $to je prisutno u patogenezi AERD [37]. Azot
oksid (NO) funkcioniSe kao vazan signalni molekul u odrzavanju vaskularnog tonusa i
promovisanju angiogeneze. Neki od metabolita NO poznatih kao reaktivne azotne vrste
(RNS), kao §to je peroksinitrit (ONOQO-), formirani nakon reakcije izmedu NO i
superoksid anjona izazivaju endotelnu disfunkciju. Stetni ¢elijski efekti i ROS-a i RNS-a
se pripisuju njihovoj ulozi u oksidaciji proteina, lipida 1 oStecenju DNK izazvane
oksidansima [39]. Povecana permeabilnost, inflamacija 1 transmigracija neutrofila
formiraju zacarani krug vaskularne disfunkcije, koja je posredovana patoloskom RhoA
signalizacijom. Dominantni tipovi Celija u pseudostratifikovanom epitelu su trepljaste
celije, peharaste Celije 1 bazalne progenitorske celije iz kojih potiCu sve ostale podgrupe.
Jonociti omogucavaju transport jona i reguliSu viskoznost sluzi. Neuroendokrine celije
(NEC) luce neuropeptide ukljucujuci g-aminobuternu kiselinu (GABA). Hemosenzorne
celije i celije mikrovilusa (MVC) imaju kapacitet da sintetiSu CisLTs. Displazija bazalnih
celija je karakteristika nazalne polipoze. Receptori za prepoznavanje su eksprimirani na

¢elijama imunog odgovora ukljucujuci i epitelne celije disajnog puta. Ovim receptorima
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se prepoznaju molekularni obrasci koji se odnose na patogene, na oStecenje nastalo
egzogenim ili endogenim agensom. Funkcionalni receptori- toll-like receptori, koji
prepoznaju patogene i stimuliSu imuni odgovor su karakteristika sinonazalne sluznice.
Toll-like receptori su proteini membrane koji prepoznaju veliki spektar molekularnih
obrazaca koji se povezani sa patogenima. TLR4 prepoznaje lipopoliosaharid (LPS) koji
je komponenta membrane gram negativnih bakterija. TLR3 prepoznaje dvolan¢anu RNK
kao genetski materijal virusa. Nakon prepoznavanja patogena ili oStecenja Celije drugim
faktorom, dolazi do produkcije inflamatornih i antimikrobnih pepetida, citokina koji
aktiviraju imuni odgovor [40]. Poremecaj u prepoznavnaju izmedu receptora i Stetnog
agensa dovodi do hroni¢ne inflamacije putem potenciranog ili neodgovarajéeg imunog
odgovora. Disbalans na nivou natrijumovih kanala u epitlenim celijama uticae na

koli¢inu nazalnog sekreta i njegovu gustinu.

1.4 Sinonazalna polipoza

Pojam ,, polip“ odnosi se na makroskopski prisutan izrastaj povrsine sluznice, koji u
okviru morfoloski izmijenjene sluznice prominira u lumen nosne ili paranazalnih
Supljina. Polipi mogu predstavljati inflamatorno izmijenjenu sluznicu, hematolimfoidne
ili mezenhimne tumore, kao 1 maligno izmijenjen epitel. U okviru hroni¢nog
rinosinuzitisa  polipodno izmijenjena sluznice predstavlja negranulomatozno
inflamatorno izmijenjenu sluznicu[2]. Sinonazalnu polipozu, zbog zna¢ajno izmijenjenog
mukocilijarnog transporta karakteriSe gust, taman sekret okarakterisan kao eozinofilni.
Na osnovu histoloske grade, polipi su podijeljeni na edematozne - eozinofilne, hroni¢ne
-inflamatorne 1 seromucinozne- zljezdane polipe. Hiperplazija epitela, submukozni edem,
retencione mukozne ciste, kao 1 skvamozna metaplazija epitela su karakteristike
edematoznih polipa, dok u inflamatornom infiltratu dominiraju eozinofili i plazma Celije
[41]. Hroni¢ni inflamatorni polip karakteriSe prisustvo submukozne fibroze sa
dominanatnim limfocitima u inflamatornom infiltratu. Prisustvo eozinofila i njihovih
produkata — Charcot-Leyden-ovih kristala su karakteristika sinonazalne polipoze ali i
alergijskog gljivicnog sinuzitisa. U hroni¢noj inflamaciji nazalne sluznice dolazi do

dilatacije izvodnih kanala tubulo-alveolarnih zlijezda, koju uzrokuje njihova opstrukcija.

Na taj nacin nastaju cisti¢ne formacije, nastale od izvodnih kanala novoformianih zlijezda
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samih polipa. Zlijezde polipa su novoformirane strukture koje nastaju nakon
reepitelizacije dijela lamine propije, koja kroz defekt epitela formira izbo€inu, odnosno
zacCetak polipa. Na povrsini novoformiranog polipa patohistoloski moze biti prisutan niski
kubicni ili cilindricni epitel sa cilijama , ali bez prisustva velikog broja goblet ¢elija. Kod
fromiranih polipa na povrsSini se nalazi pseudoslojeviti respiratorni epitel sa goblet
celijama. NajCesce prisutne zlijezde su duge, tubularne zlijezde, koje nastaju u srednjem
ili distalnom dijelu polipa, a zatim se vertikalno pruzaju. Mogu sadrzati alveolarna
prosirenja. PovrSinu polipa moze ¢initi 1 cilindriéni epitel koji produkuje mukus. Iz
bazalnih slojeva povrsinskog epitela razvijaju se Zzlijezde koje se izduzuju sa rastom
samog polipa [12]. Njihovi izduzeni kanali su ispunjeni mukusom. Degeneracija zlijezda
je poslijedica zadrzavanja mukusa u tubulima koji time postaju dilatirani. Formiranje cista
uzrokuje promjena epitela u niski, kuboidni epitel, kada zlijezda gubi svoju sekretornu
aktivnost. Poseban entitet predstavljaju jednostrane, neinflamatorne polipoidne promjene
respiratorne sluznice, ektodermalog porijekla, koje €ine 0,5 — 4% svih tumora nosa. Od
1991. godine Svjetska zdravstvena organizacija je klasifikovala sinonazalne papilome u
tri patohistoloska tipa: egzofiti¢ni, invertni i onkocitni [42]. Invertni papilom nosi naziv
Schneiderian papiloma u ¢ast C. Viktora Schneidera, koji je 1660-ih godina identifikovao
porijeklo nazalne sluzokoze iz ektoderma. Invertni i1 egzofiti¢ni papilomi su najceSce
dijagnostikovani podtipovi, a onkocitni najrede, sa samo 3-5% zastupljenosti. Invertni
papilom poti¢e od sinonazalne Schneiderian membrane koja vodi porijeklo od
neuroektoderma olfaktorne plakode 1 iz nazofaringealne sluzokoze, koja je
endodermalnog porijekla. Egzofiti¢ni papilom se u ve€ini slucajeva nalazi na sluznici
nosne pregrade, rijetko u predjelu vestibuluma nosa i srednje nosne Skoljke. Invertni i
onkocitni papilom se javljaju na sluznici lateralnog zida nosnog kavuma, etmoidnog,
maksilarnog sinusa, rijetko na sluznici frontalnog ili sfenoidnog sinusa. Patohistoloski
karakteriSe ih urastanje hiperplasticnog plocastoslojevitog ili cilindri¢nog epitela u
podsluznicu formirajuci intraepitelne mikrociste koje sadrze mucin i magkofage [43].
Onkocitni papilom karakteriSe viSe slojeva pseudoslojevitog cilindri¢nog epitela sa
oezinofilnom citoplazomom, prisustvom intraepitelnih mukusnih mikrocista. Prisutan je
lokalno invazivni rast i maligni potencijal. Hemangiomi nazalne sluznice mogu biti
kapilarni ili kavernozni. Najcesce se javljaju na sluznici nosnih skoljki ili prednjih partija

nosne pregrade. Zapaljenski procesi koje karakteriSe infiltracija tkiva oezinofilima su

15



alergijski gljiviéni sinuzitis, hronic¢ni hiperplasticni eozinofilni sinuzitis i Samterov trijas
( AERD).

1967. godine Samter i Beers su ukazali na ¢injenicu da velika vecina pacijenata oboljelih
od bronijalne astme, koji imaju intoleranciju na nestroidne antiinflamatorne lijekove
razvija sinonazalnu polipozu koju karakteriSe recidivatnost. Karakteristicna je
intolerancija na grupu nesteroidnih antiinflamatornih lijekova, zbog poremecaja
regulacije prostaglandina i leukotrijena [44]. Predilekciono mjesto za formiranje polipa
je ostiomeatalni kompleks. Kao jedan od uzroka smatra se dodir inflamirane sluznice koji
za poslijedicu ima oslobadanje proinflamatornih citokina. Osteéenja dovode do
oslobadanja citotoksi¢nih medijatora i slobodnih radikala kiseonika, $to dovodi do
ostecenja epitela i same bazalne membrane. U cilju odrzanja integriteta sluznice aktiviraju
se citokini, faktori rasta i taloze se proteini ekstracelularnog matriksa [44]. Tranformisuci
faktor rasta —beta ( TGF-P) aktivira fibroblaste, dolazi do pojacane sinteze kolagena i
umozavanja miofibroblasta, uz osnovu koju €ini ekstracelularni matriks kao osnova za
migraciju celija. Fagocitoza i apoptoza su izrazene kod aktiviranih imunih celija.
Autofagija je protetkivni mehanizam u kojem dominiraju lizozomi, a odvija se prilikom
lezija epitelnih celija, ali doprinosi i fibrozi kao i1 remodelovanju sluznice. IL-4 1 IL-13
dovode do diferencijacije fibroblasta u miofibroblaste i povecanog oslobadanja kolagena
tipa III. Sam IL-13 moze da dovede do izrazene subepitelne fibroze. Remodelovanje
sluznice u okviru hroni¢ne inflamacije iniciraju i eozinofili. Nakon lezije, celije epitela
sekretuju IL-13, TGF-B, VEGF koji stimulisu mezenhimske celije uzrokujuéi subepitelnu
fibrozu 1 hiperplaziju glatkih misi¢a [45]. Transport tecnosti i makromolekula preko
endotela odvija se transcelularnim i paracelularnim putevima. Transcelularni put je
predstavljen vezikularnim transportom vecih makromolekula kao §to su albumin i
imunoglobulini. Cvrste spojeve ( TJ) izmedu éelija ¢ine klaudini, koji uz dezmozome i
adhezione veze omoguéavaju nazalnoj sluznici funkciju mehanicke barijere [46]. Cvrsti
spojevi odvajaju apikalnu od bazolateralne povrSine zatvaraju¢i meducelijski prostor.
Vizuelizovani su 1963. godine. Njihova paracelijska barijera vrsi kontrolu protoka
teCnosti, jona 1 rastvorenih molekula. Zonula okluzivni proteini ( ZO) povezuju proteine
¢vrstih spojeva sa citoskeletom celije. U zavisnosti od vrste klaudina koji formira
paracelularnu barijeru postojace razliit stepen propustljivosti epitela [16]. Adhezione

veze ( AJ ) su odgovorne za meducelijsku adheziju povezivanjem cCelijske membrane i
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skeleta. Cine ih kadherini, nektini, od kojih E- kadherin uGestvuje u adheziji ¢elije sa
okolnim celijama, grade¢i kompleks sa kateninima 1 na taj nain povezuje proteine
citoskeleta [47]. Dezmozomi su multiproteinski kompleksi zasnovani na kadherinu,
odgovorni za mehani¢ku stabilnost meducelijskih spojeva 1 komunikaciju prenoSenjem
signala. Adhezija izmedu ceilja se ojatava vezivanjem jona Ca™ za kadherine
dezmozoma. Ekspresija dezmozomalnih kadherina je zna¢ajno smanjena u tkivu polipa u
odnosu na zdravu nazalnu sluznicu [48]. Vaskularni endotelni (VE)-kadherin je kljucni
transmembranski AJ protein koji formira meducelijske spojeve u vaskularnom endotelu
obezbedujuci homofilnu adheziju izmedu susednih endotelnih Ccelija. Povecanje
permeabilnosti endotela ne samo da uzrokuje priliv teCnosti bogate proteinima u
intersticijski prostor, veC omogucava brzu migraciju neutrofila i nekontrolisani protok
inflamatornih citokina, §to izaziva respiratorne bolesti kao Sto je AERD. Vaskularni
endotel se podvrgava konstantnom remodelovanju citoskeleta kao odgovor na razli¢ite
cirkuliSuce agoniste kao §to su trombin i histamin, bakterijski patogeni i endotoksini.
Reorganizacija citoskeleta izazvana S§tetnim stimulansima promoviSe formiranje
paracelularnih praznina, Sto dovodi do povecane propustljivosti endotela. Razliciti
Clanovi malih GTP-aza, porodice Rho imaju kontrastne efekte na remodelovanje
citoskeleta i1 permeabilnost endotelnih Celija. Aktivacija RhoA pokrece formiranje
paracelularnog jaza, kontraktilnost celija i hiperpermeabilnost endotelnih celija (EC)
[49]. Remodelovanje sluznice katakterise nakupljanje ekstracelulranog matriksa. TGF-f3
reguliSe sintezu kolegana, fibronektina i proteoglikana, reguliSe aktivnost matriksnih
metaloproteinaza, uti¢e na diferencijaciju T celija Cime inicira razliCite procese koji se
odvijaju tokom hroni¢ne inflamacije tkiva. Povecana aktivnost matriksnih
metaloproteinaza dovodi do oSteCenja bazalne membrane 1 ekstracelularnog matriksa
¢ime se naruSava integritet epitelnih cCelija. Makrofagi u sluznici respiratornog trakta
interaguju sa epitelnim ¢elijama. Toll-like receptori (TLR) su membranski proteini koji

mogu prepoznati Sirok spektar PAMP-ova (molekularnih obrasca povezanih sa
patogenima ). TLR se sintetiSu u endoplazmatskom retikulumu i1 eksprimiraju na svim
urodenim imunim celijama, kao i na velikoj vecini nehematopoetskih celija, kao $to su
makrofagi, neutrofili, prirodne celije ubice, mastociti, bazofili, eozinofili i epitelne celije
[50]. Makrofagi 1 monociti koji su prisutni u sluzokozi disajnih puteva u zavisnosti od

agensa sa kojim stupaju u kontakt, mogu imati proinflamatornu (M1) ili antiinflamatornu
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(M2) ulogu. TLR ligandi prvenstveno usmeravaju makrofage ka M1 fenotipu, pri ¢emu
se oslobadaju proinflamatorni medijatori kao §to su TNF-a, IL-6 [51]. Oslobodeni
inflamatorni agensi stimuliSu fibroblaste u pravcu fibroze tkiva, bilo njihovom
transmutacijom u miofibroblaste ili povecanjem broja njihovih celija. Citokini IL-4 i IL-
13 pokrecu diferencijaciju makrofaga u M2 fenotip [51]. U sinonazalnoj polipozi
primjeceno je povecanje M2 makrofaga koji oslobadaju faktore rasta kao sto su VEGF i
PDGF, koji remodeluju ektracelularni matriks [52]. Faktor rasta koji potice od trombocita
(PDGF) pripada humanim faktorima rasta koji regulisu rast i diobu celija. Prvobitno je
izolovan iz seruma pune krvi, odsutan u serumu izvedenom iz plazme bez celija. Potom
je ovaj faktor izolovan iz ljudskih trombocita. Fibroblasti, vaskularne glatke misice i
endotelne celije i makrofagi takode eskprimiraju ovaj faktor. Primarna funkcija PDGF-a
je kontrola rasta mezenhimskih celija, kao $to su fibroblasti i celije glatkih miSica [53].
Mastociti su locirani da otkriju 1 brzo reaguju na patogene na povrsSini sluzokoze.
Mastociti povezani sa epitelom eksprimiraju 1 triptazu i karboksipeptidazu A3, dok oni
koji su povezani za zlijezdani epitel u sinonazalnoj polipozi eksprimiraju ove proteaze u
vezi sa himazom [54]. Obzirom da himaza indukuje lucenje sluzi, prisustvo himaze i
mastocita u epitelu moze igrati klju¢nu ulogu u prekomjernoj proizvodnji sluzi u
sinonazalnoj polipozi ( slika 3.). Mastociti u okviru sinonazalne polipoze i1 polipoze
udruzene sa preosjetljivoséu na NSAIL, su izvor proinflamatornih leukotrijena (CysLTs).
Adherentni trombociti poseduju sposobnost da konvertuju leukotrien A4 u CisLT, a uz to
su 1 depo za IgE. Aktivacija trombocita je ukljuena u prekomjernu proizvodnju CysLT
[56].

