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1. Uvod

1. UVOD

Pocet ¢u ovu disertaciju Renanovim rije¢ima: ,,Pravi ljudi od nauke duboko postuju
proslost. Sve Sto radimo 1 sve $to jesmo rezultat je stoljetnog rada.” Medicinska znanost i
vjestina samo su malen dio stremljenja CovjeCanstva i pojedinaca prema savrsenstvu, koji se
ne moze izdvojiti iz op¢ih kulturnih, socijalnih, ekonomskih i politickih prilika u kojima se
covjecanstvo razvijalo. Najjaca sila pokretnica u razvitku ¢ovjecanstva 1 znanosti, ja¢a od

oruzja, od svake vlasti 1 svakog nasilja snaga je ideje.

Povijest nosne polipoze stara je viSe od 5000 godina. U grobnici Sahure, egipatskog
kralja, nalazi se slika kraljevskog lije€nika Ni-Ankh Sekhmeta i njegove zZene, uz kraljevsku
zahvalu §to mu je ozdravio nosnice, §to govori da je nosna polipoza jedna od najstarijih

opisanih bolesti.

Nauka o bolestima uha, nosa 1 grla, u pravom smislu te rijeci, nije se mogla razviti dok
nisu bili poznati elementarni podatci o anatomskoj strukturi tih organa. Pravo istrazivanje uha,
nosa i1 grla pocinje u XVIL. stoljecu, a sve do toga vremena imali su i1 najuceniji lijecnici
nejasne, ¢esto 1 potpuno pogreSne nazore o funkciji 1 izgledu tih organa. Razlog tome lezi u
skrivenom 1 tesko pristupacnom poloZaju 1 u sitnim razmjerima uha, nosa 1 grla, koji iziskuju

specijalnu visoko razvijenu tehniku prepariranja, kakvu poznajemo tek u novije doba.

Tek je Hipokratova nauka znacila osnutak medicine kao znanosti nezavisne od religije
1 od filozofije. Temelj njegove nauke bio je iskustvo i opazanje. Zbirka njegovih djela ne
poticu samo od Hipokrata nego i od njegovih ucenika i ne sadrzavaju samo iskustvo
Hipokratove Skole nego obuhvacaju zapravo sve do tada medicinsko znanje. Njegovo znanje,
objektivnost i skromnost odrzavaju se u krasnoj i danas aktualnoj misli: ,,Zivot je kratak,
umijece je dugo, prilike su nestalne, iskustvo je varavo, a sud je tezak.” Iz golemog mnostva
znanja sabranih u Hipokratovim djelima, Zelim istaknuti samo nekoliko stvari koje se odnose
na naSu struku. O uzrocima otezanog disanja na nos imao je relativno dobre predodzbe jer iz
njegovih opisa moZemo raspoznati nosne polipe, hipertrofiju skoljki, tumore 1 rinolite. Upravo
zadivljuje duhovitost kojom odstranjuje polipe iz nosa, postoje slike koje na shematski nacin
prikazuju kako treba u nos uvesti spuzvu i kako je treba kroz usta izvu¢i da se ne povrijedi

meko nepce.
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Slika 1. Hipokratova metoda odstranjenja polipa iz nosa

Osnove lijecenja nosnih polipa postavljene od strane Hipokrata odrZale su se do
danasnjih dana i1 danas lijeCenje nekada ne moze proéi bez kirurSkog, mehanickog
odstranjivanja polipa samo uz nesto precizniji i sofisticiraniji instrumentarij. lako se znanost i
medicina razvijaju velikom brzinom, kao 1 koli¢ina znanja o biologiji, patogenezi i
medijatorima krnoi¢nog rinosinuitisa s nosnom polipozom, nikako ne moZemo re¢i da nam je
jasno kako i zbog ¢ega dolazi do ove bolesti. Nadam se da ¢e ova disertacija biti barem jedan

mali korak naprijed.

Slika 2. Suvremena operacijska sala (Vlastiti izvor)
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1.1 Embriologija nosa i sinusa

U Cetvrtom tjednu embrionalnog razvoja bujanjem mezenhima oko usne jamice
pojavljuje se pet nastavaka. Prvi je nastavak Ceoni nastavak (processus frontonasalis), neparni
nastavak na ¢ijim su latertalnim rubovima njusne plakode. Ona su zadebljanja ektodermalnog

epitela.

U petom se tjednu udubljuju u nosne jamice. Oko njih bujanjem mezenhima sa svake
strane nastaje lateralni i medijalni nastavak. Medijalni nosni nastavak brze raste i dodiruje
maksilarni. Medijalni se nastavci u Sestom i sedmom tjednu potiskuju i spajaju tvoreéi
intermaksilarni segment od kojih se razvijaju philtrum, dio gornje Celjusti i trokutasto
primarno nepce — os incizivum koje je povezano dijelom septuma. Lateralni nosni nastavci
nazolakrimalnom su brazdom odvojeni od maksilarnih. Nazolakrimalna brazda osnova je za
nazolakrimalni kanal. Maksilarni nastavci od petog do sedmog tjedna rastu prema medijalno i
od njih se razvija gornja Celjust. Mandibularni nastavci spajanjem ¢ine donju ¢eljust, a kada se
spoje s mekim tkivom u lateralnim dijelovima nastaju obrazi. Osnova piramide nosa nastaje iz
pet nastavaka. Iz ¢eonog nastavka razvijaju se dorzum nosa i vrh nosa. Spojeni medijalni
nastavci ¢ine vrSak nosa 1 meki dio septuma. Iz lateralnih nosnih nastavaka nastaju nosna krila
(alae nasi). Oronazalna membrana tijekom razvoja nestaje, a od nje nastaju hoane. Septum
nosa nastaje od dva dijela: iz frontonazalnog nastavka prednji manji dio, a od maksilarnih
nastavka straznji dio. U desetom tjednu spajaju se nepce i septum. Nosne kosti vezane su

vezivom na hrskavicu. U intermaksilarnoj kosti centar je rasta.

Okostavanjem hrskaviéne capsulae nasalis nastaju etmoidni sinus 1 donja nosna
Skoljka, dok od ostalog dijela hrskavicne osnove nastaju hrskavice nosa. Paranazalni sinusi
nastaju mjesec dana kasnije kao udubljenja ektoderma u stijenku hrskavice. Rast sinusa
prestaju u dvadesetoj godini. Nakon drugog nicanja zubi razvijaju se maksilarni sinusi u
potpunosti. Etmoidni sinusi dobro su razvijeni u djetinjstvu i imaju razmjerno razvijene

otvore. Frontalni 1 sfenoidni sinusi razvijaju se nakon rodenja, poslije tre¢e godine (1).
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1.2. Anatomija diSnih puteva

Respiratorni sustav sluzi za izmjenu plinova izmedu zraka i krvi. Ima dva dijela:
respiratorni ili dis$ni 1 konduktivni ili provodni. U provodni dio ubrajaju se: 1. nos ili nasus
(vanjski nos 1 nosna Supljina, cavitas nasi), 2. zdrijelo ili pharynx, 3. grkljan ili larynx, 4.
dusnik ili trachea 1 5. du$nice ili bronchi. Konduktivni dio diSnog sustava izrasta tijekom
embrionalnog razvoja iz probavne cijevi, a to se vidi iz povezanosti i sudjelovanju zdrijela u
provodenju zraka do plu¢a. Zrak obicno prolazi kroz nos, potom kroz nazofarinks i
orofarinks te napokon u grkljan, ali ¢ovjek moze disati i na usta. Respiratorni dio ¢ine pluca,

pulmones.

1.2.1. Anatomija nosne Supljine

Cavitas nasi ili nosna Supljina nosnom je pregradom, septum nasi, podijeljena u dva
prostora. Kroz nosnice, nares, nosna Supljina komunicira s vanjskim svijetom, a straga je
preko choanae, povezana s nosnim zdrijelom. Nosna Supljina ima svoja omedenja, tako
razlikujemo dno, krov te medijalnu i lateralnu stijenku. Tvrdo nepce prekriveno sluznicom
¢ini dno nosne Supljine. Krov nije ravan kao dno. Kostanu mu podlogu tvore: straznja strana
nosne kosti, os nasale, nosni dio ¢eone kosti, pars nasalis ossis frontalis, lamina cribrosa, te
corpus ossis sphenoidalis. Medijalna stijenka nosna je pregrada, septum nasi, gradena od pars
ossea 1 hrskavi¢nog, pars cartilaginea 1 membranoznog, pars membranacea. Nosnu pregradu
u vestibulumu prekriva koza, a ostali dio sluznica. Lateralna stijenka neSto je sloZenija, a
sastoji se od faies nasalis maxillae, lamine perpendicularis ossis palatini, os ethmoidale,
corpus ossis sphenoidalis, conha nasalis inferior, os lacrimalae, os frontale 1 os nasale.
Sasvim sprijeda na lateralnoj stijenci nalazi se njuSni zlijeb, sulcus olfactorius koji pri
njusenju usmjerava zracnu struju prema njuSnom dijelu nosne sluznice. Na straznjem dijelu
lateralne stijenke nalaze se srednja i1 gornja nosna Skoljka 1 nosni hodnici ispod njih. Donja

nosna Skoljka, conha nasalis inferior samostalna je kost.

OMC ostiomeatalni kompleks sredi$nja je anatomska jedinica u lateralnom zidu nosne
Supljine. Pod tim se pojmom krije cjelokupni prostor koji se nalazi unutar srednjeg nosnog
hodnika. Sprijeda ga omeduje infudibulum, procesus uncinatus, a u sredini su bula etmoidalis,

okolne etmoidalne stanice i hiatus semilunaris. To je podrucje znacajno, jer se preko njega
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dreniraju maksilarni, frontalni i prednji etmoidni sinus. Lateralno ga omeduje /amina

papiracea, medijalno srednja nosna Skoljka 1 infundibulum, a dolje donja nosna skoljka.

Paranazalni sinusi ili sinus paranasales niz su zracnih prostora u okolnim kostima, a
ukljucuju sinus sphenoidalis, sinus frontalis, sinus maxillaris 1 sinus ethmoidalis. Paranazalni
sinusi razvijaju se kao izdanci nosne Supljine. Sve ih prekriva ista sluznica kao i nosnu
Supljinu, koja je tanja nego u nosu, nije tako dobro vaskularizirana i nije ¢vrsto prirasla uz

kost.

Stenoidni sinus (sinus sphenoidalis) nalazi se u tijelu klinaste kosti. Otvara se u nosnu
Supljinu  kroz otvor apertura sinus sphenoidalis. Otvor se drenira u recessus
sphenoethmoidalis. Tanke koStane stijenke odvajaju sinus od vaznih tvorbi: optickog Zivca,

hipofize, unutarnjih karotidnih arterija i kavernoznog venskog sinusa.

Frontalni sinus (sinus frontalis) nalazi se u ¢eonoj kosti. Drenira se preko ljevkastog
kanala, ductus nasofrontalis, u prednji dio procjepa, hiatus semilunaris, u srednjem nosnom
hodniku. Frontalni sinusi obi¢no imaju dva dijela, okomiti u ljusci frontalne kosti i vodoravni
u orbitalnom dijelu kosti. Ako je orbitalni dio sinusa velik, onda svojom gornjom stijenkom

sudjeluje u tvorbi dna prednje lubanjske udubine, a donjom stijenkom omeduje orbitu.

Maksilarni sinus (sinus maxillaris) nalazi se u tijelu gornje Celjusti i najveci je sinus.
Hiatus semilunaris procjep je u gornjem dijelu i1 ulaz je u sinus. Donja nosna Skoljka Salje
procesus maxillaris prema dolje u unutra$njost sinusa i1 zatvara gotovo cijelu donju polovinu
hijatusa. Processus uncinatus 1 bulla ethmoidalis zatvaraju gornji dio hijatusa. Izmedu
nastavaka ostanu otvori koje zatvara podvostruenje nosne sluznice. Krov sinusa ¢ini dno

orbite, a dno sinusa tvore alveolarni nastavci maksile.