Eozinofili proizvode razliCite proinflamatorne molekule koji igraju vaznu ulogu u
dugoronom odrzavanju plazma celija 1 proizvodnji antitijela u kosStanoj srzi. Takode
aktiviraju T celije tokom inflamatornih odgovora. Obzirom na veci broj aktiviranih T i
podgrupe B celija, kao i proizvodnji antitijela koji su prisutni u sinonazalnoj polipozi,
uticaj eozinofila je viSe od jednostavnog promovisanja imunog odgovora tipa 2.
Imunomodulatorne supstance su smjestene u granulama eozinofila. Ove granule sadrze
prethodno formirane depoe katjonskih proteina, glavnog osnovnog proteina (MBP),
eozinofilnog katjonskog proteina (ECP), neurotoksina izvedenog iz eozinofila (EDN) i
eozinofile peroksidaze (EPKS). Njihovo dejstvo se ispoljava na patogenima spoljasnje

sredine, ali i na tkivu domacina. Eozinofili oslobadaju sadrzaj granula putem klasi¢ne
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egzocitoze, egzocitoze spoja 1 degranulacije. Oslobadanje sadrzaja eozinofilnih granula
od strane tkivnih eozinofila je osnova inflamacije koja podrazumijeva eozinofilni infiltrat.
Inflamatorni infiltrat u kojem dominiraju eozinofili uzrokuje ekspresiju periostina koji
dovodi do angiogeneze, fibroze i zadebljanja bazalne membrane. U sekretu respiratornog
epitela nalaze se lizozimi, laktoferin, vodonik peroksid i azot oksid koji djeluju protiv
patogena. IL-33 sekretuju makrogafi i dendritske celije, dok IL- 25 proizvode eozinofili
ili mast Ccelije. IL-25 dovodi do fibroze. Urodene limfoidne celije (ILC) su
novoidentifikovana klasa urodenih imunih celija. Ove ¢elije dijele mnoge karakteristike
CD4+ T celija, ali im nedostaje ekspresija svih markera loze i ne izrazavaju adaptivne
receptore imunih celija, kao sto je receptor T cCelija. Ove celije su sposobne da proizvode

velike koli¢ine IL-5 1 IL-13 1 mogu se aktivirati citokinima IL-25, IL-33 [57].
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Slika 3. Imunopatologija hroni¢nog rinosinuzitisa sa sinonazalnom polipozom -

remodelovanje sluznice pod dejstvom citokina inflamatornog odgovora tipa 2 [55].
Formiranje eozinofilnih ektstracelularnih zamki (EET) je stimulusano imunoglobulinima

(IgG 1 IgA) i1 faktorom koji aktivira trombocite (PAF), nekon Cega dolazi do citolize

eozinofila, kada se oslobada DNK koja potiCe iz jezgra i vezana je za histone. Eozinofili
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mogu formirati ekstracelularne zamke i oslobadanjem mitohondrijalne DNK koja sadrzi
specificne proteine eozinofilnih granulocita, ali ne dovodi do citolize. Ekstracelularne
zamke se sastoje od DNK, proteina granula, a prate ih Charcot-Leiden kristali (CLC)
[58]. Prisustvo EET-a je primjeceno subepitelijalno u tkivu nazalnih polipa i znak je
perzistentne eozinofilne inflamacije. Charcot-Leiden kristali eozinofila se sastoje od
galektina-10, proteina citoplazme. Oboljeli od CRSwWNP imaju vise nivoe IL-5, eotaksina,
IL-33 i upornu kolonizaciju Staphilococcus aureus, $to je preduslov za formiranje EET u
subepitelu sa defektima epitelne barijere. EET znafajno povecavaju oslobadanje IL-6 iz
epitelnih celija respiratornog trakta [59]. MBP kao katjonski protein eozinofilnih granula
odvodi do remodelovanja sluznice disajnih puteva povecanjem ekspresije epitelno
transformisuceg faktora rasta beta (TGF-b) i matriksne metaloproteinaze 1 (MMP-1), kao
1 poslijedi¢ne subepitelne fibroze (slika 4.). Eozinofilni katjonski protein, koji karakterise
eozinofilnu inflamaciju, takode doprinosi TGF-b-posredovanoj fibrozi u patogenezi
hroni¢nog rinosinuzitisa. EET 1 CLC su karakteristi¢ni za sluzokozu i nazalni sekret kod
CRSsNP i CRSwNP. Karakteristi¢no je da mastociti oslobadaju histamin kao odgovor na
stimulaciju MBP 1 ECP. Prisustvo eozinofilne i neutrofilne inflamacije u CRS-u se vise
ne moze smatrati odvojenim procesima. Poremecaj ¢ula mirisa, pozitivan nalaz/supstrat
na snimcima kompjuterizovane tomografije paranzalnih Supljina, karakteristi¢ni su kod
pacijenata sa mjeSovitim granulocitnim fenotipom u CRS, koji pokazuju i eozinofilnu 1
neutrofilnu inflamaciju. CLC doprinose inflamaciji aktiviranjem makrofaga, sto dovodi
do upale izazvane IL-1b, dok rastvorljivi galektin-10 ima antiinflamatorne efekte. CLC
protein je prvobitno identifikovan kao lizofosfolipaza, dok je potom uvrscen u familiju
galektina i nazvan galaktin-10 [60]. Humani eozinofili sadrze veliki broj citoplazmatskih
CLC proteina, koji €¢ini do 10% ukupnog celijskih proteina. Liticka degranulacija

predstavlja regulisan nacin celijske smrti aktiviranih eozinofila.
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Slika 4. - uloga IL-5 i eozinofila u patofiziologiji hroni¢nog rinosinuzitisa sa
sinonazalnom polipozom (CRSwNP) [61].

CLC - Charcot-Leiden kristali, CRSwWNP - hroni¢ni rinosinuzitis sa sinonazalnom
polipozom, DNK - deoksiribonukleinska kiselina, GM-CSF - faktor stimulacije kolonije
granulocita-makrofaga, Ig — imunoglobulin, IL- interleukin, ILC2 - grupa 2 urodena
limfoidna celija, LTC4 - leukotrien C4, LTD4 - leukotrien D4, LTE4 - leukotrien E4,
NGF - faktor rasta nerava, O2— - superoksidni radikal anjona, PAF - faktor aktivacije

trombocita

Polipoidno izmijenjena sluznica se rijetko moze uociti u predjelu donje nosne skoljke.
Promjene sluznice podrazumijevaju promjene epitela i submukoze, kao i1 prisustvo
inflamatornog infiltrata. Hroni¢ni rinosinuzitis udruzen sa sinonazalnom polipozom
karakteriSe zadebljanje bazalne memebrane, fibroza submukoze, mukozne Zzlijezde,
hiperplazija goblet Celija [62]. Produkcija IL-4, IL-5, IL-13 kao citokina T2 imunskog
odgovora dovodi do morfoloskih promjena sluznice. Zadebljane bazalne membrane je
rezultat povecane akumulacije fibronektina, kolegana tip V, III i I. Pseudocisti¢ne
formacije su Ceste, ispunjene proteinima plazme, posebno albuminom. Metaloproteinaze
kao enzimi razlazu fibronektin, elastin, laminin, pa razlazu¢i komponenete bazalne
membrane dovode do poveéane vaskularne propustljivosti §to uzrokuje edem i migraciju
inflamatornih celija. TGF-f povecava IL-4 kao i produkciju vaskularnog endotelnog

faktora rasta ( VEGF) koji omogucéava angiogenezu i edem submukoze. U submukozi
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polipoidno izmijenjene sluznice nalaze se kapilarni krvni sudovi, periglandularni krvni
sudovi, arterijsko- venske anastomoze. Venule polipa pokazuju patolosku poziciju u
odnosu na endotelne celije i bazalnu membranu. Mnogi celijski spojevi su §irom otvoreni.
Krvni sudovi polipa su liSeni inervacije. Oslobadanje inflamatornih medijatora
omogucava mikrovaskularnu eksudaciju plazme, Sto dovodi do edema submukoze u
okviru sinonazalne polipoze. IL-4 promovise ekspresiju VCAM-1, §to dovodi do VCAM-
1 posredovane adhezije eozinofila na aktivirani endotel. Adhezija eozinofila na VCAM-
1 dalje indukuje transmigraciju eozinofila kroz aktivirane endotelne celije, §to dovodi do
pojacanog oslobadanja aktivnih proteina eozinofilnih granula u inflamiranom tkivu.
Reprezentativni citokini tipa 2 IL-4 i IL-13 indukuju ekspresiju molekula adhezije
vaskularnih celija-1 (VCAM-1), ali ne i intercelularnog molekula adhezije-1 (ICAM-1),
na endotelnim celijama [63]. VCAM-1 je predstavnik mocnog adhezivnog liganda za
eozinofile periferne krvi, ali ne i za neutrofile. VCAM-1 indukuje veci stepen adhezije
eozinofila ljudske periferne krvi putem interakcije sa alfa 4 integrinima, kao $to su alfa
4-beta 1 1 alfa 4-beta 7, koji su eksprimirani na povrsini eozinofila, u poredenju sa ICAM-
1, koji je eksprimiran na endotelnim celijama . IL-4 i IL-13 utiu na adheziju eozinofila
na nivou vaskulature unutar mjesta inflamacije. Citokin IL-5 kontrolise razvoj i
sazrevanje eozinofila u koStanoj srzi, produzava prezivljavanje i stimulize funkciju
eozinofila koji su mobilisani i aktivni u tkivima. IL-5 generiSu T2 celije, urodene
limfoidne celije grupe 2 (ILC2), mastociti, pa ¢ak i prirodne T celije ubice. ILC2
dominiraju u sekreciji IL-5 1 IL-13 koje na mjestu inflamacije mogu osloboditi i epitelne
celije. Eozinofili su celije koje proizvode IL-25 i stoga mogu da aktiviraju ILC2 [61].
Faktor rasta eozinofila, kao sto je faktor stimulacije kolonije granulocita-makrofaga (GM-
CSF) produzava prezivljavanje i reguliSe aktivnost eozinofila. Eozinofili su sami po sebi
sposobni da spontano generiSu GM-CSF, ali ne 1 IL-5, tokom njihove transendotelne

migracije.

1.5 Patohistoloska dijagnostika hroni¢nog rinosinuzitisa

Standardna histopatoloska verifikacija Hematoksilin-Eozin obojenih presjeka biopsija

predstavlja osnovni metod za dijagnostiku sinonazalne polipoze 1 hroni¢nog

rinosinuzitisa nakon sprovedenog hirurskog lijeCenja. Promjene na sluznici se verifikuju
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kako na epitelu, tako i u stromi. Laminu propriju inflamatornih nosnih polipa karakterise
edem, izrazeno prisustvo eozinofila, ekstenzivna limfocitoza, prisustvo cisti¢no
izmijenjenih zlijezda ispunjenih mukusom. U oko 10% nosnih inflamatornih polipa,
hroni¢no zapaljenje nije dominantno uzrokovano eozinofilima, ve¢ limfocitima i
neutrofllima. Imunohistohemijske analize predstavljaju znaCajnu kategoriju analiza
inflamatornog odgovora u sinonazalnoj polipozi i hroni¢nom rinosinuzitisu. Primjena
specifi¢nih imunohistohemijskih markera, €ija je ekspresija vezana za specifi¢ne tkivne i
celijske promjene u okviru sinonazalne polipoze markira stepen i fazu patofizioloskog
procesa. Standardizacija histopatoloskih procedura 1 analiza svjetlosnim mikroskopom
¢ine ove metode korisnim za interpretaciju mehanizma i faze bolesti. Metodu kvantitacije
mikrovaskularne gustine ( MVD ) prvi je predlozio Weidner 1991. godine. Weidner je
razvio metod za procjenu mikrovaskularne gustine u vaskularnim zaristima koristeci pan-
endotelne imunohistohemijske (IHC) testove obiljezavanja, antitijela CD31, CD34 1 von
Villebrand faktoraili kolagena tipa IV. Vaskularne vruce tacke se identifikuju svjetlosnim
mikroskopom pri uvecanju male snage, skeniranjem cijelog obojenog presjeka tkiva.
Pojedinacni mikrosudovi se zatim broje pri uvecanju velike snage u ovim regionima [64].
Tehnika podrazumijeva odredivanje broja vaskularnih prostora u tkivnoj partiji najgusce
inflamacije po kvadratnom milimetru povrSine na skeniranim preparatima obojenim
imunohistohemijskim metodama. Odredivanje broja vaskularnih prostora podrazumijeva
prebrojavanje obrisa zida krvnog suda obojenog rutinskom imunohistohemijom u
preparatu tkiva i dobijanje broja mikro-sudova po kvadratnom milimetru [65]. Ova
metoda pocinje skeniranjem cijelog odjeljka pod mikroskopskim poljem male snage da
bi se identifikovalo nekoliko mjesta sa najvecom gustinom krvnih sudova, nakon Cega
slijedi prebrojavanje pojedina¢nih novih mikro-sudova pod mikroskopskim poljem velike
snage. Svaki pozitivan klaster endotelnih ¢elija imunoreaktivnosti u izabranom polju
racuna se kao pojedinacni sud, pored morfoloski identifikovanih sudova sa lumenom
[66]. U podru¢ju najvece neovaskularizacije pojedina¢ni mikrosudovi su prebrojani na
polju od 200x (tj. 20 objektivno socivo i 10x okularno so¢ivo; 0,7386 mm2 po polju) i
400 x polje (tj. 40 objektivno socivo 1 10x okularno socivo; 0,1885 mm?2 po polju).
Svaka endotelna celija ili klaster endotelnih celija obojena u smedu boju, koja je bila jasno
odvojena od susjednih mikrosudova 1 drugih elemenata vezivnog tkiva smatrala se

jednim, prebrojivim mikrosudom. Intenzitet bojenja je ocijenjen kao odsustvo bojenja —
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vrijednost 0, slab intenzitet — vrijednost 1, umjeren intenzitet - vrijednost 2 1jak intenzitet
— vrijednost 3 [64].

Ispitanicima se preoperativho procjenjuje intenzitet nazalnith simptoma na osnovu
upitnika SNOT-22 (Sino-nasal outcome test-22) [ prilog A ]1 VAS (Visual Analog Score-
a) [ prilog B ]. Na osnovu preoperativno ucinjenog pregleda paranazalnih Supljina
kompjuterizovanom tomografijom u aksijalnoj, sagitalnoj i koronalnoj ravni, kod
pacijenata sa hroni¢nim rinosinuzitisom izracunava se Lund-Mackay skor, kojim se
objektivno procijenjuje stepen proSirenosti bolesti u nosnoj Supljini i paranazalnim
Supljinama. Lund-Mackay skor vrednuje nalaz kompjuterizovane tomografije svih
paranazalnih Supljina. RazliCite su metode subjektivne i objektivne procjene nazalne
opstrukcije. Upitnici o kvalitetu zivota, koji se kao subjektivna metoda, koriste za
procjenu promjene simptoma, uticaja bolesti na kvalitet zivota 1 efikasnosti lijeCenja
hroni¢nih bolesti. Ovi upitnici su razvijeni za procjenu opsteg zdravstvenog stanja ili za
procjenu odredenog klini¢kog etiteta. U rinologiji se koristi nekoliko upitnika, od kojih
se 0d 2004. godine koristi NOSE skor. Stjuart i saradnici uveli su NOSE skor kao pouzdan
1 adekvatan metod samoprocjene za kvantifikaciju subjektivnih tegoba koje su poslijedice
nazalne opstrukcije. Skala obuhvata vrijednosti od 0 do 4, pri ¢emu se vrijednost O
karakteriSe kao nepostojanje tegobe, dok vrijednosti 4 pripada ozbiljan problem. Upitnik
obuhvata otezano disanje na nos, nazlanu opstrukciju, los kvalitet sna, otezano disanje
na nos u naporu. Kao komparativna skala ima znac¢aj nakon hirurskog lijeCenja devirane
nosne pregrade [67].

Subjektivna metoda za analizu simptoma kod oboljelih od hroni¢nog rinosinuzitisa je
VAS. VAS je psihometrijska skala odgovora koja se odnosi na subjektivne karakteristike,
a koja je koriS¢ena 1 u drustvenim naukama. VAS test je skala rangirana od vrijednosti 0
do 10, u smislu gradacije nazalnih simptoma. Prema EPOS smjernicama iz 2020. godine
[5], na osnovu vrijednosti dodijeljene odredenom simptomu, rinosinuzitis se klasifikuje
kao blag (VAS : 0-3), umjeren (VAS : > 3-7) , izrazen (VAS: > 7-10) [68]. Test koji
obuhvata nazalne simptome, tegobe u predjelu glave i lica, emocionalni stres i kvalitet
sna sadrzi dvadeset i1 dva pitanja, a predstavljen je kao SNOT 22. Skor ima raspon od 0
do 110, pri ¢emu nizi skor ukazuje na bolji kvalitet zivota pacijenta oboljelih od hroni¢nog
rinosinuzitisa, sa ili bez polipoze. Zbog svoje opsirnosti SNOT 22 se koristi u oblasti

rinologije, u cilju evaluacije bolesti. Upitnik karakteriSu i ekstranazalni simptomi koji
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se odnose na poremecaj sna i promjene raspolozenja uzrokovane bolesc¢u. Upitnik SNOT-
22 predstavlja subjektivnu procjenu sinonazalnih i nekih opstih simptoma u odnosu na
kvalitet zivota oboljelih. Ukupna vrijednost upitnika obuhvata zbir odgovora na dvadeset
1 dva pitanja. Pacijent rangira intenzitet navedenog simptoma vrijednostima od 0 do 5, pri
¢emu vrijednost 5 predstavlja maksimalno izrazenu tegobu. Maksimalni zbir je 110, mada

je srednja vrijednost skora za vecinu populacije 30 [69.]

2. Angiogeneza

Migracija Celija endotela je glavna karakteristika angiogeneze i sam pocetak u angiogenoj
kaskadi. Ovaj proces je poslijedica celijske autonomne pokretljivosti ili kolektivne
migracije u kojoj grupa celija koordinira svoje kretanje ka hemotaktickom gradijentu.
Monociti u€estvuju u procesu angiogeneze 1 njihov migratorni potencijal je u korelaciji
sa endotelnim Celijama. Proces angiogeneze koordiniSu angiogeni faktori koji reguliSu
proliferaciju endotelnih ¢elija, remodelovanje ekstracelularnog matriksa, diferencijaciju
kapilara. Faktori angiogeneze vode porijeklo od inflamatornih ¢elija u fizioloskim
uslovima ili tumorskih Celija u patoloski izmijenjenom tkivu. Fizioloska angiogeneza je
kontrolisana odnosom proangiogenih peptida 1 inhibitora angiogeneze. Redukcija
apoptoze koja vodi u proliferaciju osnova je tumorske angiogeneze. Veéi nivoi inhibitora
angiogeneze ili nedostatak proangiogenih pepetida u tkivu onemogucice stvaranje novih
krvnih sudova. Proteinske molekule su prisutne kao endogeni faktori koji stimuliSu proces
angiogeneze. Makrofagi sintetiSu VEGF, TNF- a ( tumor necrosis factor — o) interleukin
8 1 TSP-1 ( thrombospondin-1). Fibroblastni faktor rasta — bFGF ( basic fibroblast growth
factor) je prvi identifikovani angiogeni faktor. Regulatori angiogeneze su kiseli
fibroblastni faktor rasta — aFGF ( acid fibroblast growth factor), transformisuci faktor
rasta a1 B- TGF-a 1 B ( transforminggrowth factor — a and ), hepatocitni faktor rasta —
HGEF ( hepatocyte growth factor), faktor tumorske nekroze — a. — TNF-a ( tumor necrosis
factor-a), interleukin 8 (IL-8). Klju¢na uloga vaskulogeneze, u fizioloskim kao i1 u
patoloskim stanjima, pripada porodici proteina nazvanih vaskularni endotelni faktori rasta
— VEGF ( vascular endothelial growth factor).

Angiogeneza predstavlja rast novih krvnih sudova iz postojecih krvnih sudova i proces je

koji se javlja kao fiziolo§ki, ali je prisutan i u patoloskim stanjima. Promjene se uglavnom
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desavaju na kapilarama, ali moze uticati i na venule. Prvi angiogeni faktor je preciscen u
Harvardskoj medicinskoj skoli 1984. godine. Ekstrakciju je omogucio njegov afinitet
prema heparinu. Identifikovan je kao osnovni faktor rasta fibroblasta (bFGF) 1 stimulisao
je proliferaciju kapilarnih endotelnih celija [70]. Vaskularni endotelni faktor rasta
(VEGF), jedan od najvaznijih angiogenih faktora, koji su 1989. godine istovremeno
otkrili dr Napoleone Ferara i1 dr Jean Plouet [71]. Po hemijskoj gradi VEGF je identican
molekulu zvanom faktor vaskularne permeabilnosti (VPF) koji je otkrio dr Harold
Dvorak Sest godina ranije [72]. Prvo antiangiogeno jedinjenje pod nazivom angiostatin,
otkrili su O’Reili 1 Folkman 1994. godine iz seruma 1 urina miseva koji nose tumor [73].
Fizioloska angiogeneza omogucava zarastanje rana kroz revaskularizaciju tkiva nakon
povrede, obnavljanje i produkciju ¢elija 1 tkiva tokom fizioloskih stanja kao §to su,
sazrevanje jajne celije tokom ovulacije, izgradnju placente tokom trudnoce, laktaciju,
formiranje masnog tkiva. Patoloska angiogeneza je podjednako zastupljena 1 kod
benignih 1 kod malignih promjena tkiva. Tijelo kontroliSe angiogenezu kroz faktore rasta
koji stimuliSu angiogenezu u ravnotezi sa inhibitorima angiogeneze. Angiogeneza je
mehanizam kojim se vec¢ postojeca mikrovaskularna mreza $iri kao odgovor na promjenu
metabolickog 1 mehanickog okruzenja. Novi krvni sudovi se formiraju prorastajucom
angiogenezom ili splitirajucom angiogenezom koja podrazumijeva intususceptivno i
uzduzno cijepanje, elongaciju 1 vaskulogenezu [72]. Svaki oblik angiogeneze,
podrazumijeva promjene bazalne membrane, proliferaciju endotelnih celija i sazrijevanje
kapilara. Svi ovi procesi su kontrolisani kroz slozenu ravnotezu pro i antiangiogenih
faktora. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) i1 angiopoetini su najspecifi¢niji za
endotelne celije i stoga mogu imati najvazniju ulogu u angiogenezi [74]. Angiogeneza je
podstaknuta i1 neadekvatnom oksigenacijom tkiva. Kada tkiva postaju hipoksi¢na,
nedostatak kiseonika indukuje ili potiskuje razliCite proangiogene ili antiangiogene
supstance S§to uzrokuje vaskularni rast. Povecana vaskularizacija obezbjeduje isporuku
kiseonika celijama tkiva putem povecane povrSine kapilarne mreze i maksimalnog
protoka krvi u tkivima, kao i smanjenjem difuzionih udaljenosti izmedu kapilara 1i
parenhimskih celija. Kada tkiva dobiju adekvatnu koli¢inu kiseonika ¢ak i tokom perioda
izrazene metaboli¢ke aktivnosti, proangiogeni i antiangiogeni faktori se vrac¢aju na skoro
normalne nivoe, a negativni stimulans zauzvrat, zaustavlja dalji razvoj vaskulature, ¢ime

se zatvara povratna sprega. Formiranje krvnih sudova se moze ostvariti kroz proces
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klijanja ili intususcepcije, odnosno rasta unutar samog sebe, poznat i kao vaskularno
cijepanje. Proces dovodi do Sirenja kapilarne mreze 1 karakteriSe ga lokalna
vazodilatacija, povecana vaskularna permeabilnost i proliferacija celija. Proteoliticku
degradaciju bazalne membrane prati migracija proliferiSuc¢ih endotelnih celija u
ekstracelularni matriks. Novoformirane nakupine celija se reorganizuju da bi formirale
vaskularni lumen i da bi ostvarile kontakt sa okolnim kapilarnim segmentima.
Intususceptivna angiogeneza se odvija kroz formiranje transluminalnog stuba tkiva.
Pravac koji zauzimaju stubovi usmjerava intususceptivhu angiogenezu u:. (1)
intususceptivni mikrovaskularni rast (Sirenje povrSine kapilara), (2) intususceptivna
arborizacija (preoblikovanje neorganizovane vaskularne mreze u tipi¢an aranzman nalik
na drvo) 1 (3) remodelovanje intususceptivnog grananja (optimizacija lokalnog
vaskularnog grananja) [75]. Hipoksija koja je prisutna u okviru inflamacije kod pacijenta
oboljelih od hroni¢nog rinosinuzitisa povecava permeabilnost epitela, narusava cilijarnu
funkciju. Ekspresija faktora koji izaziva hipoksiju-la (HIF-1a) je izrazena u tkivu
nazalnih polipa [76]. Adenozin je nukleotid koji se proizvodi u svim celijama tijela
postepenom defosforilacijom ATP-a. Hipoksi¢na tkiva proizvode adenozin iz ATP-a, a
adenozin zauzvrat funkcioniSe da uspostavi ravnotezu izmedu potrebe tkiva za
kiseonikom i snabdijevanja kiseonikom [77]. Adenozin akutno povecava snabdijevanje
kiseonikom izazivajuc¢i vazodilataciju i povecan protok krvi prvenstveno u skeletnim
misicima 1 mozdanom tkivu. Smatra se da adenozin ima dugoro¢nu ulogu u odrzavanju
oksigenacije tkiva stimulisanjem angiogeneze. Fizioloske koncentracije adenozina
proizvedene u hipoksi¢nim uslovima stimuliSu koncentracijom zavisnu proliferaciju i
migraciju endotelnih celija dobijenih iz velikih i malih krvnih sudova. Proliferacija i
migracija endotelnih celija su kljucni koraci u procesu angiogeneze neophodni za
uspostavljanje kapilarnih klica u mikrookruzenju hipoksi¢nog tkiva gdje su nivoi
adenozina najvisi. Smatra se da su angiogena dejstva adenozina posredovana, njegovom

sposobnoscu da poveca ekspresiju VEGF [78].
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2.1. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF)

VEGF je prvi put opisan 1989. godine. ZnaCajna je njegova uloga u poveéanju
permeabilnosti kapilara za proteine plazme. VEGF-A, koji se ceS¢e oznacava kao VEGF,
je najzastupljeniji tip 1 ima Cetiri izoforme, sa 121, 165, 189 i 206 aminokiselina
(VEGF121, VEGF165, VEGF189 i VEGF206 ). VEGF-B je prisutan u sréanom i
skeletnim misicima. VEGF-C 1 VEGF-D su prisutni u limfangiogenezi i ¢ine VEGF-
srodne proteine [79]. Porodica VEGF ostvaruje efekte kroz vezivanje sa razliitim
afinitetima za receptore vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGFR). Identifikovana
su tri tipa VEGF receptora (R1-R3). VEGFR-1 1 VEGFR-2 su receptori visokog afiniteta
za VEGF-A, dok se VEGFR-3 vezuje za VEGF-C i VEGF-D i lokalizovan je na limfnim
sudovima [80]. Faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF) je citokin koji remodeluje
tkiva povecanjem vaskularne permeabilnosti i infiltracije leukocita, stimuliSuci
proliferaciju vaskularnih endotelnih celija, miocita i peharastih celija kao i povecanjem
ekstracelularnog matriksa [81]. Prekomjerna ekspresija VEGF i1 njegovih receptora,
VEGFR-1 i1 VEGFR-2, prisutna je tkivu nazalnih polipa kod pacijenata sa hroni¢nim
rinosinuzitisom udruzenim sa sinonazalnom polipozom [82]. Imunohistohemijska analiza
sluznice polipa i donje nosne Skoljke kojom je identifikovana ekspresiju VEGF proteina
1 njegovog receptora VEGFR- 2 ukazala je na njihovu vecu zastupljenost u vaskularnom
endotelu 1 zlijezdama tkiva polipa. Imunohistohemijska analiza sluznice nazalnih polipa
, kod razliCitog stepena sinonazalne polipoze, ukazala je na vecu ekspresiju VEGF i
osnovnog fibroblastnog faktora rasta (bFGF) kod masivnije polipoze. U smislu
patogeneze VEGF dovodi do edema i angiogeneze. Prisustvo VEGF proteina i VEGFR-
1,2 receptora je izrazeno u vaskularnom endotelu polipa, oko inflamatornih Celija, u
mukoznim zlijezdama 1 vaskularnom endotelu nazalne sluznice [83]. Hipoksija je
stimulans za produkciju VEGF-a. Otok sluznice struktura srednjeg nosnog hodnika, koji
predstavlja mjesto usca viSe paranazalnih Supljina, dovodi do hipoksije na nivou sluznice
odgovarajucih paranazalnih Supljina. VEGFR-1 (Flt-1) i VEGFR-2 su transmembranski
tirozin kinaza receptori, koje aktiviraju faktori rasta i koji ulaze u proces dimerizacije.
Ligandom indukovana dimerizacija receptora pokrece signalnu transdukciju preko

aktivacije autofosforilacije ili transfosforilacije susjednih receptorskih podjedinica.
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Aktivacija VEGFR-1 je odgovorna za kontrolu cCelijske migracije, dok je aktivnost
VEGFR-2 vezana za Celijsku proliferaciju ( slika 5.).

VEGFR-3 (Flt- 4) receptor, je identifikovan samo u endotelnim ¢elijama limfnih sudova
odraslih 1 najvjerovatnije je ukljucen u regulaciju procesa limfangiogeneze. Ne pokazuje
afinitet za VEGF, ali ga aktiviraju VEGF-C 1 VEGF-D . Ekspresija VEGFR-2 perzistira
1 u adultnom dobu, §to ukazuje da je VEGFR-2 medijator vaskulogene i angiogene
aktivnosti dok aktivacija VEGFR-1 utie na prezivljavanje endotelnih Celija. Interakcija
izmedu VEGF 1 VEGFR-2 je neophodna i odgovorna za proliferaciju, migraciju i
prezivljavanje endotelnih celija, permeabilnost krvnih sudova, limfangiogenezu i
stimulaciju/inhibiciju imunih efektornih ¢elija. VEGFR-1 i VEGFR-2 su S$iroko
rasprostranjeni na normalnom vaskularnom endotelu i povecava im se nivo u patoloskoj
angiogenezi indukovanoj sa VEGF-A. Smatra se da VEGFR-2 posreduje u vecini
angiogenih funkcija VEGF, ukljucujuc¢i 1 povecan ulazak kalcijuma, migraciju i
proliferaciju endotelnih ¢elija. Faktori rasta vaskularnog endotela (VEGF) su familija
glikoproteina u okviru koje je do sada poznato pet proteina. VEGF-A je najzancajniji
angiogeni faktor. Vezivanje za VEGFR-2 stimuliSe endotelne celije da se razmnozavaju,
migriraju i dovodi do povecanja vaskularne permeabilnosti. VEGF mRNA i protein su
prisutni na sluznici donje nosne Skoljke ali znacajno izrazeniji u sluznici polipa,
zahvaljujuci i epitelniim celijama nazalnih polipa koje sekretuju VEGF [85]. Autokrina
1 parakrina funkcija VEGF proteina je razmatrana u okviru njegove ekspresije u
vaskularnom endotelu i zlijezdama nazalanih polipa. Suprotno VEGEF, insulinu sli¢an
faktor rasta I — IGF-I (insulin - like growth factor I) ili faktor rasta iz trombocita — PDGF
( platelet derived growth factor) takode dovode do umnozavanja endotelnih ¢elija, ali koje
je praceno izrazenom proliferacijom fibroblasta [82]. VEGF je i1 faktor vaskularne
permeabilnosti. Povecana propustljivost mikrovaskulature predstavlja klju¢ni korak u
procesu angiogeneze u toku zarastanja rana, pri ¢emu je glavna funkcija VEFG-a
ekstravazacija proteina plazme, $to dovodi do stvaranja ekstravaskularnog fibrinskog gela
koji predstavlja osnovni supstrat za rast endotelnih celija [86]. VEGF dovodi do stvaranja
fenestracija u endotelu malih krvnih sudova, ¢ak i na onim mjestima na kojima endotelne
celije obi¢no nemaju fenestre, §to za poslijedicu ima povecanje permeabilnosti krvnih
sudova. Inhibitroni efekat ispoljava na dendriticke ¢elije u smislu inhibicije sazrijevanja

nezrelih dendriti¢kih Celija. Proliferacija endotelnih ceilja je omogucena stimulacijom
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transporta heksoze. VEGF ima Cetiri glavne bioloske aktivnosti koje doprinose indukciji
angiogeneze: rast 1 proliferacija vaskularnih endotelnih ¢elija, migracija vaskularnih
endotelnih celija, prezivljavanje nezrelih endotelnih celija putem prevencije apoptoze,
povecana vaskularna permeabilnost kapilara [87]. VEGF-A ekspresija je regulisana
brojnim faktorima kao $to su hipoksija, citokini i faktori rasta (TGF-b), hormoni (estrogen
1 progesteron), dok u tumorima onkogenima i tumor supresor genima. Mikrovaskularna
hiperpermeabilnost dovodi do edema, zgruSavanja ekstravaziranog plazmatskog
fibrinogena, formiranja proangiogenog fibrinskog gela Sto karakteriSe patoloSku
angiogenezu. Prostaglandin E2 stimulise ekspresiju VEGF, §to podstiCe angiogenezu u
nekim inflamatornim procesima. Jedan od potvrdenih promotora angiogeneze iz grupe

citokina je 1 interleukin 6 (IL-6) [88].
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Slika 5. — hronologija postulata, identifikacije i1 biohemijske verifikacije vaskularnog

endotelnog faktora rasta (VEGF) [84].

1975. godine Carsvell 1 saradnici su izolovali faktor nekroze tumora alfa (TNFa) koji
pripada superfamiliji TNF liganda, produkt makrofaga, T limfocita i prirodnih celija
ubica[89]. TNFa ucestvuje u regulisanju imunoloskih, hematopoetskih i proinflamatornih
aktivnosti . Enzim matriks metaloproteaze TNF a-konvertujuci enzim obraduje TNFa pri
¢emu se dobija rastvorljivi oblik TNF-a, koji se specificno vezuje za transmembranski
protein, TNF receptor 1 (TNFR1). Vezivanje TNF-a za TNFR rezultira inflamacijom,
apoptozom, stvaranjem reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), proliferacijom i
prezivljavanjem celija [90]. Reaktivne vrste kiseonika (ROS) imaju dvostruku ulogu u
regulaciji endotela. Na fizioloskim nivoima, ROS-indukovana signalna osa je neophodna

za odrzavanje vaskularnog tonusa endotela, a takode olakSava angiogenezu i akutne
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inflamatorne odgovore u prisustvu patogena. Zauzvrat, prekomjerno stvaranje ROS u
patoloskim stanjima, odnosno inflamaciji dovodi do disfunkcije endotelne barijere u
smislu povecenog permeabiliteta. Kao odgovor na Stetni agens, epitelne celije 1 neutrofili
mogu direktno proizvesti ROS koji povecava permeabilnost i inflamatorni odgovor.