Etmoidni sinus (sinus ethmoidalis) sastoji se od nekoliko skupina zra¢nih komora koje
u reSetnici tvore labyrinthus ethmoidalis. Nalazi se izmedu nosne Supljine i orbite. Dijeli se na
cellulae ethmoidales anterior, mediae et posteriores. Prednje etmoidne komore dreniraju se

ispod srednje nosne $koljke, a straznje ispod gornje nosne Skoljke (2).

Devijacija nosnog septuma moZze znacajno utjecati na normalnu fiziologiju nosa,
prvenstveno ometajuci protok zraka i funkciju nosne Supljine. Pomicanjem nosne Skoljke
lateralno, devijacija moze dovesti do suzenja srednjeg nosnog hodnika, Sto smanjuje
ventilaciju 1 drenazu paranazalnih sinusa (3). Prema nedavnim istrazivanjima, devijacija

septuma cCesto uzrokuje konkavnost na suprotnoj strani septuma, Sto dodatno suzava
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kontralateralni nosni hodnik i moZze pogorSati simptome opstrukcije (4). Osim mehanicke
opstrukcije nosnog disanja, devijacija septuma takoder moze ometati prirodnu drenazu sluzi i
funkciju mukocilijarnog transporta, $to pridonosi razvoju nosne kongestije i povecava rizik od

sekundarnih infekcija sinusa, ukljuc¢ujuci rinosinusitis (3).

Deformacije nosnog septuma takoder se smatraju vaznim ¢imbenikom u patogenezi
kroni¢nog rinosinusitisa (KRS), prvenstveno zbog mehanicke blokade prirodnih otvora
sinusa, poremecaja mukocilijarne funkcije te otezanog kirurSkog pristupa tijekom lijecenja,
Sto dodatno komplicira postoperativnu njegu (5-7). lako nekoliko studija sugerira povezanost
izmedu devijacije nosnog septuma i razvoja KRS-a (8, 9), postoje i istrazivanja koja nisu
nasla statisticki znac¢ajnu korelaciju izmedu ovih stanja (10, 11). Ova kontradiktorna saznanja
upucuju na potrebu za daljnjim klinickim 1 epidemioloskim studijama kako bi se razjasnio
toCan patofizioloski mehanizam i potencijalna povezanost izmedu devijacije septuma i

kroni¢nog rinosinusitisa.

1.3. Fiziologija sluznice nosnog kavuma

Tri su glavne funkcije nosa osjet mirisa, disanje 1 protektivna funkcija. Ove funkcije
potpomognute su zamrSenom anatomijom nosne Supljine, koja stvara veliku povrSinu.
Mukoza, sluz i cilije sluznice povecéavaju kontaktnu povrSinu kroz koju struji udahnuti zrak,
povecavaju olfaktornu funkciju i1 rezultira zagrijavanjem zraka, povecanjem vlaznosti zraka 1

njegovim filtriranjem prije nego $to dosegne donje diSne puteve.

1.3.1. Respiracija (disanje)

U nosnoj Supljini udahnuti se zrak grije na 37 °C 1 vlazi do 85 % S$to omogucava
urednu alveolarnu izmjenu plinova i pri volumenu od 7 L u minuti. Osnova fiziologije nosne
Supljine turbulentno je strujanje zraka koje se dogada pri sporijim i brzim udasima.
Turbulentno strujanje povecava kontakt izmedu udahnutog zraka i nosne mukoze. Najveci
otpor strujanju zraka kroz nos daje prednja nosna valvula koju ¢ini septum i glava donje nosne
Skoljke. Submukoza nosne Supljine bogata je arteriolama, venulama i kapilarima, donja nosna
Skoljka puna je malih vena §to joj pomaZe pri povecanju i dovodi do kongestije, dok
dekongestijom nosa dolazi do kontrakcije donje nosne Skoljke i smanjenja same
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Skoljke. Obic¢no simpatikus kontrolira strujanje zraka kroz nos, a parasimpatikus sekreciju.
Autonomna regulacija toga naziva se nosni ciklus, koji se u 80 % populacije dogada svakih
pola do tri sata i regulira strujanje zraka tako da ga pojacava ili smanjuje u suprotnim
nosnicama, ovaj fizioloski ciklus brojni ljudi tumace kao patoloski i zbog njega odlaze

doktoru.

1.3.2. Olfaktorna funkcija

Olfaktorni greben nalazi se izmedu septuma i gornje nosne Skoljke i ponekad prelazi
na srednju nosnu skoljku, prekriven je neuroepitelom. Mirisi mogu doseéi olfaktorni greben
nazalno ili retronazalno, stimulacija dovodi do osjeta mirisa. Postoji preko 1 000 vrsta
receptora za miris koji su organizirani u zone, rasporedene neodredeno, svaki miris aktivira

drugi set receptora $to rezultira jedinstvenom aktivacijom.

1.3.3. Protektivna funkcija

Normalna sinonazalna sluznica sainjena je od sloja mukoze, lamine proprije,
submukoze 1 periosta. Epitelne stanice nosa prekrivene su cilijama, pseudostratificirane
kolumnarne stanice. Tanki sloj acelularne membrane razdvaja epitelni sloj od lamine proprije.
Ispod epitela nalaze se limfociti, plazma stanice 1 makrofazi. Nosni filter nacinjen od vibrisa i
cilija izbacuje Cestice vece od 0,5 um obi¢no kihanjem, dio se otplavi prema nazofarinksu
pomocu gel sloja s glikoproteinima lu¢enog od strane Goblet stanica. U svim sinusima sluz se
otplavljuje prema prirodnim us¢ima, potom dalje prema nazofarinksu gdje bude svakih 10 -
15 minuta progutan prema zeludcu. Cilijjarna aktivnost moZe biti naruSena smanjenjem
vlaznosti, temperature ili promjenom mikrobioloskog okoliSa nepogodnog za mukocilijarni

transport.

Naru$ena 1 smanjena cilijarna aktivnost moze dovesti do akutne, a kasnije 1 do eventualno
kroni¢ne upale sinusa kojim se najcesce 1 ocituje, a moze dovesti i do drugih bolesti kao §to su

otitis media 1 upala pluca.

Nosna mukoza interferira s vanjskim svijetom, neprestanom interakcijom s
bakterijama, virusima i gljivama i ¢ini tako prvu crtu obrane protiv agresivnih patogena, bez

prevelike reakcije tkiva i1 kolateralne Stete. Epidemioloski podatci pokazuju da se 0,5 %
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gornjih respiratornih infekcija komplicira sinuitisom §to, s epidemioloskoga stajaliSta, ¢ini
virusne infekcije gornjih diSnih putova glavnim predispozicijskim faktorom za nastanak
akutnog sinuitisa. Mehanziam ukljucuje povecanje koli¢ine i smanjenje viskoznosti nosnog
sekreta te oStecenje cilija, koje moZe potrajati i mjesecima nakon infekcije. Osnovni faktor
koji dovodi do sinuitisa, uz infektivni agens, jest neprikladna ventilacija i drenaza zbog
opstrukcije sinusnih usca. Glavni predispozicijski faktori virusni su respiratorni infekt,
alergijski rinitis, septalna deformacija, odontogena upala i strano tijelo nosa. Niz bakterija koji
moze uzrokovati akutni sinuitis najces¢e su Haemophilus influenze, Streptococcus
pneumoniae 1 Moraxella catarrhalis. Anaerobni uzro¢nici imaju bitniju ulogu u patogenezi
kod kroni¢nog sinuitisa. Bakterija koja se susrece u aspiratu sinusa je 1 Staphylococcus aureus,

ali je njezina znacajnost osobita kod kroni¢nog rinosinuitisa (12).

1.4. Kronic¢ni rinosinuitis

Rinosinusitis upala je nosne i sinusne (sinonazalne) sluznice, karakterizirana pojavom
najmanje dvaju simptoma, ukljuujuéi obveznu =zacepljenost ili sekreciju (na nos ili
postnazalno), uz prate¢e simptome boli 1 pritiska u projekciji sinusa te poremecaj njuha. Ako
tegobe traju duze od 12 tjedana, rije¢ je o kroni¢nom rinosinusitisu (13). Rinosinusitis
znacajan je javnozdravstveni problem koji se javljau 5 - 15 % europske 1 ameri¢ke populacije

(14,15 ) te uvelike naruSava kvalitetu zivota oboljelih (16,17).

Prognoza bolesti loSija je S§to objektivni znaci viSe koreliraju sa subjektivnim
osjecajem bolesnika. LoSiju prognozu imaju i bolesnici koji imaju uz nosnu polipozu i
udruzenost s bronhijalnom astmom, intolerancijom na acetilsalicilnu kiselinu i cilijarnom

diskinezijom.

Ovisno o pratecoj pojavi ili izostanku nosnih polipa, razlikujemo dva razli¢ita oblika
kroni¢nog rinosinusitisa; kronicni rinosinusitis s nosnom polipozom (KRS+NP) i1 bez nosne
polipoze (KRS-NP). Nosni polipi najéesc¢e se pojavljuju u obliku bilateralnih, grozdastih
struktura koje se sastoje od upalnih stanica, vezivnog tkiva, mukoznih Zlijezda i kapilara
oblozenih pseudostratificiranim epitelom. Dodatna podjela unutar skupine oboljelih od
KRS+NP-a vezana je uz razlike u sastavu 1 efektorskom odgovoru imunosnog infiltrata, pri
¢emu se povecani broj neutrofila i prate¢i razvoj tip 1 imunosnog odgovora ¢eS¢e opisuju u
azijskim populacijama KRS+NP oboljelih, dok u zapadnim zemljama KRS+NP uglavnom

obiljezava povecani broj eozinofila i tip 2 imunosni odgovor (18). Medutim, kod
8
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KRS+NP bijelaca zabiljeZzena je 1 pojava mjeSovite upale tipa 1 (INF-y) i 2 (IL-5), bez
prisutnosti eozinofila, u pratnji dominantnog T limfocitnog infiltrata aktiviranog,
memorijskog fenotipa

(19). Noviji radovi u populaciji bijelaca ukazuju takoder i na vaznu ulogu imunosnog
odgovora tipa 3, dominantno vezanog uz ekspresiju upalnih citokina poput IL-17, IL-22 1 IL-
21, odgovornih za diferencijaciju, proliferaciju i migratorni potencijal Th17/Tc17 limfocita i
neutrofila (20,21) u sinonazalnoj sluznici oboljelih. Prema upalnom obrascu, CRSwNP
dodatno se dijeli na eozinofilni CRS+NP (Eos KRS+NP) i neeozinofilni KRS+NP (non-Eos
KRS+NP). Postoje razlike izmedu ova dva podtipa KRS+NP-a. Neeozinofilni KRS+NP (non-
Eos KRS+NP) vjerojatnije ukljucuje neutrofilnu upalu 1 fibrozu te dijeli neke karakteristike s

KRS-NP-om i eozinofilnim KRS+NP-om (Eos KRS+NP) (22).

Unato¢ rezultatima posljednjih istrazivanja, sama etiologija i patogenetski mehanizmi
nastanka nosne polipoze jo$ su uvijek nerazjasnjeni (23). Kao potencijalni uzroc¢nici, ¢esto se,
medutim, spominju bakterijske, virusne i gljivicne infekcije nosne sluznice (24,25). Najcesce
su anaerobne bakterijske kulture izolirane iz sinonasalnih obrisaka bolesnika s kroni¢nim
rinosinusitisom Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Streptococus viridansi dr.
(26). Noviji radovi, StoviSe, ukazuju na vaznu ulogu bakterijskih superantigena, ukljucujuci i
enterotoksine porijeklom iz S. aureus, u aktivaciji T stani¢nog odgovora i razvoju upalnog

procesa kod oboljelih od KRS-a (27).