1989. godine VCAM-1 (CD106) je prvi put identifikovan kao glikoprotein na povrsini
endotelnih celija. Ekspresiju VCAM-1 aktiviraju proinflamatorni citokini, ukljucujuci
TNF-a, a takode i ROS, oksidovani lipoprotein niske gustine, visoka koncentracija
glukoze [91]. Tokom inflamatornih odgovora, ligandi koji se vezuju za VCAM-1 na
povrsini aktiviranih endotelnih celija prvo iniciraju aktivaciju fluksa kalcijuma, koji
indukuje aktivaciju nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat-oksidaze 2 (NADPH), sto
dovodi do stvaranja ROS-a. NADPH oksidaza proizvodi superoksid iz kiseonika koristeci
kofaktor NADPH, nakon cega slijedi dismutacija u vodonik peroksid (H202). Ovaj
intracelularni H202 znaCajno utiCe na transdukciju signala i dovodi do aktivacije
matriksnih metaloproteinaza i protein kinaze Ca (PKCa). Aktivirani PKCa omoguéava
transendotelnu migraciju leukocita [92]. U inflamaciji TNF-a (tumorski faktor nekroze
alfa), koji uglavnom potice iz leukocita, pojacava ekspresiju VCAM-1 na povrsini
endotelnih ¢elija. Medusobno interaguju a4bl integrin na leukocitima i VCAM-1 na
endotelnim celijema Sto dovodi do aktivacije reaktivnih forma kiseonika ( ROS) , influksa
Ca’", metaloproteinaza ( MMP), protein kineze Ca ( PKCa), ispoljavajuci efekat na
molekule adhezije unutar spojeva endotelnih ¢elija na nacin sto omogucava leukocitima

migraciju kroz epitel ( slika 6.) [90].
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Slika 6. - mehanizam adhezije leukocita i transendotelne migracije kroz endotelne celije

posredovane molekulom adhezije vaskularnih celija-1 (VCAM-1) [90].

Angiogeneza nije moguca bez migracije endotelnih Celija, koja je regulisana ekspresijom
matriksnih metaloproteinaza ( MMP). Terapija makrolidnim antibioticima je zasnovana
na supresiji aktivnosti MMP, a poslijedicno na supresiji angiogeneze. Procjena stepena
angiogeneze u okviru nosne polipoze je zahtijevna zbog hroni¢nih inflamatornih procesa
koji dovode do remodelovanja sluznice, koji svakako obuhvata promjenu vaskularizacije
tkiva. U okviru angiogeneze postoji odnos pro i antiangiogenih faktora. Ukoliko je
angiogeneza osnova nazalne polipoze, promjenu u morfologiji krvnih sudova bi trebalo
da prati proliferacija endotelnih celija. Ukoliko se polipoza razvija nezavisno od
angiogeneze, krvni sudovi bi trebalo da svoju ekspanziju imaju u skladu sa metaboli¢kim
potrebama tkiva bez vec¢ih morfoloskih promjena u odnosu na neizmijenjenu sluznicu.
Vazan parametar je gustina kapilara u tkivu polipa, koji ukazuje na obim angiogeneze.

Fibroblasti luce matriks metaloproteinaze (MMP) u inflamiranom podrucju i
omogucavaju formiranje granulacionog tkiva koje ¢ine kolagen, glikoproteini i
proteoglikani. Tokom inflamatornog odgovora, transformisuci faktor rasta-b (TGF-b)
koji luce makrofagi indukuje fibrozu diferencijacijom fibroblasta u aktivne
miofibroblaste [93]. Miofibroblasti se odlikuju aktinskim filamentima - a-smooth muscle

actin (a-SMA) u citoplazmi koji omogucavaju migraciju fibroblasta i formiranje
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ekstracelularnog matriksa. Aktivirani fibroblasti luce velike koliCine enzima, faktora rasta
1 citokina koji indukuju angiogenezu 1 epitelizaciju. Formiranje 1 remodelovanje
ekstracelularanog matriksa se odvija odrzavanjem ravnoteze izmedu MMP 1 tkivnih
inhibitora metaloproteinaza (TIMP) koje luCe nazalni fibroblasti [94]. TGF-b1 regulise
faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF), koji indukuje angiogenezu u nazalnim
fibroblastima. Povecani egzozomi u fibroblastima koji su kultivisani zajedno sa
eozinofilima stimuliSu sekreciju VEGF [82]. U inflamaciji, VEGF se luci iz epitelnih
celija, fibroblasta, indukujuc¢i angiogenezu, a vaskularna permeabilnost se povecava
proinflamatornim medijatorima. Prekomjerno talozenje fibrina je prisutno u eozinofilnom
CRSwNP zbog neravnoteze u proteinima vezanim za fibrinoliticki sistem [95]. Aktivacija
trombina smanjuje ekspresiju tkivnog aktivatora plazminogena (tPA) i inhibira
degradaciju fibrina, sto dovodi do prekomjernog talozenja fibrina u tkivima. Talozenje
fibrina znacajno je povecano kod pacijenata sa CRSWNP, u odnosu na oboljele od
CRSsNP. Povecano talozenje fibrina je povezano sa smanjenom ekspresijom tPA. Enzim
tPA pretvara plazminogen u plazmin i razgraduje fibrin. Proizvode ga epitelne celije,
endotelne celije, makrofagi i fibroblasti. Kada tPA deluje kao citokin, on se vezuje za
protein-1 receptor niske gustine vezan za receptor lipoproteina (LRP-1R) u fibroblastu i
promovise proizvodnju kolagena i ECM [30]. Talozenja fibrina omogucava nedovoljno
aktiviran plazminogen. Takvo talozenje fibrina je prisutno kod pacijenata sa eozinofilnim
CRSwNP, koji karakterise T2 inflamacija [86]. Endotelne celije (EC) imaju funkcije u
kontroli koagulacije, trombolize, vaskularnog tonusa, permeabilnosti, inflamacije,
regeneracije tkiva i angiogeneze. To je heterogena populacija celija Cije molekularne
karakteristike variraju duz vaskularnog stabla u istom organu, izmedu razli¢itih krvnih
sudova. Najcesce koris¢eni markeri imunohistohemijske ekspresije endotelnih ¢elija su
CD31, CD34 i von Villebrand faktor (vVF) na neizmijenjenom endotelu. CD31 je
adhezivni i signalni protein od 130-kDa. Oznacan je kaoi transmembranski glikoprotein
PECAM-1 (molekul adhezije endotelnih celija trombocita 1). Prisutan je na povrsini
trombocita, monocita, makrofaga i neutrofila i sastavni je dio endotelnog meducelijskog
spoja. Najzastupljeniji je membranski glikoprotein koji se eksprimira na vaskularnom
endotelu. Ima glavnu ulogu u kaskadi adhezije izmedu EC i inflamatornih celija tokom
inflamacije, u olakSavanju migracije leukocita i izmedu EC tokom angiogeneze. Jedan je

od najboljih markera za plazma celije, monocite i megakariocite [96]. CD31, je pan-
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endotelni marker za procjenu mikrovaskularne gustine (MVD), obzirom na njegovu
ulogu u angiogenezi kroz regulaciju meducelijskog spoja. CD31 se takode eksprimira u
svim hematopoetskim celijama i ostaje eksprimiran na elementima u krvi, osim u
eritrocitima [97].

CD34 je transmembranski glikoprotein sa relativnom molekulskom masom od priblizno
115 KDa. Eksprimiran je u dendritskim celijama sluzokoze, mastocitima i eozinofilima.
[98]. CD34 je glikoprotein koji se eksprimira na hematopetskim progenitorskim Celijama,
fibroblastima i vaskularnom endotelu. Najizrazeniji je na nezrelim hematopoetskim
¢elijama. Mali broj CD34 progenitora se nalazi u humanoj perifernoj krvi. Progenitori
bazofila i oezinofila kao subpopulacija pregenitora u perifernoj krvi se identifikuju kao
kolonije ,, eozinofilnog tipa“ ili kao progenitori CD34 koji nose IL-5 receptore ili reaguju
na IL-5. Izlaganje antigenu kod alergijski senzibilisane osobe dovodi po povecanja
progenitora inflamornih ¢elija u perifernoj krvi i kostanoj srzi. Epitelne celije i fibroblasti
nazalnih polipa sekretuju razlicite citokine, kao i1 faktor mati¢nih celija koji moze usmeriti

sazrijavanje CD34 pregenitorske ¢elije do mastocita [99]

3. Eozinofili

Eozinofili nastaju u kostanoj srzi kao i1 drugi elementi bijele krvne loze, a u krvotoku ¢ine
1-3% bijelih krvnih celija. U tkivima eozinofili perzistiraju izvan kostane srzi i krvnih
sudova: u organima gastrointestinalnog i respiratornog trakta, slezine i limfnih ¢vorova.
Kod alergijskih stanja prisutni su plu¢ima i jednjaku. Zivotni vijek u cirkulaciji je 8-12
Casova, dok u tkivima mogu perzistirati 8-12 dana u odsustvu stimulacije [100]. Njihova
morfoloska karakteristika su citoplazmatske granule ispunjene katjonskim proteinima.
Inicijalni kontakt cirkuliSucih eozinofila sa zidom krvnih sudova prije ekstravazacije
omogucavaju selektini. Reverzibilna adhezija izmedu selektina i njihovih liganda
omogucava eozinofilima da se polako krecu duz vaskularnog endotela. Ekspresija E- i P-
selektina na endotelnim celijama moze biti pojacana IL-1 i TNF-a, dok je L-selektin
konstantno eksprimiran na eozinofilima. IL-8 moze izazvati prolazno zaustavljanje
pokrenutih eozinofila, a eotaksin moze trajno zaustaviti kretanje eozinofila [101].
Molekuli koji su najvazniji za Cvrstu adheziju eozinofila za endotelne celije su

CD11b/CD18 i VLA-4 na eozinofilima, a njihovi ligandi molekul intercelularne adhezije
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(ICAM)-1 i molekul adhezije vaskularnih celija (VCAM)-1 na endotelnim celijama.
Ekspresiju molekula adhezije stimuliSu citokini. IL-11 TNF-a indukuju ekspresiju ICAM-
1 i VCAM-1 na endotelnim celijama. Neki citokini su selektivni induktori za odredene
molekule adhezije, kao §to su IL-4 za VCAM-1 i IFN-g za ICAM-1. IFN-g takode
stimuliSe ekspresiju galektina-9 u humanim fibroblastima, molekula koji omogucava
adheziju eozinofila na ovim celijama. Migracija eozinofila je indukovana sa IL-3, IL-5 ili
GM-CSF [102]. Ekspresija VCAM-1 i ICAM-1 na endotelnoj celiji je neophodna za
transmigraciju eozinofila. IL-4-stimulisane endotelne Celije proizvode eotaksin-3, koji
kada se eksprimira na povrsini endotelne celije podrzava transmigraciju eozinofila kroz
celijski sloj. Eozinofili zatim migriraju u tkivo kao odgovor na hemotakticke faktore
proizvedene lokalno na mjestu inflamacije. Ova migracija je kretanje usmjereno ka
gradijentima hemoatraktanta, a karakteriSe je adhezija za proteine ekstracelularnog
matriksa. Hemokini kao §to je eotaksin-2 olak§avaju odvajanje od luminalnog VCAM-1
[103]. Kao odgovor na hemoatraktant, koncentracija citoplazmatskog Ca2++ raste i Celija
prolazi kroz polarizaciju. Ravan nastavak citoplazme, nazvan lamelipod, formira se na
prednjoj strani pokretne celije, a rep koji se zove uropod se formira na zadnjem kraju.
Jedro se nalazi blize zadnjem nego prednjem dijelu. U polarizovanim celijama za kretanje
uvijek postoji gradijent kalcijuma sa vecom koncentracijom Ca2++ u repu nego u
prednjem dijelu Celije. Kada se celije krecu, intracelularna koncentracija Ca2++ raste
prolazno, a zatim najbrze pada prilikom promjene pravca kretanja. Ovi Ca2++ zavisni
signali poti¢u iz unutra$njih zaliha Ca2++ oslobodenih kao odgovor na inozitol 1,4,5-
trifosfat (IP3). Diacilglicerol (DAG), koji se proizvodi zajedno sa IP3 i ima inhibitorni
efekat na Ca2++ signale. Eozinofil se krece tako $to produzava lamelipod kojim prijanja
za podlogu 1 suzava uropod dok se odvaja od podloge. Aktinski sistem omogucava
kretanje celije, a polimerizacija i depolimerizacija aktina obezbjeduju celiji kontraktilnost
[104].

IL-3, IL-5, IL-13 i GM-CSF su prepoznati kao aktivatori funkcije eozinofila, ukljucujuci
migraciju. Hemokini kao S§to su eotaksin, eotaksin-2 i -3 RANTES i1 IL-8 su
hemoatraktanti eozinofila. Hemokini se vezuju za intracelularni matriks preko adhezije
za proteoglikane. Na ovaj nacin se formira fiksni gradijent hemokina unutar tkiva.
Albumin je neophodan za migraciju eozinofila ka hemotaktickim faktorima niske

molekularne tezine, kao $to su citokini. Albumin je aktivno ukljucen u funkciju eozinofila
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indukujuci intracelularnu signalizaciju putem puta zavisnog od PI3 kinaze, stimulacije
koja takode moze pokrenuti odgovor eozinofila na hemotakticke faktore. Interakcija
eozinofila sa albuminom dovodi do morfoloskih promjena i veceg stepena degranulacije
nakon stimulacije citokinom. Eozinofili su bijela krvna zrnca koja predstavljaju
citotoksi¢ne efektorske celije, koje imaju imunomodulatorne i homeostatske funkcije
[105]. Prisustvo granula u citoplazmi je karakteristika granulocita, koji predstavljaju
podtip leukocita, ukljucujuéi neutrofile, eozinofile i bazofile. Eozinofilne granule se
sastoje uglavnom od citotoksi¢nih katjonskih proteina, uz prisustvo citokina i hemokina.
Nastaju iz hematopoetskih CD34+ mati¢nih celija kroz diferencijaciju, a nakon
napustanja kostane srzi ne dolazi do dalje diobe celije. U okviru diferencijacije eozinofila
specifi¢na je sinteza glavnog osnovnog proteina (MBP), neurotoksina izvedenog iz
eozinofila (EDN), eozinofilne peroksidaze (EPO), Charcot-Leiden kristalnog (CLC)
proteina, CC hemokin receptor 3 (CCR3) i interleukin-5 receptorskog alfa (IL-5Ra) lanca
[101]. Kao multifunkcionalni leukociti, ukljueni su u patogenezu inflamatornog
odgovora, prevenstveno kod alergijski senzibilisanih osoba i infekcije uzrokovane
parazitskim helmintima. MBP omogucava ulazak tecnosti unutar celije i time doprinosi
formiranju edema sluznice. MBP izrazava dejstvo na nacin §to indukuje ulazak natrijuma
kroz epitel nazalne sluznice. Eozinofilni katjonski protein ( ECP) stimuliSe sekreciju
mukusa 1 pokazatelj je eozinofilne degranulacije. Lipidna tijela sadrze prostaglandine,
tromboksan 1 leukotriene, koji ucestvuju u alergijskoj inflamaciji, fibrozi i trombozi.
Eozinofili oslobadaju egzozome koji se spajaju sa celijskom membranom i dovode do
ostecenja epitela. Eozinofilija kao inflamatorni infiltrat je svakako prisutna i u oblicima
sinozalne polipoze bez preosjetljivosti na nesteriodne antiinflamatorne lijekove (NSAIL)
. Medutim, znacajno vec¢i nivo ECP u odnosu na broj samih eozinofila ukazuje na njihovu
izrazenu aktivnost u AERD. Neke gljive, patogeni i zagadivaci prisutni u zivotnoj sredini
su sposobni da izazovu aktivaciju eozinofila. Aktivnosti aspartat proteaze koje luci
Alternaria indukuju aktivaciju 1 degranulaciju humanih eozinofila preko receptora-2
aktiviranog proteazom eksprimiranih na celijama. Ekstrakt Dermatophagoides farinae i
njegov glavni alergen Derf I direktno indukuje adheziju, degranulaciju i oslobadanje
specifi¢nog proteina granula eozinofila [106, 68].

Karakteristika polipoze jeste transednotelijalna migracija i produzen zivot eozinofila u

tkivu polipa, koji su uzrokovani koncentracijom IL-5. IL-5 dominantno sekretuju T
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limfociti. Prostaglandin E2 ima znacajno antiiflamatrono dejstvo, a najmanje koncetracije
su uocene kod pacijenata preosjetljivih na acetil-salicilnu kiselinu, oboljelih od bronijalne
astme 1 sinonazalne polipoze. Takode, enterotoksin Staphylococcus aureus indukuje
produkciju IL- S koji dovodi do aktivacije eozinofila. TNF-a je produkt i makrofaga i T
limfocita, koji stimulize produkciju VCAM-1 od strane fibroblasta nazalne sluznice.
Povecana konecentracija TNF-a u tkivu nazalnih polipa akumulira oezinofile i limfocite
u tkivu polipa preko VCAM-1 koji eksprimira endotel. Ve¢ prisutni oezinofili imaju
sposobnost da produkuju TNF-a ¢ime se ostvaruje obilan eozinofilni infiltrat u okviru

inflamatornog infiltrata ( slika 7.).
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Slika 7. struktura eozinofila, granule, povrsinski receptori, egzozomi i EET [107].
Eozinofili posjeduju veliki broj proteina, receptora i enzima koji im omogucavaju
interakciju sa mikrookruzenjem. Eksprimiraju brojne receptore na svojoj povrsini,
ukljucujuci receptore za citokine, hemokine i lipidne medijatore, koji su ukljuceni u rast
celije, opstanak, adheziju, migraciju i aktivaciju.

Skracenice: CLC/Gal-10 - Charcot-Leiden kristalni proteini, ECP - eozinofilni katjonski
protein, MBP - glavni osnovni protein, EPKS - eozinofilna peroksidaza, EDN -
neurotoksin izveden iz eozinofila, MHC klasa II - kompleks histokompatibilnosti Maior-

II, EET - eozinofilne ekstracelularne zamke.
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Leukotrieni su porodica inflamatornih lipidnih medijatora koje iz arahidonske kiseline
sintetiSu eozinofili, mastociti, makrofagi, neutrofili i bazofili. Leukotrieni C4 (LTC4), D4
(LTD4) 1 E4 (LTE4) oznaCeni su kao CysLTs zbog prisustva ostatka cisteina. U
neutrofilima, monocitima, eozinofilima, mastocitima i bazofilima, arahidonska kiselina
se oksiduje pomocu 5-lipoksigenaze (5-LO) da bi se proizveo nestabilan metabolit,
leukotrien A4 (LTA4) . U monocitima, mastocitima, eozinofilima i1 bazofilima, LTA4
nakon konjugacije sa glutationom se zatim konvertuje u LTC4 pomocu leukotrien C4
sintaze (LTC4S) Iz LTC4 se ekstracelularno formira LTD4 i njegov stabilan metabolit,
LTE4 . LTC4, LTD4 i LTE4 su snazni bronhokonstriktori kod ljudi [108]. Razlog za
prekomjernu proizvodnju CysLT je povezan sa smanjenjem nivoa prostaglandina E2
(PGE2) u uzorcima nazalnog tkiva ukljucujuci polipe u nosu. Nizak nivo PGE2 doprinosi
pomjeranju puta metabolizma arahidonske kiseline ka sintezi leukotriena. Na znacaj
mastocita u inflamaciji sluznice disajnog puta kod pacijenta sa preosjetljivos¢u na NSAIL
ukazuju povisene vrijednosti prostaglandima D2. Smanjena ekspresija mRNK COX-2 u
tkivu nazalnih polipa, epitelnih celija 1 fibroblasta dovodi do smanjene produkcije
prostaglanidina E2 $to vodi do sublimiranog antiinflamatornog odgovora. Poveéana
ekspresija receptora za leukotrijene tip 1 uz produkciju cistenil leukotrijena i enzima
ukljucenih u njihovu sintezu ( 5- lipooksigenaze 1 leukotrijen C4 sintetaze) dovodi do
izrazenog efekta leukotrijena na sluznici pacijenta preosjetljivih na NSAIL. Smanjena
produkcija lipoksina A4 u tkivu nazalnih polipa upucuje na poremecéaj metabolizma
arahidonske kiseline. Proliferacija i duze prezivljavanje eozinofila u tkivu nosnih polipa
uoCena je uz povecanu koncentraciju Ig-E antitijela na enterotoksin Staphylococcus
aureus kod pacijenata sa preosjetljivos¢u na NSAIL [109]. IL-3 indukuje produkciju
monocita, megakariocita, neutrofila, eozinofila i bazofila. IL-5 je zaduzen za
diferencijaciju 1 usmjeravanje u sistemsku cirkulaciju eozinofila nastalih iz
pluripotenetnih celija kostne srzi. Makrofagi, endotelne celije, mast celije pa 1 sami
eozinofili produkuju trombocitni aktiviraju¢i faktor ( PAF) koji potencira migraciju
eozinofila u odnosu na neutrofile kod atopicara. Eozinofili su najprisutniji u sluznicama
organa izlozenih spoljasnjoj sredini, prije svega organa disajnog i digestivnog sistema.
Prostaglandin D2 koji produkuju mast celije u sklopu alergijske reakcije, uzrokuje
degranulaciju 1 morfoloske promjene eozinofila. Prilikom degranulacije dolazi do

oslobadanja glavnog osnovnog proteina (MBP-1 i MBP-2), neurotoksina dobijenog iz
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eozinofila ( EDN) , eozinofilnog katjonskog proteina ( ECP). Eozinofilna peroksidaza
indukuje produkciju hipohlorne ili hipobromne kiseline, koja je veoma toksi¢na za
patogene- parazite, ali na isti nacin dovodi do osStecenja sluznice 1 tkiva u okviru alergijske
reakcije ili oboljenja sinonazalne sluznice. Produkti degranulisanih oezinofila su i
leukotrijeni i prostaglandini.

Leukotrijeni su definisani u kasnim sedamdesetim godinama proslog vijeka, kao lipidni
zapaljenski medijatori nastali od arahidonske kiseline. LTC4, LTD4 i LTE4 pripadaju
grupi cistenil leukotrijena koji svoje efekte ispoljavaju preko aktivacije dvije vrste
receptora CysLT1 i CysLT2, koji su prisutni na krvnim sudovima, zapaljenskim celijama
1 nazalnim submukoznim zlijezdama. Za CysLT1 receptor najveci afinitet ima LTD4, dok
se za LTC4 1 LTD4 jednako vezuju za CysLT2. Rezultat ove interakcije je nazalna
kongestija kao poslijedica dilatacije krvnih sudova, njihove propustljivosti i poslijedi¢nog
edema sluznice, pojatana nazalna sekrecija uzrokovana povec¢anom produkcijom
mukusa, povlacenje inflamatornih Celija iz cirkulacije koje odrzavaju inflamaciju. Mast
¢elije 1 bazofili u najve¢oj mjeri produkuju cistenil leukotrijene. Eozinofili pacijenata
oboljelih od AERD produkuju znacajno vise leukotrijena u odnosu na eozinofile zdravih
pojedinaca [110]. Cistenil leukotrijeni (CysLTs) ispoljavaju proinflamatorni i
profibroticki efekat na respiratornom traktu, uzrokujuci bronhokonstrikciju, potencirajuci
eozinofilnu inflamaciju 1 ektravazaciju te¢nosti kroz interakciju sa njihovim specificnim
receptorima. Sluznicu pacijenta oboljelih od AERD karakteriSe povecana ekspresija
CysLTs receptora (CysLTR1 1 CysLTR2) u poredenju sa drugim formama hroni¢nog
sinosinuzitisa. Postoji povecana ekspresija enzima leukotrien C4 sintaza (LTC4S), koji
omogucava sintezu CysLTs u AERD [111].

CysLT2 receptori su Siroko rasprostranjeni u mozdanom tkivu, sréanom misicu, krvnim
sudovima 1 leukocitima. Povecane vrijednosti cistenil leukotrijena su potvrdene u
nazalnom sekretu nakon izlaganja hladnom, suvom vazduhu, najvjerovatnije kao
poslijedica degranulacije mast celija. DendritiCne Celije su znaCajne antigen prezentujuce
celije, koje ispoljavaju CysLT1 receptor i produkuju cisteinil leukotrijene, koji opet
reguliSu produkciju interleukina IL-10,IL-12, IL-S i interferona -Y. IL-3, IL-5 stimuliSe
sintezu CysLT u eozinofilima, bazofilima i T limfocitima. IL-5 je zna€ajan u inhibiciji
apoptoze eozinofila, njihovoj aktivaciji i akumulaciji u tkivima. Receptor visokog

afiniteta za IL-5 ( IL-5R) se nalazi na eozinofilima i bazofilima [112]. Prostaglandin E2
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(PGE2) ima antiinflamatorni efekat kroz inhibiciju degranulacije mastocita, inhibiciju
aktivacije eozinofila, kao 1 inhibiciju lipooksigenaze (SLO), c¢ime se prekida
transforamcija arahidnoske kiseline u CysLT. Antiinflamatorni efekat PGE2 se ispoljava
1 kroz smanjenu vazodilatataciju, poslijedicno i smanjenu vaskularnu permeabilnost.
Preko svog EP2 receptora PGE2 blokira degranulaciju mastocita, ograni¢ava migraciju
eozinofila 1 inhibira alergenom stimulisano oslobadanje inflamatornih medijatora koji
poti¢u od mastocita ukljuCujuci PGD2. Pacijenti sa AERD imaju smanjen nivo PGE2,
COX2 1 EP2 receptora u fibroblastima i sinonazalnom tkivu, nizak nivo EP2 receptora u
neutrofilima, mastocitima, eozinofilima i T- cCelijama, u poredenju sa pacijentima
tolerantnim na aspirin, sa sinonazalnom polipozom [113]. Smanjena ekspresija PGE2
omogucava povecane nivoe PGD2 i leukotrijena [114].

PGD2 je strukturni izomer PGE2. Identifikovana su dva enzima u sintezi PGD2 koji se
zovu hematopoetska prostaglandin D sintaza (H- PGDS) i lipokalinskog tipa sintetaza (L-
PGDS). H-PGDS je prisutan u okviru produkcije PGD2 u mastocitima i drugim srodnim
tkivima, posebno kod osoba sa AERD, dok je L-PGDS najvise izrazen u centralnom
nervnom sistemu. PGD2 aktivira eozinofile, bazofile kroz homologni molekul
hemoatraktantnog receptora eksprimiran na T2 limfocitima (CRTH2) [115,116]. Tako se
smatralo da je dominatani odgovor u AERD vezan citokine T2 imunskog odgovora,
izrazena ekspresija IFN-y i1 IL-4 porijeklom iz eozinofila ukazuju na ucesce i T1 1 T2
imunskog odgovora. IL-4 i IFN-y povecavaju ekspresiju receptora cistenil leukotrijena (
CysLTR1 i CysLTR2) u mononuklearnim celijama i granulocitima. Zanimljivo je da i
IFN-y favorizuje sazrijevanje eozinofila, dok IL-4 inhibira COX-2 [117]. LTA4 nastaje
iz arahidonske kiseline dejstvom 5-lipoksigenaze. LTB4 nastaje iz LTA4 u neutrofilima
1 eozinofilima dejstvom LTA4 hidrolaze. LTB4 je proinflamatorni lipidni medijator,
hemoatraktant za eozinofile, monocite, makrofage i neutrofile. Formiranje razlicitih
granula eozinofila karakteriSe razvoj i sarijevanje eozinofila. Charcot-Leiden kristalni
protein (CLC, koji se obiljezava i kao galektin 10) i eozinofil peroksidaza (EPKS, takode
poznat kao EPO) nalaze se u primarnim granulama eozinofila [105]. Specifi¢ne
eozinofilne granule sadrze Cetiri katjonska proteina — glavni bazi¢ni protein (MBP-1),
eozinofilnu peroksidazu (EPX), eozinofilni katjonski protein (ECP) i neurotoksin dobijen
iz eozinofila (EDN) — kao i brojne prethodno formirane citokine i hemokine [101].

Eotaksini omogucavaju migraciju eozinofila na mjesto inflamacije. Degranulacija
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eozinofila je osnova patoloskog susptrata alergijskih 1 nealergijskih inflamatornih
oboljenja. Oslobadanje sadrzaja granula je moguce djelimi¢nom degranulacijom (PMD),
citolizom, klasi¢nom i slozenom egzocitozom. PMD karakteriSe progresivno i selektivno
oslobadanje sadrzaja granula uz pomoc¢ malih vezikula u odsustvu fuzije sa drugim
granulama ili plazma membranom [118]. Tokom citolize, intaktne granule se oslobadaju
nakon rupture plazma membrane. Sadrzaj proteinskih granula ukljucuje glavni osnovni
protein 1 (MBP1), koji povecanjem ekspresije epitelnog transformiSuceg faktora rasta
beta (TGF-b) i matriksne metaloproteinaze-1 (MMP-1) u lamini propriji dovodi do
subepitelne fibroze [119,120]. Glavni osnovni protein 1 (MBP-1) je katjonski protein
uskladiSten u kristalnom jezgru sekundarne granule eozinofila. N-terminalni domen
definise formu MBP-1 kao pre-protein kome nedostaje toksicnost. C-terminalni region
kristaliSe da bi sprijeCio intracelularnu toksi¢nost kada se pro-MBP-1 cijepa, nakon
sazrijevanja granula. Aktivacija eozinofila smanjuje pH unutar granula §to dovodi do
razgradnje kristalnog jezgra i oslobadanja MBP-1 kao aktivnog citotoksi¢nog proteina.
Ostecenje izazvano MBP-1 nije selektivno, stoga je usmjereno na patogene i na celije
domacina. MBP-1 stimulise proizvodnju proinflamatornog citokina IL-8 [101]. Antitijelo
na humani eozinofilni glavni osnovni protein, klon BMK-13, prepoznaje glavni osnovni
protein eozinofila (MBP), protein od 117 aminokisjelina, koji odgovara ostacima 106-
222 proteoglikana kostane srzi (prekursora). BMK-13 je pan-eozinofilni marker u
presjecima tkiva u parafinu. BMK-13 se vezuje za eozinofile u tkivu ugradenom u
parafin. Preporucuje se razblazivanje 1:30 u PBS-u — Buffer PBS, 0.1% BSA. Vrijeme
inkubacije je jedan sat na sobnoj temperaturi. Enzimski predtretman je neophodan.

BMK-13 boji intracelularne, uskladistene proteine [121].
4. Ciljevi istrazivanja i hipoteze
4.1. Ciljevi istrazivanja:
1. Na osnovu rezultata patohistoloske i imunohistohemijske analize uporediti 1
procijeniti stepen povezanosti intenziteta inflamatorne infiltracije epitela i

subepitela ( lamine proprije) i vaskularizacije subepitela kod pacijenata sa

razli¢itim formama hroni¢nog rinosinuzitisa u odnosu na zdrave ispitanike.
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2. Procijeniti nivo korelacije imunohistohemijskih 1 klini€kih parametara koji

ukazuju na stepen proSirenosti hroni¢nog zapaljenja.

4.2. Hipoteze istraZivanja:

1. Pacijenti sa Samterovim trijasom ( AERD) imaju veci stepen vaskularizacije
lamine proprije 1 intenzivniju inflamatornu infiltraciju epitela i subepitela u
odnosu na ostale grupe ispitanika.

2. Postoji pozitivna korelacija izmedu stepena vaskularizaije 1 inflamatorne
infiltracije u lamini propriji sa jedne i klinickih pokazatelja tezine hroni¢nog

rinosinuzitisa sa druge strane.

5. Materijal i metode

5.1. Prikaz studije i selekcija pacijenata

Istrazivanje predstavlja prospektivnu studiju presjeka, kojom su obuhvaéena devedeset i
Cetiri ispitanika, sprovedenu u skladu sa Helsinskom deklaracijom. Istrazivanje je
sprovedeno je u Klinici za otorinolaringologiju i Institutu za patologiju Vojnomedicinske
akademije u Beogradu, u periodu od marta 2020. do oktobra 2022. godine. Protokol i
metode studije su odobreni odlukom Eti¢kog komiteta Vojnomedicinske akademije u
Beogradu (IRB odobrenje br. 21/2022), kao i odlukom Komiteta za medicinsku etiku i
bioetiku Medicinskog fakulteta Univerzita Crne Gore ( odluka broj 381/2 od 04.03.2022.
godine). Svi ispitanici koji su studijom obuhvaceni su prethodno dali pisani informativni
pristanak. Istrazivanjem su obuhvaceni pacijenti kod kojih je dijagnostikovan hronicni
rinosinuzitis u skladu sa Evropskim pozicionim dokumentom o rinosinusitisu i nazalnim
polipima (EPOS) 2020 [S5]. Svi ispitanici su hirurski lijeCeni u Klinici za
otorinolaringologiju Vojnomedicinske akademije u Beogradu, u periodu trajanja studije.
Pacijenti oboljeli od hroni¢nog rinosinuzitisa su podijeljeni u tri grupe u zavisnosti od
klinicke manifestacije bolesti. Dvije osnovne grupe pacijenta su pacijenati koji su bili bez
sinonazalne polipoze (CRSsNP) i ispitanici sa polipozom (CRSwNP). Medu pacijentima

sa polipozom izdvojili smo grupu pacijenata sa AERD. Kriterijumi za ukljucivanje
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pacijenata sa AERD bili su dijagnoza CRSwNP, blaga perzistentna astma, potvrdena od
strane pulmologa 1 podaci iz istorije bolesti o pogor§anju respiratornih simptoma nakon
uzimanja nekog od NSAIL. Ostali pacijenti sa CRS su bili bez astme 1 bez preosetljivosti
na NSAIL. Kontrolnu grupu c¢inili su ispitanici bez simptoma i znakova inflamacije
nazalne sluznice, kod kojih je indikovano hirursko lijeCenje nazalne opstrukcije
uzrokovane pneumatizacijom srednje nosne Skoljke (concha bullosa). Svi pacijenti su
preoperativno bodovani prema intenzitetu nazalnih/sinusnih simptoma 1 procjeni
kvaliteta zivota, dok su pacijenti sa CRS dodatno bodovani prema stepenu bolesti
evidentiranom radioloski, kompjuterizovanom tomografijijom (CT) paranazalnih
Supljina, prema Lund-Mackay skoru (LMS) .