Kroni€ni rinosinusitis ¢esto je ponavljajuca bolest Cija terapija moze biti konzervativna
ili operacijska. Cilj terapije kod oboljelih jest uspostaviti prohodnost nosa, omoguciti
ventilaciju 1 drenaZu paranazalnih Supljina i oporaviti osjet njuha. Navedeni terapijski ciljevi
obicno se postizu primjenom lokalnih 1 sistemskih kortikosteroida u kombinaciji s postupcima
funkcionalne endoskopske sinusne kirurgije (FESS, od engl. functional endoscopic sinus
surgery). U konzervativnu terapiju, uz topicke 1 sistemske kortikosteroide, spadaju i
antibiotici. Makrolidi su antibiotici izbora, oni pospjeSuju mukocilijarni transport, imaju
imunomodulacijska 1 protuupalna svojstva, zbog <Cega djeluju sinergisticki s
kortikosteroidima, a ne samo antibakterijski (28). Neuspjeh konzervativne terapije indikacija
je za kirursko lije¢enje. Kirursko lijeCenje trenutno, i na odredeni rok, rijeSava simptome, ali

ne 1 uzrok bolesti, stoga su recidivi relativno cesti.
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1.5. Dijagnostika i lijeCenje KRS+NP

Dijagnoza KRS+NP-a prvenstveno je klini¢ka i temelji se na anamnezi i klinickom

pregledu, a najbitniji dio pregleda endoskopija je nosa.

Najces¢i su simptomi nosna opstrukcija i promjene osjeta mirisa i okusa, to su najcesci, ali i
najtezi simptomi. Drugi su simptomi sekrecija na nos i postnazalna sekrecija te glavobolja.
Svi ti simptomi dovode do smanjenja kvalitete zivota koja se moze izmjeriti upitnikom o
kvaliteti zivota (prilog 1. SNOT 22). Iz anamneze treba doznati eventualne alergije, pluéne

simptome te preosjetljivost na salicilate.

Pri prvom pregledu potrebno je uciniti, uz potpuno otorinolaringoloski pregled, i
endoskopiju nosa na temelju koje mozemo odrediti status polipa u nosu, a preporuca se
koristiti klasifikaciju po Malme-u (Tablica 1.). KRS+NP u pravilu se javlja obostrano, ali ne
nuzno simetricno. Ako je nosna polipoza jednostrana, potrebno je iskljuciti invertni papilom
ili zlo¢udni tumor. Kod djece s nosnom polipozom treba posumnjati na primarnu cilijarnu

diskineziju i cisti¢nu fibrozu (28,29).

Radioloska obrada potrebna je u slucaju sumnje na komplikacije bolesti ili sumnje na
destrukciju kosti. Standardni rendgenogram sinusa ne preporuCuje se uciniti zbog niske
specificnosti 1 niske osjetljivosti. Preporuca se u€initi CT paranazalnih Supljina neposredno
nakon zavrSetka terapije oralnim kortikosteroidima, a u svrhu pripreme bolesnika za

operativni zahvat.

Za dijagnozu nije klju¢na radioloska i mikrobioloska obrada, korisna je alergoloska
obrada jer 50 - 70 % bolesnika ima i alergiju na inhalacijske alergene. Anatomske deformacije
(septuma 1 nosnih Skoljki) predispozicijski su ¢imbenik u oko 15 % slucajeva. Radioloska
dijagnostika klju¢na je za objektivnu procjenu stupnja sinuitisa. Konvencionalna radioloska
metoda RTG ne daje nam dovoljno informacija o sfenoidnom i etmoidnom sinusu, pa je
najprikladnija kompjuterizirana tomografija (CT), a potom se prema Lund Mckey-u (30)

odreduje zahvacenost pojedinih sinusa 1 endoskopski gradacija po Malmu.
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Tablica 1. Klasifikacija endoskopskog nalaza nosne polipoze po Malmu (Malm 1997.)

Bodovi Nalaz

0 Nema vidljivih polipa
1 Polipi unutar OMC-a
2

Polipi izvan OMC-a

L

Polipi ispunjavaju éitavu nosnu supljinu

Tablica 2. Lund-Mackey sustav stupnjevanja CT nalaza. Izvor: (Hopkins C 2007.)

Sinus Lijevo  Desno
Maksilarni 0-2 0-2
Prednji etmoid 0-2 0-2
Straznji etmoid 0-2 0-2
Stenoid 0-2 0-2
Frontalm 0-2 0-2
OMC 0ili2 0-2
Ukupne bodova 0-12 0-12

Konzervativno lijecenje kod bolesnika koji nemaju znacajnu opstrukciju NP-a (Malm
1) 1 imaju ocuvan osjet mirisa obuhvaca inicijalnu terapiju izbora ispiranjem nosa fizioloskom
otopinom i primjenu intranazalnih kortikosteroida. Ako je kod bolesnika dokazana alergija na
inhalacione alergene, u obzir dolazi 1 intranazalni kortikosteroidi u kombinaciji s

antihistaminikom:.

Ako je kod bolesnika nosna opstrukcija znac¢ajna (Malm 2-3) i/ili postoji hiposmija ili
anosmija, uz ispiranje nosa s fizioloSkom otopinom i intranazalnog kortikosteroida u obzir
dolazi i1 peroralni kortikosteroid u niskim dozama kroz dva tjedna, u silaze¢oj shemi. Ova

terapija ne prepro€uje se viSe od dva do tri puta godiSnje. Ucinak peroralnih kortikosteroida
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zna¢ajan je u smanjenju veli¢ine polipa, $to dovodi do manje opstrukcije i bolje primjene

lokalne terapije (31).

Kod bolesnika s KRS+NP-om koji ne odreagira adekvatno na konzervativnu terapiju
indicirano je kirursko lijecenje, funkcionalna endoskopska kirurgija sinusa (FESS) (31). Ako
je bolesnik operiran u vise navrata radi KRS+NP-a, uputno je koristiti CT neuronavigaciju,
ako je bolnica posjeduje i1 to radi smanjenja mogucih komplikacija, a one su rinolikvoreja,

povreda orbite, krvarenja.

Lijecenje se antibioticima kod bolesnika s KRS+NP-om ne preporucuje, osim kod
sumnje na infekciju. Tada je preporuka uzeti obrisak srednjeg nosnog hodnika za
mikrobiolosku analizu i ordinirati antibiotik po antibiogramu. Makrolidi antibiotici su izbora,
oni pospjesuju mukocilijarni transport, imaju imunomodulacijska i protuupalna svojstva, zbog

cega djeluju sinergisticki s kortikosteroidima, a ne samo antibakterijski (28).

Novija opcija lijeCenja bioloska je terapija dupilumabom (32). Prema EPOS
smjernicama (33), bioloska terapija indicirana je kod bolesnika s refrakternim bilateralnim
KRS+NP-om, koji su prosli kirursko lijecenje ili koji se nisu mogli operirati zbog medicinskih
razloga i koji imaju najmanje tri od pet kriterija: dokaz Th2 upale, potreba uzimanja
peroralnih kortikosteroida najmanje dva puta godis$nje ili kontinuirano uzimanje tri mjeseca,

znacajno naruSena kvaliteta zivota, astma, znacajan gubitak osjeta mirisa.

1.6. Kvaliteta Zivota bolesnika s KRS+NP-om

Kroni¢ni rinosinusitis s nosnim polipima (CRSwNP) stanje je koje se najcesce
povezuje s Th2 tipom upale, nesto rijede s Thl 1 Th17 (34,35), te znacajno narusava kvalitetu
zivota vezanu uz zdravlje sa simptomima koji ukljucuju nazalnu opstrukciju, gubitak mirisa i
rhinoreju, kao 1 poremecaje spavanja (36), kao Sto je i ranije navedeno. S obzirom na
simptomatsku prirodu kroni¢nog rinosinusitisa s nosnim polipima (CRSwNP), mjere rezultata

koje prijavljuju pacijenti imaju klju¢nu ulogu u informiranju odluka o lije¢enju (37).

Sinonasal Outcome Test (SNOT-22) (Privitak 1.) evaluirani je upitnik u kojem bolesnici
prijavljuju tezinu simptoma, a osmisljen je za procjenu utjecaja kroni¢nog rinosinusitisa
(CRS) na kvalitetu zivota vezanu uz zdravlje. Sadrzaj SNOT-22 obuhvaca teZinu simptoma,

socijalni 1 emocionalni utjecaj, produktivnost i posljedice na spavanje koje uzrokuje CRS.
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Stavke se boduju od 0 (nema problema) do 5 (problem je toliko tezak koliko moze biti) i
zbrajaju se kako bi se dobio ukupni rezultat u rasponu od 0 do 110 (38).

1.7. Utjecaj mikrobne flore na KRS+NP

Kroni¢ni rinosinuitis (CRS) moze se opisati kao heterogeni poremecaj koji ukljucuje
brojne patogene procese i upalne mehanizme (39). Medutim, povezanost izmedu infektivnih
organizama 1 cjelokupne patogeneze bolesti ostaje nejasna. Studije uloge superantigena,
posebno enterotoksina Staphylococcus, sugeriraju da se dominantna upala temelji na lokalnoj
flori, a ne na intrinzicnom mukoznom procesu (40-42). Paranazalni sinusi sastoje se od
zamrSenih, parnih Supljina unutar kraniofacijalnog kostura koji vjerojatno sadrze jedinstvena
mikrookruzenja. Kao takva, svaka bi niSa mogla imati prevlast razli¢itih bakterija koje su
prilagodene jedinstvenim svojstvima svakog mikrookruzenja (npr. hipoksija, pH, vlaznost).
Nije poznato ima li svaki pojedini sinus jedinstveno mikrookruZenje i pridruzenu jedinstvenu
mikrobiotu, ili jesu li prilicno sli¢ni u cijelosti. Zabiljezeno je da kolonizacijski potencijal
bakterija predvida prisutnost ili odsutnost odredenih klju¢nih modulatora upale, posebice
interleukina 5 (IL-5). T helper 2 (Th-2)/upala posredovana eozinofilima predvida Gram-
pozitivnu kulturu, dok Th-1/ neutrofilni odgovor ukazuje na gram-negativnu kolonizaciju,
iako nije bila statistiCki znacajna (43). Pacijenti s KRS-om predisponirani su smanjenoj
bakterijskoj raznolikosti u usporedbi s osobama bez KRS-a, Sto dovodi do vece sklonosti za
prethodno smatrane komenzalne organizme da ¢e postati patogeni. Prije radena studija
temeljena na kulturi pokazala je da je srednji nosni hodnik oko 80 % do 90 % reprezentativan
u detekciji kolonizirajucih bakterija (44-46). lako nisu savrSeni, ovi rezultati podrazumijevaju
da mikrobne sli¢nosti postoje izmedu srednjeg nosnog hodnika i1 prednjeg etmoida i
maksilarnih sinusa. Analizama briseva srednjeg nosnog hodnika kod zdravih odraslih
pojedinaca, najcesce bakterije bile su Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis 1

Propionibecterium acnes (29).