Radioloska dijagnostika u vidu CT pregleda je neophodna u cilju planiranja hirurskog
lijeCenja, utvrdivanja anatomskih varijacija, postavljanja dijagnoze akutnog ili hroni¢nog
oboljenja. Odnos izmedu nalaza evidentiranog CT skenom i simptoma koje pacijent
navodi je razli¢it, samim tim nalaz CT pregleda je neophodan u cilju postoperativnog
pracenja ili objektivnog ocjenjivanja stadijuma bolesti. Lund-Mackay skor predstavlja
vrijednost koja je rezultat sistema bodovanja nalaza dobijenog CT pregledom
paranazalnih Supljina. CT pregled paranazalnih Supljina je ucinjen u aksijalnoj,
koronalnoj i1 sagitalnoj ravni. Promjene sluznice paranazalnih sinusa se kvantifikuju
koriscenjem Lund-Mackay skora, koji ocenjuje svaku paranazalnu Supljinu pojedina¢no
- prednje etmoidalne Celije, zadnje etmoidalne celije, maksilarni, frontalni i sfenoidalni
sinus. Intenzitet zasijenCenosti parnazalne Supljine na CT snimku se kvantifikuje
vrijednostima 0, kada nema radioloski vidljivih promjena paranazalnih Supljina, 1
pridutna je djelimiCna zasjenCenost paranazalne Supljine, dok vrijednost 2 ukazuje
potpunu zasjencenost [122]. Ostiomeatalni kompleks se ocenjuje vrijednostima O kada
nije okludiran ili vrijednoscu 2 kada je okludiran. Rezultati za desnu i za lijevu stranu
se sabiraju. Ukupan, zbirni Lund-Mackay skor je u rasponu od 0 do 24 [ 123]. Pacijenti
koji navode osjecaj bola u predjelu lica, koji odgovara paranazalnim Supljinama, nazalanu
opstrukciju, postnazlano slivanje sa razlicitim stepenom oflaktorne disfunkcije, imaju
znacajnu korelaciju sa vrijednostima Lund-Mackay skora koji prati promjenu intenziteta
klinickih simptoma[124]. Vrijednost Lund-Mackay skora kod pacijenta oboljelih od
hroni¢nog rinosinuzitisa korelira sa oCekivanim modalitetom lijeCenja. Vece vrijednosti

skora su prisutne kod hirurski lijeCenih pacijenata. Kod pacijenta bez sinonazalne
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polipoze skor je znacajno nizi. Vrijednost Lund-Mackay skora moze biti pokazatelj tezine
klini€kih simptoma 1 kvaliteta zivota pacijenta [125]. Za procjenu intenziteta simptoma
koris¢en je Visual Analogue Score (VAS). Pacijenti su procjenjivali simptome
postavljanjem vertikalne oznake na skali od 0 do 10 cm u zavisnosti od tezine navedenih
simptoma. Vrijednost 0 ozna¢ava da nema simptoma, gradacijski do vrijednosti 10 koja
ukazuje na maksimalni intenzitet simptoma. Upitnik sadrzi odgovore za 18 simptoma :
glavobolja, zaCepljenje nosa, nazalni iscjedak, postnazalni iscjedak, osteceno Culo mirisa,
punoca lica, zubobolja, bol u licu/pritisak, epifora, kasalj, krvarenje iz nosa, zadrzavanje
suvog sekreta u nosu, opste zdravstveno stanje, umor, groznica, mucnina, povracanje,
teCne stolice. Sedam simptoma od navedenih je ukljuCeno u konacni rezultat, koji je
evaluiran u okviru ove studije : nazalna opstrukcija, sekrecija iz nosa, postnazalni sekret,
osjecaj punoce u predjelu paranazalnih Supljina, oslabljeno Culo mirisa, glavobolja [126].
Da bismo procijenili kvalitet zivota, koriS¢en je upitnik sino-nazalnog ishoda 22 (SNOT-
22). SNOT-22 obuhvata Sirok spektar tegoba i simptoma koje se odnose kvalitet zivota,
ukljucujuci fizicke tegobe, funkcionalna ogranicenja i emocionalne poslijedice. Upitnik
nudi odgovore za 22 simptoma: potreba za izduvavanjem nosa, kijanje, sekrecija iz nosa,
zaCepljenost nosa, gubitak mirisa ili ukusa, kasalj, postnazalno slivanje sekreta, gusti
iscjedak iz nosa, punoca uva, vrtoglavica, bol u uhu, bol/pritisak u predjelu lica, teskoce
prilikom spavanja, budenje nocu, nedostatak dobrog sna, osjecaj umora nakon budenja,
umor, smanjena produktivnost, smanjena koncentracija, frustracija/nemir/iritacija, tuga,
stid. Pacijenti daju odgovor birajuci vrijednost u zavisnosti od tezine simptoma: 0 —
tegoba/ problem ne postoji, 1 — veoma blaga tegoba, 2 — blaga tegoba, 3 — umjerena
tegoba, 4 — ozbiljana tegoba 1 5 — izuzetno ozbiljana tegoba. Upitnik podrazumijeva
subjektivnu ocjenu navednih simptoma u ukupnoj vrijednosti od 0-110, sa vecim

rezultatima kod izrazenijeg uticaja tegoba na kvalitet zivota. [126,127,128].

5.2. Kriterijumi za ukljudivanje u studiju

Osim kontrole grupe koju €ine ispitanici kojima je indikovano hirursko lijecenje u cilju
korekcije anatomskih struktura nosne Supljine, svi ostali ispitanici su pacijenti oboljeli od

hroni¢nog rinosinuzitisa. Dvije grupe €ine pacijenati kod kojih je klinicki i1 radioloski

dijagnostikovana sinonazalna polipoza, od kojih ¢e kod jedne nazalna polipoza biti
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udruzena sa preosjetljivosti na NSAIL, dok tre¢u grupu ¢ine oboljeli od hroni¢nog
rinosinusitisa bez sinonazalne polipoze. Dijagnoza hroni¢nog rinosinuzitisa je
postavljena u skladu sa kriterijjumima objavljenim u dokumentu EPOS 2020 (European

Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps) 2020 [5].

5.3. Kriterijumi za iskljucivanje iz studije

Osobe mlade od osamnaest i starije od Sezdeset 1 pet godina zivota, trudnice, dojilje,
pacijenti sa sistemskim bolestima koje zahvataju nosnu Supljinu i paranazalne sinuse
(Wegenerova granulomatoza sa poliangiitisom, Churg-Strauss-ov sindrom, Young
sindrom ), pacijenti sa hoanalnim polipima i hamartomima nosne Supljine, oboljeli od
hroni¢nog gljivicnog rinosinuzitisa, pacijenti sa urodenim poremecajem mukocilijarnog
transporta (cisticna fibroza, primarna cilijarna diskinezija), pusaci, pacijenti sa
prethodnim operacijama paranazalnih sinusa, ispitanici koji su uzimali topikalne i/ili
sistemske kortikosteroide, antihistaminike i antibiotike unutar mjesec dana prije poceka

istrazivanja.

5.4. Varijable koje se mjere u studiji

Nezavisne varijable koje se utvrduju su dijagnoza hroni¢nog rinosinuzitisa, prisustvo/
odsustvo nazalnih polipa, udruzenost hroni¢nog rinosinuzitisa sa preosetljivos¢u na
NSAIL.

Zavisne varijable koje se mere su stepen imunoekspresije molekula CD31, CD34 i BMK-
13 u uzorcima tkiva pacijenata sa hroni¢nim rinosinuzitisom, kao i zdravih ispitanika,
intenzitet nosnih simptoma (skor nosnih simptoma), stepen inflamacije procijenjen na

osnovu analize CT pregleda paranazalnih Supljina.

5.5. Opis procedura

Svi pacijenti obuhvaceni studijom su hirurski lijeceni u uslovima opste endotrahealne

anestezije. Uzorci tkiva polipa kod pacijenata sa CRSwWNP/AERD, kao 1 hipertroficne

sluznice pacijenata sa CRSsNP, uzeti su iz etmoidalnog labirinta tokom endoskopske
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operacije sinusa (FESS). Uzorci tkiva nazalne sluzokoze kontrolnih subjekata uzeti su
lateralnom resekcijom pneumatizovane srednje nosne Skoljke (concha bullosa). Uzorci
tkiva su fiksirani 24 sata u 4% puferovanom rastvoru formaldehida. Zatim su isprani
vodom 1 dehidrirani koncentrovanim etanolom (70% do apsolutnog), a potom tretirani
ksilelom 1 ubafeni u parafin. Parafinski blokovi su isjeceni na debljinu od 3-5
mikrometara. Sekcije su obojene hematoksilinom i eozinom (H&E). Imunohistohemijsko
bojenje je ukljucivalo deparafinizaciju nakon sjeCenja djelova od 3-4 mikrometra od
parafinskog kalupa i suSenje nakon potatanja u ksilenu, alkoholu i destilovanoj vodi.
Deparafinisani djelovi su zagrijevani dva puta po pet minuta u mikrotalasnoj pecnici u
kiveti sa 250 mL rastvora citratnog pufera (10 mmol/L). Nakon toga su hladeni u
citratnom puferisanom rastvoru na sobnoj temperaturi trideset minuta i dva puta isprani
destilovanom vodom po trideset sekundi. Slijedeca faza ukljucuje blokiranje endogene
peroksidaze na nacin $to su djelovi tkiva natopljeni 3% vodonik peroksidom u trajanju od
pet minuta; zatim isprani destilovanom vodom, prekriven fosfatnim puferom tri puta u
trajanju od po dva minuta.

Imunohistohemijsko bojenje za MBP izvr§eno je humanim BMK13 antitijelima (Santa
Cruz Biotechnologi, Inc. Dallas, Teksas, SAD), dok je bojenje za CD31 1 CD34 izvr$eno
humanim anti-CD31 i anti-CD34 antitijelima (Elabscience, Houston, Teksas, SAD).
Analiza imunohistohemijskih bojenja uradena je digitalnim svjetlosnim mikroskopom.
Dobijeni skor imunoloske reaktivnosti je uporeden u odnosu na grupe pacijenata sa CRS
1 u odnosu na kontrolnu grupu. Imunoreaktivnost BMK-13 je zabiljezena kao bojenje
degranulisanih eozinofila, i to: stepen 0 bez pozitivnih celija, stepen 1 - malo pozitivnih
celija (manje od 5 celija), stepen 2 - umjeren broj pozitivnih celija (5-10 celija), stepen 3
- umjeren broj pojedinacnih i grupisanih celija (5-10 pojedina¢nih i grupisanih celija),
stepen 4- veliki broj pozitivnih Celija, ukljucujuci grupisane celije (vise od 10 celija) [129
]. Pozitivna imunoreaktivnost na CD31 i1 CD34 je zabiljezena kao bojenje membrane
endotelnih celija u kontinuitetu lumena vaskularnog prostora.

Metoda kvantifikacije mikrovaskularne gustine podrazumijeva odredivanje broja
vaskularnih prostora u dijelu tkiva po kvadratnom milimetru povrsSine, na skeniranim
preparatima obojenim imunohistohemijskim metodama. Ova metoda ukljucuje pocetno
skeniranje Citavog odjeljka pod mikroskopskim poljem male snage da bi se identifikovalo

nekoliko mjesta sa najvecom gustinom krvnih sudova, nakon ¢ega se sprovodi brojanje
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pojedinanih novih mikrosudova pod mikroskopskim poljem velike snage. Svaki
pozitivan klaster endotelnih celija imunoreaktivnosti u odabranom polju se rauna kao
pojedinacni sud, pored morfoloski identifikovanih sudova sa lumenom [130]. Intenzitet
bojenja CD31 1 CD34 je procijenjen kao odsustvo bojenja - vrijednost 0, slab intenzitet -

vrijednost 1, umjeren intenzitet - vrijednost 2 i jak intenzitet — vrijednost 3.

5.6. Statisticka analiza

Dobijeni podaci su analizirani pomocu Shapiro-Vilkovog testa. Studentov t-test za
nezavisne uzorke i One-way ANOVA test je koriScen za procjenu razlika u starosnoj dobi
pacijenata. One-way ANOV A je koriScena za ispitivanje razlika izmedu grupa pacijenata
u odnosu na vrijednosti njihovih rezultata klini¢kih parametara, nakon Cega je uslijedilo
post-hoc testiranje koriscenjem Tukey’s testa. Da bi se ispitale razlike u distribuciji
intenziteta bojenja tkiva izmedu grupa pacijenata, korisceni su Hi-kvadrat test i FiSerov
egzaktni test. Testiranje korelacije izmedu ovih parametara je uradeno koriScenjem
Spearmanov koeficijenta korelacije (Spearman’s rank correlation coefficient) p vrijednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom. Rezultati koji se odnose na klinicke
parametre na slikama i tabelama su predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SD).

6. Rezultati

6.1. Demografske karakteristike

Devedeset 1 Cetiri pacijenta koji su ukljuceni u ovu studiju su podijeljeni u Cetiri grupe na
slijedeci nacin: CRSwNP (bez osetljivosti na NSAIL) (n = 33; 35,1%), AERD (n = 20;
21,3%), CRSsNP (n = 10; 10,6%) i kontrolna (C) grupu koju €ine ispitanici sa nazalnom
opstrukcijom, bez inflamatorne bolesti nazalne sluzokoze, kod kojih je hirurski lijecena
nosna pregrada i/ili pneumatizovana nosna Skoljka (n = 31; 33%). Od devedeset i Cetiri
pacijenta, pedeset i tri (56,4%) su bili muskarci, a Cetrdeset i jedan (43,6%) su bile zene.
ProsjeCna starost pacijenata muskog pola bila je statisticki viSa od pacijenata zenskog

pola [43,9 + 12,8 naspram 38,8 + 8,6; t = 2,299, p < 0,05]. Nije pronadena statistiCka
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razlika u srednjoj starosnoj dobi pacijenata izmedu razli€itih grupa pacijenata (F (3,90)
= 1,6, p > 0,05). Utvrdena je statistiCka razlika u polnoj distribuciji izmedu Cetiri grupe
pacijenata [ch 2 (3) = 8,128, p < 0,05] (Slika 8), pri ¢emu su pacijenti muskog pola
preovladavali u CRSwWNP i C grupi, a pacijenti zenskog pola u grupi sa AERD.

6.2. Klini¢ki parametri

Poredenje klini¢kih parametara (VAS, SNOT-22 i LMS), izmedu eksperimentalnih grupa
pacijenata i kontrolne grupe, pokazalo je znacajnu razliku za sva tri ispitivana parametra
koja je odredena One-way ANOVA [VAS: F (3, 90) = 9,495, p <0,001;, SNOT-22: F (3,
90) = 5,471, p <0,01; LMS: F (2, 60) = 12,603, p < 0,001] (Slika 9).

Post-hoc testiranje je bilo uradeno za svaki od tri testirana parametra, $to je dalo razlike
izmedu grupa. U slucaju VAS detektovana je znacajna statisticka razlika izmedu C i
CRSwWNP (p < 0,01), Ci AERD (p < 0,001), C i CRSsNP (p < 0,05). U slucaju SNOT-
22, otkrivena je znacajna statisticka razlika izmedu C 1 CRSwNP (p <0,01), C i AERD
(p <0,01). U slucaju LMS-a, otkrivena je znaCajna statisticka razlika izmedu CRSwNP i
AERD (p < 0,01) i CRSsNP i AERD (p < 0,001). Vrijednost LMS ima zna¢ajnu
statisticku korelaciju sa vrijednostima SNOT 22 1 VAS skora kod pacijenta sa
sinonazalnom polipozom i kod pacijenta sa preosjetljivosti sa NSAIL §to ukazuje da
stepen u kojem su ispoljeni simptomi, verifikovan kroz vrijednost skale/ testa korelira na
objektivnim nalazom/ patoloskim supstratom evidentiranim u okviru CT pregleda
paranazalnih Supllina. Vrijednost SNOT 22 je u znacajnoj statistickoj korelaciji sa
vrijenostima VAS kod kontrolne grupe ispitanika kao i kod pacijenta sa sinonazalnom
polipozom 1 preosjetljivosti na NSAIL $to ukazuje da je nivo ispoljenosti simptoma
bolesti/ anatomskih varijacija odgovarajuci anatomskom / patoloSkom supstratu, odnosno

indikaciji za ucinjeno hirursko lijecCenje ( slika 12.).
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Polna distribucija

Gender
mm Male
. Female

Broj pacijenata

CRSwNP AERD CRSsNP Control
Grupe pacijenata

Slika 8. Distribucija izmedu grupa pacijenata na osnovu pola

Pacijenti muskog pola su bili dominantni u grupi CRSWNP (n = 23; 69,7%) kao i u
kontrolnoj grupi (n = 18; 58,1%), dok su pacijentkinje bile dominantan pol u grupi sa
AERD (n = 14; 70%). CRSWNP - hroni¢ni rinosinuzitis sa nazalnom polipozom ; AERD
- respiratorna bolest izazvana aspirinom; CRSsNP - hroni¢ni rinosinuzitis bez nazalnih

polipa.