1.8. Th1 i Th17 tip upalnog odgovora i njihova uloga u KRS+NP-u

Stanice Thl upalnog odgovora (od eng. Type I helper T cells — Thl) podvrsta su CD8+ T
stanica karakterizirane stvaranjem Thl citokina — IFN- gama, interleukin IL 1 -beta,

interleukin —6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) interleukin 17 (IL-17) i nakupljanje Thl i Th17

13



1. Uvod

stanica (47,48). Potencijalni su mehanizmi u ne-T2 KRS+NP. Upala posredovana TI
uglavnom je izazivala nakupljanje i aktivaciju TH1 stanica, CD81 T stanica i NK stanica, a
IFN-g klju¢ni je citokin koji kontrolira daljnje regrutiranje T1 imunoloSkih stanica,
disfunkcija epitelne barijere, taloZzenje fibrina i razvoj makrofaga. Makrofagi proizvode IL-1b
1 ROS kako bi inducirali upalu. T3-posredovana upala potaknuta je nakupljanjem i
aktivacijom TH17 stanica. IL-17 inducira regrutiranje TH17 stanica i neutrofila. Aktivirani
neutrofili otpustaju enzime OSM, NET, IL-1b, LTB4 i ROS kako bi inducirali disfunkciju
epitelne barijere, upalu i1 ostecenje tkiva. IgG antitijela takoder su povisena u ne-T2 KRS+NP
1 moze igrati ulogu u aktivaciji neutrofila i putova komplementa. NET, neutrofil izvanstani¢na
zamka, NK- prirodni ubojica i Makrofagi takoder se prebacuju na fenotip M1 i proizvode IL-
1b i ROS putem aktivacije upale NLRP3(49). Neutrofili igraju vaznu ulogu u Thl upalnom
odgovoru (50). Aktivirani neutrofili oslobadaju unaprijed pohranjene molekule ukljucujuéi
mijeloperoksidazu, elastazu, katepsin G, proteinazu 3 i antimikrobne peptide koji Stite od
zarazenih bakterije i induciraju oStecenje 1 remodeliranje tkiva. Aktivirani neutrofili takoder
sintetiziraju 1 proizvode lipidne medijatore (uglavnom LTB4), ROS i nekoliko citokina i

kemokina ukljuc¢ujué¢i OSM, IL-1b i IL-8 te doprinose upali i dalje regrutiranje neutrofila (51).
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Slika 3. Shematski prikaz aktivacije tip I 1 tip IIIl imunosnog odgovora (Vlastiti izvor)
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Prva faza — Aktivacija urodenog imunosnog odgovora: Mikrobni patogeni (virusi,
bakterije, gljive) preko PAMPs (molekularni uzorci povezani s patogenima) aktiviraju TLR
(Toll-like receptore) na nezrelim dendritickim stanicama (DC). Ova aktivacija potice
sazrijevanje nezrele DC u zrelu dendriticku stanicu koja sada moze aktivirati specifican

imunosni odgovor.

Druga faza — Aktivacija adaptivnog imunosnog odgovora (tip I i tip III): Tip I
imunosni odgovor posreduju Thl stanice (T pomoc¢nic¢ke stanice tipa 1). Zrela dendriticka
stanica luci IL-12, Sto potice diferencijaciju naivnih T stanica (Naive T) u Thl stanice. Thl
stanice proizvode IFN-y (interferon gama), koji aktivira makrofage (M1 makrofagi) koji
zatim luce pro-upalne citokine poput TNF, IL-1P te ROS (reaktivne kisikove spojeve), enzime
i druge molekule koje pospjesuju upalu. Tip III imunosni odgovor posreduju Th17 stanice.
Zrela dendriticka stanica luci IL-6 1 TGF-B, Sto potice diferencijaciju naivnih T stanica u
Th17 stanice koje proizvode IL-17. IL-17 regrutira neutrofile putem kemokina poput CXCLI,
CXCL2, CXCL5 1 CXCL6 sto dovodi do jace upalne reakcije.

Tre¢a faza - Upala, oSteCenje 1 preoblikovanje epitela: aktivirane stanice, poput
neutrofila i makrofaga, luce citokine i druge pro-upalne molekule koje uzrokuju upalu i
oStecenje epitela. Ovi procesi karakteristicni su za mnoge upalne bolesti, ukljucujuéi

autoimune poremecaje 1 kroni¢ne infekcije.

1.9. v6 T limfociti

vOT stanice mala su, ali osebujna podskupina T stanica koje je prvi prepoznao Brenner
1986. godine (52). v T stanica nedavno je opisana vrsta T stanica koja se razlikuje od
konvencionalnih afy T stanice u razvoju, fenotipu i funkciji (29). Neke molekule koje
definiraju sazrijevanje afy T stanica i reguliraju njihovu funkciju, kao $to su CD4, CDS i
CD28, nisu pronadeni na yo T stanicama (53). Istrazivanja pokazuju da yo T stanice mogu
sadrzavati do 50 % T stanica unutar epitela ili tkivima bogatim sluznicama i manje od 10 % u
perifernoj krvi (45). Vecina yo T stanica nalazi se u epitelu i sluznici koze, Zeluca, vagine itd.,
a izrazito su ukljuceni u lokalnom imunitetu (53, 54). Njihove razine dosezu vrhunac u ranoj
fazi upale 1 izlucuju obilne koli¢ine kemokina 1 citokina te reguliraju patogeni obrazac a3 T

stanica (53).
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Prva linija obrane od mikrobnih infekcija uvelike je vezana uz aktivaciju prirodenih
imunosnih linija, posebice nekonvencionalnih limfocitnih populacija poput gama-delta (y5) T
stanica (55). Za razliku od konvencionalnih, adaptivnih T limfocitnih vrsta koje na svojoj
povrsini izrazavaju T stani¢ni receptor (TCR od engl. T cell receptor) sastavljen od a1 p TCR
lanaca, v T stanice izrazavaju yOTCR receptore ograni¢enog repertoara, koji prepoznaju
fosforilirane mikrobne antigene i/ili biljege unutarstani¢nog stresa u kompleksu s neklasi¢nim

antigen prezentiraju¢im molekulama poput BTN3A1, BTN2A1, CDIc i CDI1d (56).

Ljudske y6 T stanice ¢ine manji udio (2 - 5 %) ukupnih limfocita T, a sukladno vrsti TCR
delta lanca Cesto su razgrani¢ene u nekoliko podrazreda, od kojih se najces¢e spominju Vol,
prisutne u kozi, sluznici pluéa, crijeva i reproduktivnih organa; V52, dominantne u perifernoj
krvi; 1 Vo3, prisutne u krvi 1 jetri (57). Temeljem jaine ekspresije CD3 koreceptorske
molekule i ydTCR receptora, humane y6 T linije mogucée je ujedno razlikovati na
CD3"y§TCRM i CD3MySTCR™ podrazrede, pri éemu y8TCR™ podskupinu dominantno &ine
514, a ySTCR™ vedinom 82+ & T stanice (58). Pri susretu sa stranim antigenima na mjestu
upale, yOT stanice posreduju izravne, citotoksi¢ne ucinke ekspresijom upalnih citokina (TNF-
o, INF-y, IL-17, IL-22), prirodnoubilackih receptora (NKG2D) i proteolitickih enzima

(perforin, granzim B).

Prirodeni fenotip, citotoksi¢ni i migratorni kapacitet pojedinih y6 T subpopulacija nalaze se
pak pod kontrolom niza transkripcijskih ¢imbenika (59), poput RORyt (od. engl. RAR-related
Orphan Receptor Gama T, kodiran genom RORC), PLZF (od. engl. promyelocytic leukemia
zinc finger, kodiran genom ZBTB16) 1 T-bet (od engl. T-box transcription factor, kodiran
genom TBX21) (60). U tom kontekstu, 61+ vrste humanih yd T limfocita uglavnom
obiljezava PLZF'°YRORCMIL-17+, a 82+ linije PLZFMTBX21MIFNG! transkripcijski profil

(61).

1.10. Uloga yo T limfocita u razvoju KRS+NP-a

Unato¢ novim saznanjima koja pridonose boljem razumijevanju funkcije i raznolikosti
heterogenih yd T vrsta, gotovo su u potpunosti nerazjasnjeni udjeli, fenotipska raznolikost i

potencijalna uloga yd T stanica u patogenezi neutrofilne KRS upale s nosnim polipima.

Nekolicina dosadasnjih istrazivanja, opisuje, naime, nepromjenjeni (62,63) ili povecani
udio (64) yoT stanice u sinonazalnoj sluznici oboljelih od eozinofilnog oblika KRS+NP-a,

u
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odnosu na zdrave i KRS-NP oboljele ispitanike. Takoder, kod eozinofilne varijante KRS+NP-
a oboljenja opisana je povecana ekspresija Vyl mRNA (65), gena koji kodira otvoreni okvir
Citanja, ali ne i1 funkcionalnu jedinicu humanog TCR gama-lanca. Medutim, fenotip i
transkripcijski profil yo T stanica u neutrofilnom obliku KRS+NP-a u potpunosti su
nerazja$njeni. Stovide, u potpunosti je nejasno kako promjene u sastavu mikrobioma
sinonazalne sluznice KRS+NP oboljelih utjecu na sastav i omjer tkivnih 81 1 62 yo T
podrazreda te na promjene mRNA ekspresije funkcionalnih gena u kontroli fenotipskog i

citokinskog profila yo T stanica.
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Tkivni udjeli i fenotip yoT stanica, kao i transkripcijski profil delta-lanaca, gena u kontroli
prirodenih obiljezja limfocita te gena ukljuenih u tip 1 1 tip 3 imunoloski odgovor
mononuklearnih stanica u sinonazalnoj sluznici i nosnim polipima oboljelih od nealergijskog
kroni¢nog rinosinuitisa s nosnom polipozom (KRS+NP) znacajno se razlikuju u odnosu na

kontrolnu skupinu ispitanika.

Osim toga, ispitivani parametri koreliraju s promjenama u sastavu mikrobne flore,

udjelom perifernih i tkivnih leukocita, biokemijskim parametrima i klinickim statusom.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Odrediti i usporediti mikrobnu floru (prisutnost bakterija/gljiva) sinonazalne sluznice
oboljelih od nealergijskog KRS+NP-a i kontrolnih ispitanika.

2. Odrediti frekvenciju yo T limfocita 1 njihovih subpopulacija (V61+V062-, V61-Vo2+,
V31-V82-) u sluznici srednje nosne skoljke i nosnog polipa oboljelih od nealergijskog
KRS+NP-a i usporediti s frekvencijama istih stani¢nih populacija u sluznici srednje
nosne Skoljke kontrolnih ispitanika.

3. U populaciji mononuklearnih stanica izoliranih iz nosnih polipa i tkiva srednje nosne
Skoljke KRS+NP oboljelih i zdravih kontrolnih ispitanika, istraziti raznolikost y0TCR
repertoara (Vo61, Vo2, V33) i transkripcijski profil gena vezanih uz fenotip i1 funkciju
V&2 (ZBTB16, TBX21, INFG) i Va1 (RORC, IL17) ydT limfocita.

4. Ispitati povezanost izmedu raznolikosti mikrobne flore sinonazalne sluznice oboljelih i
kontrolnih ispitanika s promjenama u frekvenciji i fenotipu tkivnih yd T populacija i

transkriptomu tkivnih mononukleara.
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4. MATERIJALI I METODE

U istrazivanju je sudjelovao 71 bolesnik. Bolesnici su podjeljeni u dvije skupine, a
potom jedna skupina dodatno u dvije. Prvu skupinu bolesnika c¢inilo je 30 bolesnika s
KRS+NP-om koji su bili hospitalizirani na Klinici za otorinolaringologiju i kirurgiju glave i
vrata radi operativnog zahvata FESS i koji prema klinickim 1 laboratorijskim kriterijima
zadovoljavaju dijagnozu neeozinofilnog kroni¢nog rinosinuitisa s nosnom polipozom
(KRS+NP). U kontrolnoj skupini odabran je 41 bolesnik. Bolesnici su hospitalizirani i
operiran na Klinici zbog drugih rinolkirurSkih operacije (npr. septoplastika, redukcija donjih

nosnih Skoljki, rinoseptoplastika), a ujedno nemaju dijagnozu KRS+NP-a.

Isklju¢ni su kriteriji bili: poznata alergijska sklonost, astma, KOPB, onkoloski
bolesnici, preosjetljivost na salicilate, koristenje kortikosteroida, antibiotika i antihistaminika

mjesec dana prije operativnog zahvata.

Za vrijeme prijeoperacijske obrade svakom bolesniku ucinjen je endoskopski pregled
nosa kojim je odreden stupanj proirenosti bolesti (Malm klasifikacija), CT PNS (CT glave i
paranazalnih Supljina) u€injen je samo skupini s dijagnozom KRS+NP-a, uzorkovala se krv te
je iz seruma ucinjena biokemija (HS CRP, CKS, Uk IgE, RIST i RAST). Svakom bolesniku
ucinjen je obrisak nosa na Eo u sklopu alergijske obrade te je ucinjena kompjuterizirana
tomografija paranazalnih Supljina svim bolesnicima s KRS+NP-om. Svi bolesnici odgovorili
su na upitnike o kvaliteti zivota (SNOT 20, SNOT 22, Nose score 1 Japanski test). Svi

bolesnici zabiljezili su komorbiditete, dob, spol, alergije na lijekove i pusenje.