U nazalnoj polipozi mastociti eksprimiraju estrogenske i progesteronske receptore
(ER/PR). To moze upuéivati na odnos izmedu hormonalnog statusa pacijenata i nazalne
polipoze. Estradiol utiCe na aktivonst eozinofila, ukljucuju¢i njihovu prezivljavanje,
obzirom da eozinofili izrazavaju ER-alfa receptore. Takode ispoljava antiinflamatorni
efekat inhibicijom TNF-alfa, interferona-y i NK ¢elija, sprecavajuéi ¢elijsku apoptozu
[114].
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Slika 9. Poredenje rezultata ispitivanih klinickih parametara izmedu grupa pacijenata.

VAS i1 SNOT-22 su uporedeni izmedu sve cCetiri grupe koje su ukljucene u ovu studiju,
dok je LMS procijenjen samo u eksperimentalnim grupama pacijenata. Statisticka razlika
je prikazana za sva tri parametra. Skor za VAS 1 SNOT-22 je bio znacajno veci u grupama
CRSwWNP i AERD, u poredenju sa pacijentima iz C grupe. Sto se tice LMS-a, uogena je
statisticka razlika izmedu AERD i CRSwWNP/CRSsNP grupa. Pacijenti iz grupe AERD
imali su najveci rezultat za sva tri klinicka parametra. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrijednost + standardna devijacija. * - oznacava p< 0,05; ** - oznacava p <0,01;
**% _oznaCava p <0,001. VAS- vizuelno analogna skala, SNOT-22 - Sino-nazalni test
ishoda-22, LMS - Lund-Mackay skor , CRSwWNP - hroni¢ni rinosinuzitis sa nazalnom
polipozom , AERD - respiratorna bolest izazvana aspirinom, CRSsNP - hronicni

rinosinuzitis bez nazalnih polipa.
6.3. Imunohistohemijske karakteristike

Reprezentativni primjeri imunohistohemijskog bojenja za sve Cetiri grupe pacijenata
prikazani su na slici 10. Sve tri grupe pacijenata sa CRS su pokazale znacajnu statisticku
razliku u vrijednostima ispitivanih imunohistohemijskih markera: CD31 (p <0,05); CD34
(p<0,01); BMKI13 (p <0,001). Imunorekativnost za CD31 1 CD34 nije bila u potpunosti

odsutna ni kod jednog ispitanika.
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Slika 10. Reprezentativni primjeri imunohistohemijskog bojenja za BMK13 (gornji red),

CD31 (srednji red) 1 CD34 (donji red) za sve Cetiri grupe ispitanika. A- ispitanici oboljeli
od CRSwWNP, B — pacijenti sa AERD, C — ispitanici oboljeli od CRSsNP, D- kontrolna

grupa ispitanika.

Najveca uestalost, najjadeg bojenja za CD 31 je primjecena u uzorcima tkiva dobijenim
od pacijenata sa CRSwNP, dok je najjaci obrazac bojenja CD34 pronaden kod pacijenata
sa AERD. Ekspresija BMK13 je skoro u potpunosti izostala u C grupi pacijenata, §to je u
potpunoj suprotnosti sa pacijentima iz grupe CRSwWNP, koji su pokazali razliCite nivoe
bojenja BMK13. Najvisi nivo ekspresije BMK13 (skor 4) je otkriven kod pacijenata sa
AERD ( slika 11. i tabela 1).
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Slika 11. Raspodjela imunohistohemijskih markera izmedu grupa pacijenata.

CD31, CD34 i BMKI13 su procjenjeni u uzorcima tkiva dobijenim iz sve Cetiri grupe
pacijenata. Koristeci FiSerov egzaktni test, otkrivena je znaCajna statisticka razlika u
distribuciji intenziteta bojenja za sva tri imunohistohemijska markera izmedu cCetiri grupe
pacijenata. Odnos izmedu imunohistohemijskih markera i rezultata klinickih parametara
pacijenata ukljucenih u ovu studiju pokazao je umjerenu pozitivnu korelaciju izmedu
BMKI13 i SNOT-22 (rs = 0,46) i izmedu BMK13 i1 LMS (rs = 0,58) u grupi CRSwNP
(Slika 11).

CRSwNP- hroni¢ni rinosinuzitis sanazalnom polipozom; AERD- respiratorna bolest

izazvana aspirinom; CRSsNP- hroni¢ni rinosinuzitis bez nazalnih polipa.

Numericki podaci klini¢kih 1 imunohistohemijskih parametara prikazani su u tabeli 1.
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Tabela 1. Klinicki i imunohistohemijski parametri kod razli¢itih klinickih fenotipova

hroni¢nog rinosinuzitisa (CRS) i kontrolne grupe.

Parametri CRSwNP AERD CRSsNP Controlna grupa
VAS * 62+1.6 71+£22 50+2.1 43+19
SNOT-22 * 493+153 52.25+£20.6 40.1+219 33.7+194
LMS * 1436+44 18.45+3.1 11.1+4.1 /
BMK13 0-6.1% 0-0.0% 0-30.0% 0-90.3%
vrijednosti 1-242% 1-10.0% 1 -30.0% 1-6.5%
2-333% 2-5.0% 2 -20.0% 2-32%
3-182% 3-30.0% 3-10.0% 3-0.0%
4-18.2% 4 - 55.0% 4 -10.0% 4 -0.0%
CD34 vrijednosti | 1 —30.3% 1-10.0% 1 —60.0% 1 -22.6%
2-42.4% 2-20.0% 2-30.0% 2-61.3%
3-273% 3-70.0% 3-10.0% 3-16.1%
CD31 vrijednosti | 1 -27.3% 1-20.0% 1 —70.0% 1-48.4%
2-42.4% 2-40.0% 2-10.0% 2-38.7%
3-30.3% 3 -40.0% 3-20.0% 3-12.9%

*Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

U grupi CRSsNP, grani¢na statistic¢ka znacajnost u korelaciji je prikazana samo za CD31

1 BMK13, koji su pokazali umerenu pozitivnu korelaciju (rs = 0,65). Pokazano je da LMS
korelira sa VAS i SNOT-22 u grupama pacijenata sa CRSwWNP (rs = 0,53; rs = 0,58) i
AERD (rs = 0,55; rs = 0,6) . Kod kontrolne grupe ispitanika smo pronasli pozitivnu
korelaciju izmedu SNOT-22 i VAS (rs = 0,77) 1 izmedu CD31 1 CD34 (rs = 0,47) (Slika

12)

Skracenice: VAS- vizuelni analogni skor, SNOT-22- Sino-nazalni skor, CRSwNP-

hroni¢ni rinosinuzitis sanazalnom polipozom; AERD- respiratorna bolest izazvana

aspirinom; CRSsNP- hroni¢ni rinosinuzitis bez nazalnih polipa.
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Toplotna mapa korelacije
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Slika 12. Mapa korelacije izmedu imunohistohemijskih markera i1 klinickog skora
parametara. Boje u mapi odgovaraju jacini i pravcu korelacije, gdje crvena boja oznacava
pozitivnu korelaciju, plava boja negativnu, a bijela boja oznacava koeficijent korelacije
0. Vrijednosti u poljima karte predstavljaju Spearmanov koeficijent korelacije.

* - oznacava p vrijednost od < 0,05; ** - oznaCava p vrijednost od < 0,01; *** - oznaCava
p vrijednost od < 0,001.

Skracenice: CRSWNP - hroni¢ni rinosinuzitis sa sinonazalnom polipozom AERD -
respiratorna bolest pogorSana aspirinom; CRSsNP - hroni¢ni rinosinuzitis bez

sinonazalne polipoze ; VAS- vizuelni analogni skor, SNOT-22- Sino-nazalni skor, LMS-

Lund-Mackay Score.
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7. Diskusija

Prevalenca oboljelih od AERD u opstoj populaciji je oko 0,3-2,5% Prevalencija je
znacajno veca u populaciji oboljenih od bronhijalne astme. Procjenjeno je da je 7,15%
oboljelih medu odraslima koji su astmaticari, a 14,89% medu onima sa teSkom astmom.
Pocetak simptoma moze se ispoljiti od adolesecencije do 40. godine Zivota, sa prosjecnom
staro$cu od oko 30 godina. AERD se Cesce javlja kod zena nego kod muskaraca (57%
naspram 43%). Vecina pacijenata ima negativnu porodi¢nu anamnezu za AERD. 1-6%
oboljelih ima pozitivnu porodicnu anamnezu. AERD je zastupljeniji kod ljudi koji su
izlozeni agensima koji dovode do inflamacije disajnih puteva [ 44, 131]. Prvi napad
astme u AERD mogu izazvati virusne infekcije respiratornog trakta (45%), unos
aspirin/NSAIL (14%) 1 izlozenost alergenima ili faktorima spoljasnje sredine-
zagadivacima(14%). Kod 30% pacijenata koji su ispitivani, faktor koji izaziva prvi napad
astme u evropskoj populaciji je nepoznat. Atopija i pozitivan PRICK test na inhalatorne
alergene su prisutni od 30% - 34% do 64-66% pacijenata sa AERD. Prva klinicka
manifestacija koja se javlja u kod pacijenata sa AERD je rinitis, koji se manifestuje kao
nazalna kongestija, pojatana sekrecija iz nosa, anosmija/hiposmija.Prisustvo
anosmije/hiposmije je Cesto do 89% [132].

Hronicni rinitis se manifestuje kao hroni¢ni hiperplasti¢ni eozinofilni sinuzitis. Klinicka
manifestacija astme se obi¢no javlja dvije godine nakon pojave rinitisa, a netolerancija na
NSAIL se moze ispoljiti u bilo kom stadijumu bolesti. Sinonazalnoj polipozi prethodi
hroni¢ni rinosinuzitis. Promjene u metabolizmu arahidonske kiseline dovode do
neravnoteze izmedu proinflamatornih i antiinflamatornih supstanci, a manifestuju se kao
prekomjerna proizvodnja cisteinil leukotriena (CysLTs) i nedovoljna proizvodnja
prostaglandina E2 (PGE2). Osnovna karakteristika AERD je prisustvo eozinofilnih
infiltrata u respiratornom traktu. CysLTs ispoljavaju vazan proinflamatorni i profibroticki
efekat na respiratornom traktu. Oni indukuju bronhokonstrikciju, povecanu produkciju
nazalnog sekreta, eozinofilni inflamatorni infiltrat u interakciji sa svojim specificnim
receptorima [133]. Oboljeli od AERD imaju povisenu ekspresiju CysLTs receptora
(CysLTRI1 i1 CysLTR2) u sluznici, u poredenju sa pacijentima tolerantnim na aspirin.

Prostaglandini su lipidni molekuli, produkt arahidonske kiseline nastali djelovanjem
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ciklooksigenaze (COX). PGD2, PGE2 i TKSA2 su znaajni za patogenezu AERD.
TKSA2 je proinflamatorni prostanoid, snazan vazokonstriktor, ukljuCen u agregaciju i
aktivaciju trombocita, koji olakSava regrutaciju leukocita. Poti¢e iz trombocita, a nakon
hidrolize prelazi u stabilan tromboksan B2 ( TKSB2) [134].

Hroni¢na inflamacija i angiogeneza su dva procesa koji teku paralelno tokom
remodelovanja tkiva u CRS, uz brojne medusobne interreakcije. Mnogi medijatori, koji
se akumuliraju na mjestu hroni¢ne inflamacije stimuliSu proangiogene signalne molekule,
ukljuCujuci faktore rasta, adhezione molekule, citokine i hemokine. Ovi proangiogeni
medijatori stimuliSu endotelne celije da proliferisu i formiraju nove krvne sudove.
Izrazena eozinofilna infiltracija je obiljezje CRSwNP, dok pacijenti sa CRSsNP mogu u
okviru inflamatornog infiltrata imati prisutne eozinofile, ali u znaajno manjem broju u
odnosu na oboljele od CRSWNP. Regrutovanje eozinofila u okviru CRS omogucavaju
IL-5, RANTES i eotaksin, ali i prisustvo Staphyloccocus aureus, ¢iji antigen akumulira
eozinofile u subepitelu oboljelih od CRSWNP. Eozinofili imaju znafajan uticaj na
patofiziologiju CRS =zbog njihovog produzenog prezivljavanja u tkivu, koje je
omoguceno povisenim nivoima IL-5, IL-33 i timusnim stromalnim limfopoetinom, koji
onemogucavaju apoptozu eozinofila [135].

Pacijenti sa CRSwWNP imaju vece nivoe IL-5, eotaksina, IL-33 i TSLP, kao i upornu
kolonizaciju Staphilococcus aureus. Ekstracelularne eozinofilne zamke ( EET ) su
pronadene u eozinofilnom infiltratu nazalne sluznice i znacajno korelaraju sa tezinom
hroni¢nog rinosinuzitisa, bez obzira na prisustvo polipa u nosu [136]. U CRSwNP, EET
se pretezno nalaze u subepitelnim regionima sa defektima epitelne barijere, Sto moze biti
poslijedica kolonizacije Staphilococcus aureus. EET su takode visoko prisutni u
nazalnom sekretu pacijenata sa eozinofilnim CRS, povecavajuci viskozitet sluzi [137].
Osim proteinskih medijatora koje oslobadaju iz svojih granula, eozinofili proizvode
proinflamatorne lipide kao cisteinil leukotriene koji dalje promovisu regrutaciju
eozinofila, sekreciju mukusa i povecanu vaskularnu permeabilnost u CRSWNP. Produkt
ativacije eozinofila su i povecani nivoi proinflamatornog prostaglandina D2, kao i
smanjeni antiinflamatorni prostaglandin E2. EET se sastoje od ekstracelularne DNK i
sadrze velike koliCine proteinskih granula, Sto olaksava eliminaciju patogena. EET je
prisutno u tkivu pacijenata oboljelih od CRSsNP kao i kod pacijenata oboljelih od

CRSwNP, kada dovode do povecenog viskoziteta nazalnog sekreta. Osnovu formiranja
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EET ¢ini formiranje CLC koji predstavlja oblik galektina-10. CLC se nalaze u sluzokozi
1 sekretu pacijenta oboljelih od CRSsNP 1 CRSwNP, pri ¢emu kristalizovani oblik
galektina-10 ima proinflamatorne efekte u CRSwNP, dok rastvorljivi galektin-10 ima
antiinflamatorne efekte. Prisustvo EET u tkivu pacijenata sa CRS je povezano sa
smanjenom olfaktornom funkcijom 1 ve¢im Lund-Mackay skorom, bez obzira na
prisustvo nazalnih polipa. Aktivacija eozinofila je krucijalna za klinicku manifestaciju u
CRSsNP i CRSwNP. Kod sinonazalne polipoze uslijed ostecenja epitela, formiranje EET
ima protektivni efekat u okviru inflamacije posredovane eozinofilima. Kolonizacija
Staphylococcus aureusom stimuliSe T2 inflamatorni odgovor u okviru CRSwNP.
Eozinofili aktivirani IL-5 su stimulisani Staphylococcus aureusom na dalje ostecenje
epitela indukujuci oslobadanje glavnog bazi¢nog proteina, koji je toksican za epitel putem
ekstracelularnih zamki eozinofila. Sa oslobadanjem EET-a, galektin 10 se oslobada u
epitelni sloj, formirajuci Charcot-Leiden kristale (CLC), koji dalje doprinose odrzavanju
perzistentnog inflamatornog odgovora [138]. Povecana produkcija IL-8 izazavana CLC
ukazuje na njihovu ulogu u formiranju neutrofilnog inflamatornog infiltrata. Pove¢ana
aktivnost elastaze i katepsina G, koji predstavljaju produkt aktiviranih neutrofila, dovode
do stimulacije sekrecije i aktivacije citokina IL-1 1 IL-33. Neutrofilne proteaze ispoljavaju
dejstvo na kolagenu, elastinu ekstracelularnog matriksa i dovode do remodelovanja tkiva.
Neutrofilne serinske proteaze narusavaju integritet nazalne epitelne barijere i podsticu
metaplaziju peharastih celija kao 1 povecanu produkciju sekreta. Neutrofilne
ekstracelularne zamke (NET), koje se uglavnom sastoje od DNK neutrofila povezane sa
proteinima granula, prisutne su u subepitelu pacijenata oboljenih od CRSsNP i pacijenta
sa CRSWNP. NET povecavaju viskozitet sluzi, $to dovodi do smanjenog mukocilijarnog
klirensa uz remodelovanje ekstracelularnog matriksa.

Uprkos brojnim studijama u vezi sa hroni¢nim inflamatornim procesima u tijelu, samo
mali broj njih se bavi ovim slozenim procesima kod pacijenta sa CRS. Angiogeneza koja
je poslijedica inflamacije karakteriSe se neoangiogenezom, povecanjem vaskularne
permeabilnosti. Khurana 1 saradnici [139] su ukazali na povecanu ekspresiju
proangiogenih gena koji definiSu neoangiogenezu, izrazene morfoloske promjene i
povecanu vaskularnu permeabilnost u sinonazalnom tkivu kod pacijenata sa CRS u

poredenju sa kontrolnom populacijom. Kvantifikacija mikrosudova je pokazala vecu

57



ekspresiju CD34 markera kod inflamacije tip 2 u okviru CRS u odnosu na CRS bez
inflamatornog odgovora tip 2 [140].

Medutim, tokom pregleda literature, nismo pronasli studije koje bi istrazivale odnos
izmedu eozinofilne infiltracije i vaskularizacija subepitela nazalne sluznice, posebno kod
pacijenata sa AERD. Nasa studija je prva koja je istrazila odnos eozinofilne infiltracije i
vaskularizacije u sinonazalnoj sluzokozi pacijenata sa AERD, kao razli¢itog klinickog
fenotipa unutar CRS. Prema rezultatima naseg istrazivanja, pacijenti sa AERD i CRSwNP
bez osetljivosti na NSAIL imaju viSe izrazene simptome i znaCajnije narusen kvalitet
zivota u poredenju sa pacijentima sa CRSsNP i ispitanicima bez inflamacije nosne
sluznice, kod kojih se hirurSkom korekcijom anatomskih struktura i varijacija lijeci
nazalna opstrukcija. Takode, kod pacijenta sa AERD prisutna je intenzivnija inflamacija
sluznice paranazalnih Supljina, evidentirana na CT snimku u poredenju sa pacijentima
sa CRSWNP i CRSsNP. BMK13 kao marker eozinofilne infiltracije i CD34 kao marker
proliferacije endotela najvise su bili izrazeni u grupi pacijenata sa AERD. CD31, takode
marker angiogeneze, bio je najbolje izrazen u grupi sa CRSWNP bez preosjetljivosti na
aspirin. Korelacija BMKI13 sa klini¢kim parametrima najbolje se manifestuje u grupi
pacijenata sa CRSwWNP, sto sugeriSe da je intenzitet eozinofilne infiltracije sinonazalne
sluznice direktno povezan sa intenzitetom inflamacije i progresijom bolesti. Neobi¢no je
da kod pacijenata sa AERD ova korelacija nije znacajna, iako je eozinofilna infiltracija je
u toj sluznici bila najgusca. Jedan od najznaCajnijih rezultata ovoga istrazivanja je
nedostatak korelacije izmedu BMKI13, kao markera infiltracije nazalne sluzokoze
aktiviranim eozinofilima i CD31 i CD34, markerima angiogeneze kod pacijenata sa
nazalnom polipozom. Mada CD31 i CD34 imaju ulogu molekula adhezije, vaznih u
procesu transendotelne migracije eozinofila, oni nisu glavni adhezivni molekuli u toj fazi
zivota eozinofila. Osim §to su molekuli adhezije za eozinofile, vazni su i za migraciju
leukocita izmedu endotelnih celija . Poslije faze privlacenja i aktivacije eozinofila, gdje
glavne uloge imaju eozinofilni hemokini eotaksin i RANTES (regulisano pri aktivaciji,
normalno T-celije eksprimirane i izluCene), kao i citokini IL-4, IL-5 i IL-13, najvazniju
ulogu u transendotelnoj migraciji eozinofila ima adhezioni molekul vaskularnih celija-1
(VCAM-1) . Bez vezivanja eozinofila za VCAM-1, nije mogucée njihovo nakupljanje u
stromi 1 epitelu sluzokoze nosa i1 sinusa, gdje zatim oslobadaju svoje enzime tokom

hroni¢ne inflamacije, uklju¢ujuci MBP.
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MBP je bazni protein od 13,8 kDa bogat argininom, koji je lokalizovan u kristaloidnom
jezgru sekundarne granule. MBP je prisutan u eozinofilima i bazofilima, a izoforma
MBP2 je do sada identifikovana samo u eozinofilima, $to ga Cini biomarkerom za
eozinofilnu degranulaciju. MBP-1 oStecuje celije bakterija, helminta i sisara
narusavanjem dvoslojne membrane lipida ili mijenjanjem aktivnosti enzima unutar tkiva.
MBP-1 stimuliSe oslobadanje histamina iz bazofila 1 mastocita, aktivira neutrofile i
trombocite i povecava generisanje superoksida u alveolarnim makrofagima [141].
Monoklonsko antitijelo (BMK-13) prepoznaje glavni osnovni protein eozinofila (MBP),
protein od 117 aminokiselina, kao izoformu specifi¢nu za eozinofile.

Epitelne celije (EpC) imaju moguénost remodelovanja $to je neophodno za obnavljanje
integriteta epitelne barijere pod uticajem mikrookruzenje tkiva. Integritet endotelne
vaskularne barijere je omogucen meducelijskim spojevima koje omogucavaju molekuli
adhezije, kao $to je adhezioni molekul endotelnih Celija trombocita (PECAM-1.)
Inflamacija stimuliSe proangiogeni efekat preko molekula adhezije, inflamatornih
citokina 1 faktora rasta. NaruSavanje meducelijskih spojeva omogucava ekstravazaciju
leukocita, povecava vaskularnu permebilnost [139]. Proangiogeni faktori, angiostatin,
endostatin i faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF) dovode do formiranja novih krvnih
sudova iz postojece mikrovaskulature. VEGF utiCe na proliferaciju endotelnih celija,
reguliSe kapilarnu propustljivost i permeabilnost bazalne memebrane u sinonazalnoj
polipozi , sto dovodi do edema 1 rasta polipa. Endostatin i angiostatin indukuju apoptozu
endotelnih celija, onemogucavajuci proliferaciju i migraciju, ispoljavajuéi antiangiogeni
efekat. Endostatin smanjuje proizvodnju proinflamatornog citokina, faktor nekroze
tumora alfa ( TNF-0) [142]. Bazalne celije proizvode urodeni T2 citokin — timusni
stromalni limfopoetin (TSLP), koji je disregulisan kod CRSwWNP kao i u AERD. Nivoi
TSLP su ve¢i u tkivu polipa pacijenata sa AERD nego kod pacijenata sa CRS. TSLP
indukuje stvaranje prostaglandina D2 mastocita, Sto iziskuje aktivaciju mastocita u tkivu
polipa. IL-33 se takode generiSe u bazalnim celijama, a njegovi nivoi su povecani u
bazalnim celijama kod pacijenata sa CRSWNP i AERD naspram bazalnih celija pacijenata
sa CRSsNP [143,144]. Hemosenzorne epitelne celije su prisutnije kod pacijenta CRSwNP
1 mjesto su eskpresije IL-25. Ove celije takode imaju kapacitet da generiSu cisteinil
leukotriene, koji promovisu vaskularnu permeabilnost i inflamaciju [145]. ALOX 15,

lipooksigenaza regulise ekspresiju CCL26 i CCL27 obezbjedujuci mehanizam pomocu
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kojih epitelne celije mogu regrutovati eozinofile i promovisati mataplaziju peharastih
celija [146]. IL-13 ima efekte na epitelne celije disajnih puteva koji stimuliSu nazalnu
polipozu putem smanjenja proizvodnje prostaglandina E2, smanjenje ekspresije proteina
cvrstog spoja potrebnih za integritet barijere. Ovi defekti imaju ulogu u kolonizaciji
mikroba, kao $to je Staphylococcus aureus 1 virusne partikule koje su dio etioloskih
faktora u patogenezi bolesti. ILC2 Celije, mastociti, makrofagi, eozinofili, i bazofili
produkuju interleukin 13 ( IL-13). Interleukin-13 je prvobitno otkriven 1993. godine. Ima
molekularnu tezinu od 13 kDa i sastoji se od Cetiri alfa spiralna snopa, A, B, C i D.
PromovisSe regrutovanje eozinofila i aktivaciju u inflamaciji, podstiCe prezivljavanje
eozinofila spreCavanjem apoptoze. IL-13 indukuje hiperplaziju peharastih celija i
hipersekreciju sekreta, proliferaciju fibroblasta i miofibroblasta [147]. Povecava
aktivnost adhezionih molekula vaskularnih celija, kao $to su b-integrin, VACM-1 i
ICAM-1 , koji promovisu eozinofilnu migraciju i regrutovanje, promovisuci na taj nacin
eozinofilnu inflamaciju. Regrutovani aktivirani eozinofili oslobadaju vise citotoksi¢nih
katjonskih proteina, citokina, hemokina i reaktivnih vrsta kiseonika, koji intenziviraju
inflamaciju disajnih puteva i remodelovanje sluznice. IL-13 indukuje ekspresiju faktora
rasta vaskularnih endotelnih celija (VEGF-A, B, C, D, E, F. VEGF-A (VEGF) je jedan
od mitogena endotelnih celija. Promovise angiogenezu, Sireci vaskularnu mrezu disajnih
puteva, sto doprinosi remodelovanju disajnih puteva [ 147,148]. Pacijenti sa AERD imaju
ve¢i nivoe CysLT-a, posebno LTE4, koji uglavnom poti¢u inflamatornih celija,
ukljuCujuci neutrofile, monocite i bazofile, eozinofile i mastocite. PGE2/PGD2 indukuje
patogenezu AERD. Povecani nivoi PGD2, oslobodenog iz mastocita i eozinofila, nakon
vezivanja za receptore dovodi do bronhokonstrikcije. Vezivanjem za homologni molekul
hemoatraktantnog receptora eksprimiranog na T2 celijama (CRTH2) aktivira urodene
limfoidne celije (ILC2) - slika 13.
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Slika 13. Inflamacija kod pacijenata sa AERD (panel A). Alergeni, virusna infekcija i
faktori zivotne sredine imaju sposobnost da iniciraju osStecenje epitela i oslobadanje
interleukina-33, timusnog stromalnog limfopoetina (TSLP) i interleukina-25. Urodene
limfoidne Celije tipa 2 (ILC2) 1 mastociti u AERD-u dovode do eozinofilije. Neutrofili
adherentni na trombocitima (panel B) dodatno povecavaju opterecenje leukotrijena kod
AERD. Prekomjerna sinteza prostaglandina D2 (PGD2) je rezultat aktivacije mastocita i
eozinofila preko tromboksanskih (TP) receptora. PGD2 receptori stimuliSu regrutovanje
pomocnih T celija tipa 2. Cisteinil leukotrieni C4 (LTC4) i D4 (LTD4) djeluju i na
cisteinil leukotrien receptor 1 (CysLT1) i cisteinil leukotrien receptor 2 (CysLT2).
Leukotrien E4 (LTE4) ima minimalni efekat na CysLT1 i CysLT2, ali vezuje receptor 99
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spojen sa G proteinom (GPR99), sto dovodi do oslobadanja mucina i submukoznog otoka.
CRTH2 oznacava homologni molekul hemoatraktantnog receptora eksprimiran na T2
celijama [149].

VEGEF je izrazen u tkivu respiratornih organa u okviru inflamatornog odgovora i procesa
remodelovanja. VEGF proizvode mastociti ¢ime se stimuliSe migracija mastocita na
mjesta angiogeneze. Otok nazalne sluznice, hipertrofija sluznice infundibuluma i drugih
otvora sinusa, kao i rast nazalnih polipa dovodi do okluzije usca sinusa, $to poslijedi¢no
smanjuje koncentraciju kiseonika u sluznicama. Hipoksija proizvodi visoko
proinflamatorno stanje, koje je uzrokovano aktivacijom HIF-1 hypoxic-inducible factors
(HIFs) HIF-1 alpha and HIF-2 alpha [150]. Smanjena koncentracija kiseonika
omogucava akumulaciju faktora indukovanog hipoksijom (HIF), dok je ekspresija HIF-
la izrazena u nazalnim polipima [151]. Hipoksija povecava permeabilnot epitela,
narusava motilitet cilija epitela. Pod dejstvom Stetnih agenasa iz okoline epitelne Celije
proizvode IL-25, IL-33 [152]. Citokini produkovani iz epitela stimuliSu urodene
limfoidne Celije tipa 2 ( ILC2) u pravcu sekrecije IL-4, IL-5 1 IL- 13 ¢ime se stimuliSe
eozinofilna infiltracija [153,154]. Hipoksija stimuliSe epitelne Celije da produkuju IL-8,
koji je glavni hemokin za regrutovanje i aktivaciju neutrofila [155]. Hipoksija je takode
snazan proinflamatorni stimulus putem indukcije proinflamatornih citokina i hemokina
(CCL11 [eotaksin-1], CKSCL8 [IL-8], CCL2 [MCP1], CCL4 [MIP-1B3] i CKSCL12
[SDF-1]) ¢ime dovodi do remodelovanja tkiva [156]. Sam VEGF ima proinflamatorni
efekat, preko akumulacije mononuklearnih fagocitnih celija. Pored VEGEF,
remodelovanje tkiva kao odgovor na hipoksiju omogucavaju transformisuci faktor rasta-
B3, IL-11 i nekoliko matriksnih metaloproteinaza, odlaganjem prokolagena i fibronektina
[157].

Zanimljivo je da je znacajna korelacija BMK13 i CD31 bila je pronadena samo kod
pacijenata sa CRSsNP, dok se pozitivna korelacija markera angiogeneze CD31 i CD34
manifestovala samo u sluzokozi pacijenata koji su Cinili kontrolu grupu. Ovi nalazi bi
mogli da ukazuju na Cinjenicu da u nosnoj sluzokozi gdje eozinofilna inflamacija nije
znacCajno izrazena i proces remodelovanja tkiva nije tako intenzivan, proces fizioloske
angiogeneze nije znaCajno izmijenjen. Medutim, nasSa studija ima ogranicenja. Broj
pacijenata sa CRSsNP i AERD je bio relativno mali. S druge strane, taj broj je odrazavao

stvarni priliv pacijenata koji su indikovani i hospitalizovani za hirursko lijecCenje.
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Pacijenti sa CRSsNP se rede upucuju na hirursko lijeCenje obzirom da se u veéini
sluajeva dobri razultati postizu konzervativnim lije€enjem. Samo pacijenti sa AERD 1
blagim oblikom astme su uklju¢eni u naSu studiju, obzirom da tezi oblici astme
zahtijevaju upotrebu sistemskih kortikosteroida u okviru terapije, koja moze uticati na
manifestaciju bolesti i modifikovati inflamatorni prosces u sluzokozi nosai paranazalnih
Supljina kod tih pacijenata. To znaCi da bi intenzitet BMKI13, CD31 i CD34
imunoekspresije kod pacijenata sa tezim oblikom AERD bi bio ¢ak i veci od onoga §to

je primjeceno kod nasih pacijenata.

8. Zakljucci

1. Rezultati su pokazali gotovo potpuno odsustvo aktiviranih eozinofila u sluznici
ispitanika koji nisu imali inflamaciju nosne sluznice.

2. Imunoekspresija BMK13 kao markera eozinofilne infiltracije je ekstremno visoka u
sinonazalnoj sluznici oboljelih od nosne polipoze, a narocito u grupi pacijenata sa AERD.
3. Markeri angiogeneze CD31 i CD34 su znacajno vise ispoljeni u sluznici pacijenata sa
AERD i CRSWNP u odnosu na pacijente sa CRSsNP 1 zdrave ispitanike.

4. Mada priroda istrazivanja to nije omogucila, s obzirom da se radilo o studiji presjeka,
povecani markeri angiogeneze kod pacijenata sa nosnim polipima bi mogli da nagovjeste
brze Sirenje bolesti 1 vecu ucestalost recidiva CRS.

5. Medu razli¢itim fenotipima CRS, intenzitet eozinofilne infiltracije bolje korelira sa
klinickim parametrima (radioloski procjenjen stepen proSirenosti bolesti, narusavanje
kvaliteta zivota) nego intenzitet vaskularizacije lamine proprije.

6. Nalaz gusée eozinofilne infiltracije u tkivu sluznice paranazalnih sinusa tokom
patohistoloske anlize moze ukazati na tezu klinicku sliku bolesti.

7. Rezultati nisu pokazali postojanje korelacije izmedu markera eozinofilne infiltracije i
vaskularne proliferacije u lamini propriji pacijenata sa nosnom polipozom, kako kod onih

sa, tako 1 kod onih bez preosjetljivosti na NSAIL.
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Ime i prezime

SINO-NASAL OUTCOME TEST (SNOT 22)

Ispod éete nadi listu socio-emocionalnih posledica Vaseg rinosinuzitisa. Molimo Vas da
rangirate vase probleme koje ste imali u prethodne dve nedelje.

Bez Veoma | Blagili | Umeren | Ozbiljan | lzuzetno
problema | blag lagan problem | problem | ozbiljan
problem | problem problem

1. Potreba da izduvate nos

2. Kijanje

3. Curenje iz nosa

4. Zapu$enost nosa

5. Gubitak ¢ula mirisa i
ukusa

6. Kasalj

7. Slivanje sekreta u zdrelo

8. Gust nosni sekret

9. Osecaj punote u uvu

10. Vrtoglavica

11. Bolu uvu

12.
lica

Bol ili pritisak u predelu

13. Problemi sa nesanicom

14. Budenje u toku noci

15. Manjak sna

16. Umor nakon budenja




Bez Veoma | Blagili | Umeren | Ozbiljan | Izuzetno
problema | blag lagan problem | problem | ozbiljan
problem | problem problem

17. Umor

18. Smanjena produktivnost

19. Smanjena koncentracija

20. Frustriranost/
Nadrazenost/ Uznemirenost

21. Tuga

22. Postidenost




Ime i prezime

VIZUELNA ANALOGNA SKALA (VAS)

Molimo Vas da na skali oznacite koliko su teski Vasi simptomi u ovom trenutku.

Glavobolja

Bez tegoba |

Zapusenost nosa

Bez tegoba |

Curenje iz nosa

Bez tegoba |

Slivanje sekreta iz nosa u zdrelo

Bez tegoba |

Osecaj punoce u nosu ifili sinusima
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