Bolesnicima su dodijeljeni kodirani identifikacijski brojevi koji su se koristili tijekom
prikupljanja i1 analize bioloskih uzoraka te interpretacije rezultata. Svi primijenjeni postupci
probira bolesnika i obrade uzoraka odobreni su odlukom Etickog povjerenstva Klinickog
bolnickog centra (KBC-a) Osijek (Broj: R2-7990/2021) te Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku (UR. BROJ: 15-61-47-23-10).
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4.1. Uzorkovanje obrisaka sluznice sinusa i nosne Supljine za mikrobiolosku analizu

Svim bolesnicima uzorkovao se bris srednjeg nosnog hodnika za kultivaciju i
identifikaciju bakterija. Kod bolesnika s KRS+NP-om uzorkovao se bris prednjeg etmoidnog
sinusa intraoperativno dok se u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika intraoperativno
uzorkovao bris srednjeg nosnog hodnika. Endoskopski vodeni bris sinusa uvijek se uzima iz
prednjeg etmoidnog sinusa. Upotrijebili smo flokirane briseve (Copan Italia S.p.A., Brescia,
Italija) kako bismo maksimizirali prinos bakterija. Da bi se izbjegla nehoti¢na kontaminacija,
odbaceni su svi uzorci koji su tijekom uzorkovanja mogli do¢i u kontakt s nosnim predvorjem

tijekom uzorkovanja. Iskljuceni su pacijenti s gnojnom sekrecijom.

Uzorci za mikrobiolosku analizu potom su bili dostavljeni u mikrobioloski laboratorij
Zavoda za klinicku mikrobiologiju i bolnicke infekcije, KBC Osijek. Uzorci su bili
inokulirani na razliita standardna kruta i1 tekuca hraniliSta te inkubirani u aerobnoj,

anaerobnoj i1 atmosferi s 3 - 5 % CO2.

Po inokulaciji, krvni agar (KA), kromogeni agar i sr¢ano mozdani bujon (engl. Brain
Heart Broth; BHI) bio je inkubiran 24-48 h na 37 °C, a &okoladni agar (CA) u atmosferi s 3 -
5 % CO2. U anaerobnoj atmosferi kroz 5 dana na 37 °C bili su inkubirani uzorci inokulirani

na Columbia agar, SNVS (engl. Schaedler Neomycin Vancomycin Agar) i tioglikolatni bujon.

Za mikolosku analizu bio je inokuliran Sabouraudov agar (SAB) 1 Candida kromogeni
agar (CAN) i inkubirani u aerobnoj atmosferi kroz 5 dana na 29 °C. Sterilna primarna
hraniliSta presijana su na bujonske kulture za aerobnu (krvni agar, kromogeni agar),
anaerobnu (Columbia agar i SNVS) 1 kultivaciju u atmosferi s poviSenim parcijalnim tlakom
CO2 (Cokoladni agar-CA). Identifikacija svih poraslih, morfoloski razli¢itih kolonija na
krutim hraniliStima izvrSena je pomo¢u MALDI tof MS Biotypera, a za klini¢ki znacajne

izolate uc¢injen je 1 test osjetljivosti.

4.2. Patohistoloska analiza na prisutnost eozinofila u uzorcima sluznice srednje nosne
Skoljke i nosnog polipa

Dijagnoza eozinofilnog kroni¢nog rinosinuitisa temelji se na zastupljenosti >10 %
eozinofila u ukupnom leukocitnom infiltratu tkiva polipa. U svrhu potvrde nealergijskog
KRS+NP-a pripreman je preparat sluznice srednje nosne Skoljke 1 polipa fiksiran u 5

% formalinu, potom uklopljeni u parafin te bojani hematoksilin-eozinom (HE), odnosno po
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Gomoriju. Priprema preparata izvodena je u Zavodu za patologiju 1 sudsku medicinu KBC
Osijek. Udio eozinofila odreden je prebrojavanjem ukupnih i eozinofilnih leukocita u vidnom
polju pri povecanju od 400x, u najmanje 5 vidnih polja bogatijih eozinofilima na 5 nasumicno

odabranih rezova (preparta) (66).

4.3. Uzorkovanje tkiva sinonazalne sluznice i nosnog polipa

Uzorci tkiva srednje nosne Skoljke i nosnih polipa oboljelih od KRS+NP-a izuzeti su
tijekom kirurS§kog lijeCenja primjenom FESS postupaka. Bioptat zdrave, kontrolne
sinonazalne sluznice srednje nosne $koljke osiguran je od dobrovoljnih ispitanika koji su bili
kirurski lijeceni povodom drugih rinoloskih poteskoca (npr. septoplastika, rinoseptoplastika,

sinusoskopija, orbitalne dekompresija).

Izuzeti uzorci tkiva bili su kratkotrajno pohranjeni u transportni medij (DMEM sa
stabilnim glutaminom, 10 % FBS, 10 mM HEPES, 1 % penicilin/Streptavidin, ImM Na-
piruvat, Ixneesencijalne aminokiseline) sve do trenutka daljnje obrade u Laboratoriju za

analizu DNA Medicinskog fakulteta u Osijeku.

Slika 4. Endoskopska slika KRS+NP-a (vlastiti izvor)
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4.4. I1zolacija i kriokonzervacija ukupnih tkivnih leukocita

Svjezi uzorci bioptata usitnjeni su maceracijom tkiva u transportnom mediju i zatim
inkubirani na rotatoru (LabRoller™ H5100), 30 min na 37 °C pri brzini od 50 rpm/min.
Suspenzija usitnjenog tkiva u nastavku ¢e se dodatno homogenizirati pomocu gentleMACS
Dissociator uredaja (Milteny Biotec, Auburn, SAD) i profiltrirati preko filtera promjera 70

um kako bi se oslobodene stanice odvojile od ostataka tkiva.

Populacija tkivnih mononuklearnih stanica izdvajana je od eritrocita i granulocita
postupkom centrifugiranja (800 g, 25 min, 25 °C) u gradijentu gusto¢e Lymphoprep medija
(Axis Shield, Oslo, Norveska), a brojnost vijabilnih mononukleara u kona¢nom izolatu

utvrden je brojanjem pomocu Biirker-Tiirk komorice i svjetlosnog mikroskopa.

Ovisno o brojnosti izoliranih stanica, pripremljeno je pa potom smrznuto (-80 °C)
nekoliko alikvota koncentracije 1x10e6 st/mL, mijeSanjem 0,5 ml hladnog fetalnog govedeg
seruma (FBS, Biosera, Francuska), s jednakim volumenom ohladenog medija za smrzavanje
(FBS + 20 % dimetil sulfoksid — DMSO, AppliChem). Dio pohranjenih alikvota koriSten je
kasnije za obiljeZavanje monoklonalnim protutijelima i nastavnu analizu na proto¢nom

citometru, a ostatak za izolaciju RNA.

Slika 5. Izolacija i kriokonzervacija ukupnih tkivnih leukocita (vlastiti izvor)
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4.5. Imunofenotipizacija yo T limfocita metodom protocne citometrije

Zastupljenost ukupnih yd T-limfocita i njihovih subpopulacija (V61+Vd2-, Vol-
V62+, V81-Vd2-) u ukupnim izoliranim mononuklearnim stanicama sluznice srednje nosne
Skoljke 1 nosnog polipa odredena je metodom protocne citometrije. Za pripremu uzoraka i
bojenje povr$nih stani¢nih antigena za protocnu citometriju upotrijebili su se standardni

protokoli dostupni na poveznici: http://www.thermofisher.com.

Proto¢na citometrija (engl. flow cytometry, takoder poznata kao flow cytofluorometry
ili flow microfluorometry) sofisticirana je analiticka metoda koja omogucava
viSedimenzionalnu kvantitativnu 1 kvalitativnu analizu stanica, kao i sortiranje stanica s
unaprijed definiranim karakteristikama iz ispitivanog uzorka. Ova tehnika omogucuje analizu
klju¢nih fizikalnih (npr. veli¢ina stanice, unutarstanicna struktura, stupanj granuliranosti) i
kemijskih svojstava stanica (npr. prisutnost ili odsutnost povrSinskih, unutarstani¢nih i

nuklearnih proteina, koli¢ina deoksiribonukleinske kiseline (DNK) te koncentracija kalcija).

Uredaj za protocnu citometriju sastoji se od tri kljucna sustava: (a) sustava za protok
stanica (engl. fluidics), (b) optickog sustava (laseri, lec¢e i fotodetektori) te (c) elektronickog
sustava. Prije same analize, stanice se pripremaju u suspenziji, kako bi se omogucio protok
pojedinacnih stanica tijekom mjerenja. NajceS¢i mehanizam za postizanje usmjerenog toka
stanica hidrodinamicko je usmjeravanje (engl. hydrodynamic focusing), pri ¢emu se stanice
pojedina¢no krecu kroz sustav protoka stanica 1 bivaju osvijetljene laserskim zrakama
specifiénih valnih duljina. Ovisno o fizikalnim karakteristikama stanica dolazi do disperzije
svjetlosti, a u sluc¢aju vezanja specificnih protutijela obiljezenih fluorokromima i1 do emisije
fluorescencije odredene valne duljine. Reflektirana polikromatska svjetlost kroz sustav se
filtera 1 dihotomnih stakalaca usmjerava na fotodetektore, koji biljeze fotone i pretvaraju ih u
elektronicke signale, odnosno pulseve napona. U suvremenim uredajima, ti se analogni podaci

pretvaraju u digitalne, omogucéavajuci detaljnu analizu rezultata.

Fotodetektori dijele se u tri glavne vrste: FSC-detektor (engl. Forward Scatter) koji
pruza informacije o veli¢ini stanice, SSC-detektor (engl. Side Scatter) koji mjeri
kompleksnost stani¢ne citoplazme, ukljucujuéi stupanj granuliranosti te FL-detektori (engl.
Fluorescence Detectors) koji detektiraju fluorescentni signal specifi¢ne valne duljine, potekao
od fluorokroma vezanih na protutijela za kemijsku analizu stanica. Ovisno o karakteristikama
koje su zabiljeZene fotodetektorima (veli¢ina stanica, stupanj granuliranosti, kemijski sastav),

moguce je odabrati specificnu populaciju stanica za daljnju analizu. Rezultati analize mogu
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biti prikazani numericki ili graficki, kao histogram fluorescencije ili tockasti prikaz (engl. dot

plot).

4.5.1. Izrada kompenzacijske matrice

Najces¢e koristeni fluorokromi u protocnoj citometriji emitiraju polikromatsku
svjetlost Sirokog raspona valnih duljina. Ve¢i dio tog spektra filtrira se i usmjerava na
odgovarajuc¢i FL detektor, no zbog Sirokog raspona valnih duljina nekih fluorokroma, mali dio
svjetlosti moze dospjeti 1 u susjedne FL detektore. Prije pocetka analize, klju¢no je izraditi
kompenzacijsku matricu pomocéu jednobojnih kontrola (engl. single stain controls), §to
omogucava pravilnu interpretaciju podataka. Kompenzacija se odnosi na ispravak signala u
susjednim detektorima tako da se od stani¢nih signala koji potjecu od primarnog fluorokroma
oduzima udio signala koji je nepoZeljno prenesen. Ove kompenzacije specificne su za

kombinaciju napona u detektorima koristenim tijekom mjerenja.

4.5.2. Iskljucivanje nevijabilnih stanica iz analize

Nevijabilne (mrtve) stanice isklju¢ene su koriStenjem komercijalnog kita za
odredivanje vijabilnosti stanica (LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kits, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) prema uputama proizvodaca. LIVE/DEAD
komercijalni kit koristi princip razlike u intenzitetu fluorescencije, koja je vise od 50 puta
veca kod mrtvih u usporedbi sa Zivim stanicama. Boja u kit-u ima afinitet prema slobodnim
aminima na povrSini 1 unutar stanice. Zbog povecane permeabilnosti stanicne membrane u
oSte¢enim 1 mrtvim stanicama, boja lakSe prodire u unutrasnjost stanice 1 vezZe se za slobodne
amine, dok se kod zivih, vijabilnih stanica kovalentno veze samo za amine stanicne
membrane, ¢ime se omogucuje vizualizacija mrtvih stanica kroz izraZenije fluorescentno

obojenje.
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4.5.3. Inhibicija nespecificnog vezanja protutijela i imunofenotipizacija PBMC stanica

Imunoloske stanice, poput B-limfocita i fagocita (monociti i granulociti), posjeduju
receptore za Fc segment imunoglobulina (FcR) na svojoj povrSini, §to im omogucuje
prepoznavanje opsoniziranih mikroorganizama. Tijekom obiljezavanja stanica specificnim
protutijelima za analizu na proto¢nom citometru moze do¢i do nespecificnog vezanja
protutijela za Fc receptore, Sto moze dovesti do lazno pozitivnih rezultata. Da bi se sprijecilo
nespecificno bojenje uzrokovano vezanjem protutijela za FcR, dodan je 5 uL reagensa Human
TruStain FcX™ (BioLegend, San Diego, Kalifornija, SAD). Nakon 8 minuta inkubacije pri
sobnoj temperaturi, uzorcima su dodana specificna fluorescentno obiljezena protutijela:
CD3¢FITC (klon UCHT1 gamma, donacija prof. Peter Balogh, Medicinski fakultet
Sveucilista u Pecuhu), TCRyd PE-Cy7 (1:100, klon B1, BioLegend), TCRV&1 APC (1:100,
klon TS8.2, eBiosciences) i TCRV2 PerCP/CYS5.5 (1:200, klon B6, BioLegend). Svi koraci
provedeni su u fosfatnom puferu (PBS) s dodatkom 0,5 - 1 % govedeg serumskog albumina
(BSA) 1 0,1 % natrijevog azida (NaN3) prilagodenom pH vrijednosti (pH ~7.4).
Kompenzacijska matrica izracunata je pomocu komercijalno dostupnih kompenzacijskih
kuglica BD™ CompBeads mi$ji Igik/negativne kontrol (BD Biosciences, San Jose, CA, SAD)

1 jednobojnih kontrola.

Mjerenja uzoraka provedena su na BD FACSLyric™ proto¢nom citometru (Becton
Dickinson, San Jose, CA, SAD) opremljenom trima laserima (plavi Argon 488 nm, crveni
HeNe 633 nm i ljubicasti 403 nm). Podaci su analizirani i1 vizualizirani pomocu programa

FlowLogic (v 11.0; Inivai Technologies; Mentone, Australija).

4.6. Izolacija ukupne RNA iz mononuklearnih stanica

Ukupna RNA izolirana je iz mononuklearnih stanica koriStenjem komercijalnog
kompleta Direct-zol™ RNA Microprep (Zymo Research, Irvine, CA, SAD). Proveden je
protokol preporuen od strane proizvodaca, koji je dostupan na mreznoj stranici Zymo
Research (https://www.zymoresearch.com/collections/direct-zol-rna-kits/products/direct-zol-

rnamicroprep-kits).
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4.7. Kvantitativna analiza transkriptoma mononuklearnih stanica

Analiza transkriptoma izoliranih mononuklearnih stanica iz sinonazalne sluznice i
nosnog polipa provedena je u Laboratoriju za analizu DNA Medicinskog fakulteta u Osijeku.
U prvom koraku, izolirani uzorci RNA prevedeni su u cDNA koriStenjem reverzne
transkripcije s komercijalnim kompletom PrimeScript First Strand cDNA Synthesis Kit
(Takara, Japan). Sintezni cDNA amplificiran je uz pomo¢ predizajniranih TagMan proba i
kompletirane smjese PCR reagensa (Universal TagMan PCR Mastermix) koriste¢i qPCR
metodu na uredaju QuantStudio 5 (Applied Biosystems, SAD). Relativni ekspresijski profili
ispitivanih gena odredeni su u odnosu na ekspresiju prethodno validiranog referentnog gena

TBP koriste¢i metodu 2-AACt.

4.8. Sinteza komplementarne DNA (cDNA)

Sinteza ¢cDNA ukljucuje prepisivanje mRNA u komplementarne ¢cDNA molekule
pomocu odgovaraju¢ih oligonukleotidnih pocetnica i enzima reverzne transkriptaze (RT).
Brojnost dobivenih cDNA kopija u uzorcima moze se odrediti metodom kvantitativne lancane
reakcije polimerazom (qPCR). Postupak sinteze cDNA izveden je koriStenjem komercijalnog

kompleta PrimeScript™ RT Reagent (Takara Bio, SAD) prema uputama proizvodaca.
POSTUPAK: Reakcijska smjesa ukupnog volumena 20 pl sadrzavala je:

e 4 pl PrimeScript™ pufera

e 3 pl nefiltrirane vode (NFW)

e 1 pl oligo-dT pocetnica

e 1 pl nasumic¢nih heksamernih oligonukleotida (5 uM)

e 1 pl enzimske smjese PrimeScript™ RT

e 10 pl ukupne RNA radne koncentracije 1 ng/pL.

Nakon pripreme reakcijske smjese, uzorci su inkubirani 30 minuta na 37 °C, nakon ¢ega
je reakcija reverzne transkripcije zaustavljena zagrijavanjem 5 sekundi na 85 °C. Dobivena
cDNA razrijedena je 5 puta na ukupni volumen od 100 pl. Uzorci su alikvotirani i pohranjeni

na -20 °C do trenutka upotrebe.
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Slika 6. Izolacija ukupne RNA iz izoliranih mononuklearnih sanica

4.9. Kvantitativha analiza transkriptoma mononuklearnih stanica izoliranih iz
sinonazalne sluznice i nosnog polipa primjenom lancane reakcije polimerazom u
stvarnom vremenu (real-time qPCR)

Analiza transkriptoma izoliranith mononuklearnih stanica iz sinonazalne sluznice i
nosnog polipa provedena je u Laboratoriju za analizu DNA Medicinskog fakulteta u Osijeku.
Sintezni cDNA amplificiran je koriStenjem predizajniranih TagMan proba i kompletnog PCR
reagensa (Universal TagMan PCR Mastermix) metodom kvantitativne lancane reakcije
polimerazom (qPCR) na uredaju QuantStudio 5 (Applied Biosystems, SAD). Relativni
ekspresijski profili ispitivanih gena utvrdeni su u odnosu na ekspresiju prethodno validiranog

referentnog gena ACTB1 primjenom metode 2-AACt.

Metoda qPCR precizna je i pouzdana tehnika za kvantifikaciju DNA segmenta od
interesa. Ciljni dio DNA molekula koji se zeli amplificirati odreduje se koristenjem kratkih
oligonukleotidnih sekvenci — primerima, koji su komplementarni krajevima zeljenog DNA
fragmenta. Ovi primeri pokrecu seriju reakcija u prisutnosti enzima DNA polimeraze, koja na
kalupu jednog lanca DNA sintetizira novi, komplementarni lanac, pri ¢emu veliCina
sintetiziranog dijela DNA molekula odgovara duzini omedenoj izabranim primerima. Tijekom
reakcije prati se fluorescentni signal koji emitiraju ekscitirani fluorescentno obiljezeni DNA
produkti, nastali kao rezultat vezanja fluorescentno obiljezenih boja (nespecificna detekcija)
ili fluorescentno obiljeZzenih oligonukleotidnih proba (specificna detekcija). Fluorescentni
signal raste proporcionalno koli¢ini novonastale DNA, a promjene u fluorescenciji moguce je

pratiti u obliku amplifikacijske krivulje (Slika 10.).
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Plato faza

P

Linearna faza

Eksponencijalna
faza

Fluorescentnisignal

Bazni dio amplifikacije

ct

Broj ciklusa
Slika 7. Krivulja amplifikacije isje¢aka DNA. Izvor: (Rutledge RG, 2003)

4.9.1. Analiza amplifikacijske krivulje

Bazni dio amplifikacijske krivulje prikazuje razinu fluorescencije na pocetku PCR
reakcije (otprilike 0 - 18 ciklusa), kada fluorescencija nastalih DNA produkta ne nadmasuje
pozadinsku fluorescenciju. Intenzitet fluorescentnog signala naglo raste u eksponencijalnoj
fazi, kada se broj DNA kopija udvostru¢uje u svakom ciklusu PCR. U linearnoj fazi
amplifikacija se usporava zbog iscrpljivanja jednog ili viSe sastojaka smjese reagensa, a na

kraju reakcija staje, pri cemu fluorescencijski signal doseze fazu platoa.

Eksponencijalna faza koristi se za kvantifikaciju fluorescencijskog signala u
ispitivanim uzorcima. Vrijednost ciklusa PCR u kojem fluorescencijski signal prelazi prag
fluorescencije definira se kao grani¢ni ciklus ili Ct vrijednost (engl. threshold cycle; Ct / Cq
quantification cycle). Fluorescentni signal raste proporcionalno pocetnoj koli¢ini kopija DNA
u uzorku. Usporedbom vrijednosti Ct izmedu uzoraka moguce je kvantificirati razlike u

pocetnoj koli¢ini DNA materijala.
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4.9.2. Kvantifikacija DNA: apsolutna i relativna metoda

Za analizu razlika u koli¢ini DNA mogu se koristiti metode apsolutne ili relativne
kvantifikacije. Apsolutna kvantifikacija ukljucuje usporedbu vrijednosti Ct u nepoznatim
uzorcima s vrijednostima Ct standardnih uzoraka poznate koncentracije ciljnih molekula
DNA/RNA. U nedostatku apsolutnih standardnih uzoraka, provodi se relativna kvantifikacija
usporedbom Ct vrijednosti ciljnih gena s Ct vrijednostima referentnih ili ,housekeeping*
gena. Razlika u koli¢ini izmedu normaliziranih Ct vrijednosti (engl. fold difference ili fold
change) u uzorcima razli¢itog podrijetla ili fenotipskog statusa moze se procijeniti primjenom

metode 2*-AACt prema Livaku i suradnicima (Livak KJ, 2001).

Za optimalnu usporedbu vrijednosti Ct ciljnih i referentnih gena vazno je da
ucinkovitost PCR reakcije bude podjednaka. U suprotnom, znacajna razlika u ekspresiji
ciljnih u odnosu na referentne gene moze biti pogresno interpretirana. Ucinkovitost PCR
amplifikacije ciljnih 1 referentnih gena moze se odrediti pripremom standardne krivulje
(dijagram dobivenih Ct vrijednosti u odnosu na logaritamske vrijednosti koli¢ine standarda)

koja se dobiva amplifikacijom najmanje 5 serijskih razrjedenja uzoraka poznate koncentracije.

4.9.3. Priprema standardnih krivulja

Standardne krivulje ciljnih 1 referentnih gena pripremljene su analizom RT-qPCR-a na
temelju 5 serijskih razrjedenja uzorka poznate koncentracije cDNA. Sva mjerenja provedena
su na uredaju QuantStudio 5 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, SAD), a podaci su
analizirani koriStenjem racunalnog programa QuantStudio Design & Analysis Software

vl.5.1.
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Slika 8. Amplifikacija ciljnih i referentnih gena (vlastiti izvor)

4.9.4. Postupak pripreme standardne krivulje

Za pripremu standardne krivulje koriSteno je 6 uzoraka RNA radne koncentracije 7
ng/pl. Reverzna transkripcija izvedena je u ukupnom volumenu od 20 pl prema prethodno
opisanim protokolima u potpoglavlju ,,Sinteza komplementarne DNA*. Dobivena cDNA
pomijesana je u jedinstveni uzorak volumena 72 pl, koji je potom razrijeden dodavanjem 216
ul RNase free H.O, ¢ime je postignut ukupni volumen od 288 ul. U sljede¢em koraku
pripremljeno je 5 serijskih razrjedenja, pri ¢emu je svaki uzorak razrijeden 4 puta u odnosu na
prethodni. Standardi poznate koncentracije alikvotirani su i pohranjeni na -20 °C do trenutka

upotrebe.

4.9.5. Analiza ekspresije mRNA

Razina mRNA ekspresije ciljnih gena (TRDV1, TRDV2, IFNG, ZBTBI16, IL-17A,
RORC, TBX21) 1 referentnog gena (ACTBI1) odredena je metodom RT-qPCR koristenjem
fluorescentno obiljezenih TagMan oligonukleotidnih proba na uredaju QuantStudio 5 PCR
(Applied Biosystems, SAD). U TagMan probama, fluorofor je kovalentno vezan na 5' kraju

probe, dok je molekularni prigusSivac (engl. Q-quencher) vezan na 3' kraju. Tijekom sinteze
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novog DNA lanca, djelovanjem enzima Taq polimeraze, dolazi do cijepanja probe TagMan,
Sto uzrokuje razdvajanje fluorofora i priguSivaca te emisiju i detekciju fluorescentnog

zraCenja na kraju svakog PCR ciklusa.

4.9.6. Postupak analize

Temperaturni uvjeti 1 raspored pipetiranja uzoraka i standarda dizajnirani su u
raCunalnom programu QuantStudio Design & Analysis Software vI1.5.1. Za pripremu
reakcijske smjese ukupnog volumena 10 pl koriSteno je 5 pl komercijalnog kompleta
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD),
0,5 ul odgovarajuée TagMan Expression probe i 4,5 ul cDNA. Pripremljena reakcijska smjesa
pazljivo je pipetirana u mikrotitarske jazice PCR ploce, koja je zatim prekrivena prozirnom
plasti¢nom folijom i centrifugirana 1 minutu pri brzini od 3000 rpm na 24 °C. Amplifikacija
ciljnih i referentnih gena provedena je u duplikatu prema unaprijed definiranim
temperaturnim uvjetima (vidi Tablica 3a. i Tablica 3b.). Standardi su ukljuceni u sve pokuse

qPCR 1 takoder su mjereni u duplikatu.

Tablica 3a. Program za qRT-PCR 1 Popis TagMan proba 1 veli¢ina DNA odsjecaka
Izvor: Thermo Fisher, 2023.

Faza Temperatura Vrijeme
Inkubacija 95°C 10 minuta
Ciklusi (45 ciklusa)

Denaturacija 95°C 15 sekundi
Vezanje pocetnica i elongacija 60°C 1 minuta
"Hold" 4°C oo (neograniceno)
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Tablica 3b. Popis TagMan proba 1 veli¢ina DNA odsjecaka. Izvor: Thermofisher, 2023.

Broj u banci gena ID test Ime gena Veli¢ina pakiranja Veli¢ina PCR
(broj PCR rezultata (pb)
reakcija)
NM_001101.3 Hs99999903 ml ACTB S(250 rxn) 171
NM 002190.2 Hs00174383 ml IL-17A S(250 rxn) 80

Nastavak tablice 3. sa  stranice 30

NM_000619.2 Hs00989291_m1 IFNG S(250 rxn) 73
NM 013351.1 Hs00894392 m1 TBX21 S(250 rxn) 119
NM_001001523.1 Hs01076112_m1 RORC S(250 rxn) 62
NM_00108011.1 Hs00232313_ml ZBTBI16 S(250 rxn) 67
Slijed nukleotida
pocetnice i probe
X06557.1 APGZPMN TRDV1 (360 rxn) 212
X53849.1 APH6H7K TRDV2 (360 rxn) 383
X13953.1 APNKZIG TRDV3 (360 rxn) 393

4.9.7. Kvantifikacija genske ekspresije metodom 2-AACt

Relativna kvantifikacija genske ekspresije provedena je koriStenjem metode 2-AACt
(Pfaffl, 2001), a rezultati su obradeni u programu Microsoft Excel. Mjerenja ciljnih 1
referentnih gena izvedena su u duplikatu, a najprije su izraunate srednje Ct vrijednosti.
Srednje Ct vrijednosti ciljnih gena u uzorcima polipa i srednje nosne $kolike (SNYS)
normalizirane su u odnosu na srednje Ct vrijednosti referentnog gena ACTBI, prema

sljede¢im formulama:
e ACT KRS (polip) = CT ciljni gen - CT referentni gen
e ACT KRS (SNS) =CT ciljni gen - CT referentni gen
« ACT kontrola (SNS) = CT ciljni gen - CT referentni gen

Za izracun AACt vrijednosti, normalizirane ACt vrijednosti uzoraka oduzimaju se od ACt

vrijednosti kalibratora prema sljedecoj formuli:
e AACT = ACT (uzorak) - ACT (kalibrator)

Vrijednost ACt kalibratora dobivena je iz srednje vrijednosti ACt svih kontrolnih uzoraka.
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Na kraju, veli¢ina razlike (engl. fold difference) normaliziranih razina genske ekspresije u

uzorcima PV 1 CTRL odredena je pomocu formule:

e Fc=2"AACT

4.10. Statisticke metode

Deskriptivna analiza

Kategorijski podaci opisani su apsolutnim (N) 1 relativnim frekvencijama (%).
Omjerni podaci opisani su medijanom s interkvartilnim rasponom (IQR). Normalnost

distribucije omjernih varijabli testirana je Shapiro-Wilk testom.

Razlike omjernih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su Mann-Whitneyevim
testom, a za 3 i viSe neovisnih skupina Kruskal-Wallis testom. U potonjem slucaju, za post-
hoc usporedbe koriSten je Conover test (PMCMRplus knjiznica). Tablice kontingencije
analizirane su Fisherovim egzaktnim testom s Freeman-Halton ekstenzijom za tablice viseg

reda.

Povezanost numerickih varijabli ocijenjena je neparametrijskim Spearmanovim
koeficijentom korelacije rangova (p). Sve P vrijednosti dvostrane su uz prag znacajnosti

P<0.05 ako nije drugacije naznaceno.

Ternarni dijagrami izradeni su u Ternary knjiznici. Sva obrada ucinjena je u R4.3.1

programu (RStudio sucelje, https://www.R-project.org).
Redukcija podataka

Citometrijski podaci analizirani su u izvornom oblliku. U genskoj ekspresiji koriSten je
log2 omjera izrazaja, osim za TRDV1 gen, za koji je provedena inverzna normalna
transformacija rangova (INRT, rankNormal funkcija u RNOomni paketu, Bloom offset 3/8).
Za serumski IgE, koriSten je log(IgE). Za Lund-Mackay CT zbroj, provedena je ekviparticija
uzorka koriste¢i medijan zbroja u oboljelih ispitanika (<12, ograniCena bolest=l, vs. >12,

prosirena bolest=h).

Generalizirani linearni model (genska ekspresija)
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4. Materjali 1 metode

Generalni linearni mjeSoviti model (GLMM) koriSten je za fiksne i ugnijezdene
prediktore, odnosno za ponavljana mjerenja genske ekspresije (Y1) u razli¢itim sijelima istih

ispitanika.

S obzirom na veli¢inu uzorka, modelirani su prvenstveno glavni efekti, sa slobodnim

¢lanom (odsjeckom) koji se razlikuje od ispitanika do ispitanika (ID1):

Za procjenu parametara koriStena je Ime4 i ImerTest knjiznica (Imer rutina). Prikazani
su samo modeli koji su uspjesno konvergirali. U pravilu, poredbenu skupinu cinile su
kontrole. Globalni znacaj procijenjen je analizom varijance (ANOVA, F-statistika, suma
kvadrata tipa III, Satterthwaiteovmetoda, ImerModLmerTest funkcija) i parametrijskim
bootstrap testom (PBmodcomp funkcija u pbkrtest paketu, 1000 iteracija). Za sve konstruirane

modele, detalji su dostupni u legendama tablica i grafova.

Za viserazinske faktore u poredbene svrhe prikazane su i post-hoc P-vrijednosti za broj

parnih kontrasta u omnibus testu (Tukey metoda, emmeans knjiznca).

Za graficki prikaz marginalnih ucinaka koriSteni su sjPlot, marginaleffects, effects 1
jtools paketi. Za sve modele provedena je dijagnostika, ukljucujuéi procjenu inflacije
varijance, inspekciju kvantilnih (q-q) krivulja, inspekciju linearnosti te kontrolu normalnosti i
homogenosti reziduala (performance paket). Graficki prikazi temelje se na ggplot2, ggdist,
corrplot 1 RColorBrewer knjiznici. Svi kodovi potrebni za reprodukciju slika i rezultata

raspolozivi su na opravdan zahtjev.

Za breme bolesti (SNOT/JESREC upitnici) i faktorske kovarijate (Lund-Mackay 1/h
particija, Malm gradacija, prisustvo eozinofila u obrisku nosa), koriStena je analiza
kovarijance na zdruZenom uzorku dvije najvece skupine neovisnih opazanja (polipi oboljelih 1

kontrole, p+c).

Takav pristup motiviran je prvenstveno ograni¢enim brojem uzoraka, osobito u SNS skupini,
Sto zahtijeva ekonomizaciju broja slobodnih parametara u modelu. Za procjenu parametara
koriStena je lme4 knjiznica (glm funkcija, F-statistika). Radi preglednosti, neznacajni su

modeli izostavljeni iz prikaza, ali su dostupni na razuman zahtjev.
Bayesovo modeliranje (protocna citometrija)

Za stani¢ne subpopulacije Cije su proporcije (x) vezane sumom koriStena je

Dirichletova regresija u Bayesovoj formulaciji. Tipian su primjer relativne frekvencije
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V31+Ve2- (D1), V61-Vo2+ (D2) 1 VE1-V2- (DN) frakceija unutar roditeljske populacije gdT

stanica.

Modeliranje je provedeno zasebno za dva sijela (p+c, sns+c), a takav pristup motiviran
je kompromisom izmedu veli¢ine uzorka i broja slobodnih parametara u konacnom modelu.
Za najjednostavniji multivarijatni linearni model, procjena parametara ucinjena je u brms
paketu, (D1,D2,DN) ~ Sijelo+Spol+Dob, seed = 1234, iter = 1000, chains = 4, cores = 4,
family = "dirichlet") koriste¢i neinformativne, unifomne apriorne distribucije za regresijske
koeficijente, gama distribuciju (0.01, 0.01) za preciznost (phi) i Student t distribuciju
(3,0,2.5) za D2 i DN odsjecke (intercept). Za referentnu kategoriju, odabrana je D1

subpopulacija.

Procjena parametara ponovljena je koriste¢i alternativne apriorne distribucije, poput
informativih uniformnih, Cauchy i normalnih distribucija N(0,2.5), uz minimalni uc¢inak na
konacne vrijednosti parametara (druga i trea decimala). Prikazani rezultati zbog toga se

odnose na neinformativne apriorne distribucije.

Umjesto sijela, kao prediktor koriStena je i eozinofilija, proSirenost bolesti (Lund-

Mackay CT zbroj na ordinalnoj ljestvici) 1 endoskopski Malm gradus.

Za preostale stani¢ne vrste (s), koriStena je (s, 1-s) formulacija (Dirichletova varijabla;
limfociti, T stanice 1 udjel gdT stanica u roditeljskim populacijama). Izbor parametrizacije u
ovom slucaju ne utjeCe bitno na konacni rezultat. Naime, modeli s izoliranim Gaussovim

ovisnim varijablama daju podudarne procjene (podaci nisu prikazani).

Za generiranje slucajnih uzoraka koristena su cetirt Monte Carlo Markovljeva lanca
(MCMC) s 500 koraka zagrijavanja (burn-in) i 2000 koraka nakon toga (total post-warmup
draws = 2000). Efektivne veli¢ine uzoraka bile su uvijek >1000, redovito >2000, uz potvrdu
kovergencije numericki (Rhat=1-1.01) i vizualno (trace plot). Divergentne tranzicije nisu
zapazene. Upotreba 2000 iteracija po lancu nije promijenila rezultat. Aposteriori distribucija
parametra s procijenjenom gustoCom vizualizirana je graficki, 1 prikazana srednjom
vrijednosti, standardnom devijacijom i dvostranim 95 % intervalom vjerodostojnosti (credible
interval). Znacajan ucinak definiran je striktno-pozitivnim ili striktno-negativnim 95 % CI (95

% CI iskljucuje 0). Za posteriornu predikciju kontrasta koriStena je marginaleffects
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knjiznica (avg comparisons, medijan s 95 % CI), a vizualizacija posteriornih predikcija

ucinjena je uporabom conditional effects funkcije.
Testovi podudarnosi (ICC)

Za procjenu sliénosti rezultata u parnim uzorcima iz dvije lokacije (SNS+p) istog
ispitanika, koriSten je ICC2 (intraclass correlation coefficient, psych knjiznica, Shrout i Fleiss

nomenklatura).
Sekvenciranje jednostanicne RNK (scRNASeq)

Javno dostupni podatci sekvenciranja jednostanicne RNK (scRNASeq) nosne sluznice
covjeka preuzeti su iz GEO (Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo),
Single Cell Portal (SCP253 studija, Broad Institute, Cambridge, Massachusetts, SAD) i
UCSC portala (Nasal Lifespan studija, http://genome.ucsc.edu/, CC-BY 4.0 licence).

Za vizualizaciju podataka koriStene su DimPlot 1 FeaturePlot funkcije Seurat v5.0.0
programa (satijalab.org/seurat) u UMAP reprezentaciji (Uniform Manifold Approximation

Projection), odnosno Nebulosa/viridis knjiznica.
Za genska imena koriSteni su HGNC (The HUGO Gene Nomenclature Committee) simboli.
PERMANOVA

Permutacijska ANOVA neparametrijska je ekstenzija multivarijatne analize varijance
za matricu parnih udaljenosti. Za mikrobiom je koriStena Jaccardova udaljenost,
nefilogenetska mjera razliCitosti, 1 to u binarnoj varijanti (prisustvo-odsustvo). Za omjerne
varijable koriStena je Bray-Curtis udaljenost. Testiranje znacajnosti i proracun pseudo-F
omjera poc¢iva na 1000 permutacija (adonis2 funkcija, vegan paket). Sli¢ni rezultati dobiveni
su 1 upotrebom linearnog dekompozicijskog modela (LDM-A rutina, ldm funkcija, LDM

paket, podaci nisu prikazani).
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5. Rezultati

5. REZULTATI

5.1. imunofenotipizacija mononuklearnih stanica izoliranih iz tkiva nosnih polipa i
sluznice nosa

U citometrijskoj analizi koriSteni su tkivni uzorci 10 kontrolnih i 21 oboljelog
ispitanika. Dvije se grupe znacajno razlikuju po spolu: medu kontrolama, vecina ispitanika su
zene, a medu oboljelima musSkarci (Tablica 4.). Kontrolni ispitanici nesto su mladi od
oboljelih (Tablica 4.), poglavito na racun nize dobi Zenskih ispitanika [medijan 39 (26-49) vs.
54 (39- 65) g., Z vs. M, Mann-Whitney P=0,062]. U pojedinim upitnicima (SNOT22,
Nose.score), oboljeli ispitanici razlikuju se znacajno nizom kvalitetom Zivota, no nema razlike
u analiziranim bioloskim obiljezjima (IgE, CRP, prevalencija atopijske dijateze) u usporedbi s

kontrolama.
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Tablica 4. Klinicka i demografska obiljezja ispitanika, proto¢na citometrija (medijan,

[interkvartilni raspon])

Obiljezje Kontrole
KRSsNP (N=21 P
(N=10) sNP (N=21)
Dob (god) 40 [30, 50] 50 [40, 70] 0.057"
[Min, Max] [20, 50] [20, 80]
Spol
Zenski 7 (70,0%) 5(23,8%) 0.021*
Muski 3 (30,0%) 16 (76,2%)
+
SNOT22 30 [20, 40] 40 [30, 60] 0.183
[Min, Max] [0, 90] [1, 80]
SNOT20 10 [2, 20] 40 [20, 50] 0.0059"
[Min, Max] [0, 50] [0, 70]
Japan 10 [5, 30] 2010, 50] 0.099"
[Min, Max] [2, 60] [2, 60]
Nose.score 7[5, 10] 20[10, 20] 0.0036
[Min, Max] [3, 20] [0, 20]
Lund-Mackay - 10 [8, 20] -
[Min, Max] - (2, 20]
Malm
0 (kontrole) 10 (100%) 0 (0%) -
1 0 (0%) 3 (14,3%)
2 0 (0%) 9 (42,9%)
3 0 (0%) 9 (42,8%)
+
IgE 60 [30, 100] 90 [40, 200] 0.386
[Min, Max] [20, 3000] [20, 2000]
Inhalacijski alergeni
negativni 4 (40,0%) 15 (71,4%) 0.127%
pozitivni 6 (60,0%) 6 (28,6%)
Nutritivni alergeni
negativni 10 (100%) 17 (81,0%) 0.277*
pozitivni 0 (0%) 4 (19,0%)
+
hsCRP (mg/dL) 1[0,7, 2] 211, 3] 0.103
[Min, Max] [0,4,10] [0,6, 6]
Eozinofili u obrisku
negativni 8 (80,0%) 14 (66,7%) 0.677*
pozitivni 2 (20,0%) 7 (33,3%)
Analiza obriska
bakterioloski
Negativan 1(10%) 0(0%) -
Pozitivan 9(90%) 21(100%)
Fiziologka flora 1(11,1%) 7(33,3%) 0,778*
Patogena flora 8(88,9%) 14(66,6%)

* Fisher exact test; " Mann-Whitney U test
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Protocna citometrija uspjesno je realizirana za 35 uzoraka oboljele nosne sluznice (19

polipa, 16 uzoraka SNS) s ukupno 14 parnih uzoraka oba sijela (Tablica 5.).

Tablica 5. Usporedba klini¢kih i demografskih obiljezja ispitanika po sijelu, proto¢na

citometrija (medijan, [interkvartilni raspon])

Obiljezje kontrole p, KRSsNP sns, KRSsNP
(N=10) (N=19) (N=16)

Dob 40 [30, 50] 50 [40, 60] 60 [40, 70]

[Min, Max] [20, 50] [20, 80] [20, 70]
Spol

Zenski 7 (70,0%) 5 (26,3%) 2 (12,5%)
Muski 3 (30,0%) 14 (73,7%) 14 (87.5%)
SNOT22] 30 [20, 40] 40 [30, 60] 40 [30, 60]
[Min, Max] [0, 90] [1, 80] [1, 80]
SNOT2 10 [2, 20] 40 20, 50] 40 [30, 50]
[Min, Max] [0, 50] [0, 70] [0, 70]
Japan 10 [5, 30] 20 [10, 50] 20 [20, 40]
[Min, Max] [2, 60] [2, 60] [2, 60]
Nose.score 715, 10] 20 [10, 20] 20 [10, 20]
[Min, Max] [3, 20] [0, 20] [0, 20]
Lund-Mackay - 10 [8, 20] 10 [8, 20]
[Min, Max] - [2, 20] [2,20]
Malm
0 (kontrole) 10 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
1 0 (0%) 3 (15,8%) 3 (18,8%)
2 0 (0%) 7 (36,8%) 7 (43,7%)
3 0 (0%) 9 (47,4%) 6 (37,5%)
IgE 60 [30, 100] 100 [40, 300] 60 [40, 200]
[Min, Max] [20, 3000] [20, 2000] [20, 700]
Inhalacijski alergeni
negativni 4 (40,0%) 13 (68,4%) 12 (75,0%)
pozitivni 6 (60.0%) 6 (31,6%) 4 (25,0%)
Nutritivni alergeni
negativni 10 (100%) 16 (84,2%) 13 (81,3%)
pozitivni 0 (0%) 3 (15,8%) 3 (18,8%)
hsCRP 1[0,7,2] 201, 3] 212, 3]
[Min, Max] [0,4, 10] [0,6, 6] [0,6, 6]
Eozinofili u obrisku
negativni 8 (80,0%) 12 (63,2%) 13 (81,3%)
pozitivni 2 (20,0%) 7 (36,8%) 3 (18,8%)
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5. Rezultati

Rezultat citometrije po sijelima uzoraka pregledno je prikazan u Tablici 6.

Tablica 6. Razdioba stani¢nih frekvencija (sluznica nosa, proto¢na citometrija) po sijelima i

statusu (medijan, [interkvartilni raspon])

| Stanice
Ly (% Parent)
[Min, Max]
Ly (% Total)
[Min, Max]
T (%Parent)
[Min, Max]
T (% Total)
[Min, Max]
gd (% T)
[Min, Max]
gd (% ly)
[Min, Max]
D2 (% gd)
[Min, Max]
D1 (% gd)
[Min, Max]
DN (% gd)
[Min, Max]
D2 (% T)
[Min, Max]
D1 (% T)
[Min, Max]
DN (% T)
[Min, Max]
D2 (% ly)
[Min, Max]
D1 (% ly)
[Min, Max]
DN (% ly)
[Min, Max]

kontrole p, KRSsNP sns, KRSsNP
(N=10) (N=19) (N=16)
40 [30, 50] 40 [40, 60] 30 [20, 40]
[20, 70] [10,70] [10,70]
30 [20, 40] 30 [20, 40] 20 [20, 30]
[20, 50] [5, 60] [8, 40]
40 [40, 50] 50 [30, 60] 30 [10, 50]
[6, 80] [5, 80] [6, 80]
10 [8, 20] 10 [7, 20] 5[4, 8]
[3, 30] [2, 30] [1, 20]
413, 8] 413,7] 413, 6]
[2, 10] [2,20] [0.9, 20]
0,5[0,2, 1] 0,5 [0,3, 0,7] 0,3 [0,08, 0,4]
[0,09, 3] [0,1, 2] [0,03, 2]
94, 10] 8 [5, 20] 20 [5, 50]
[0, 60] [0, 40] [0, 60]
70 [50, 80] 40 [20, 70] 30[7,70]
[10, 90] [10,90] [0, 100]
20[10, 30] 30 [20, 50] 40 [20, 50]
[7, 50] [10, 80] [0, 70]
0,3[0.2,0.5] 0,4 0,2, 1] 0,5[0,3,1]
[0, 2] [0, 3] [0, 4]
21, 6] 2 10,8, 3] 1[0.3, 3]
[0,5, 10] [0,4, 10] [0, 10]
0,9 [0,6, 2] 211, 3] 1[0.9, 2]
[0,3, 2] [0,4, 5] [0, 6]
0,04 0,03, 0,05] 0,04 [0,02, 0,09] 0,02 [0,01, 0,08]
[0, 0,07] [0, 0,3] [0, 0,3]
0,3 [0,1, 0,9] 0,1 [0,08, 0,4] 0,03 [0,02, 0,3]
[0,01, 2] [0,05, 1] [0, 1]
0,1[0,04, 0,2] 0,2 [0,08, 0,3] 0,06 [0,03, 0,1]
[0,02, 0,7] [0,05, 0,6] [0, 0,5]

U nosnoj sluznici, udjel gd frakcije u T stani¢noj populaciji odgovara redom veli¢ine onom u

krvnim gdT-stanicama. Sastav ovih tkivnih gd stanica, medutim, razlikuje se od krvne

populacije gdT stanica, gdje prevladava V32" frakcija. U sastavu sluzni¢kih gdT stanica nosa,

naprotiv, prevladavaju V31" stanice, a slijede ih V81~ V82" (DN) stanice (Tablica 6., Slika 9.).
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5. Rezultati

U ternarnim dijagramima sastava gdT stanica (Slika 10.) vidljivo je grupiranje
kontrolnih uzoraka, i njihova separacija od polipa (Slika 10., Slika 11.), poglavito duz V3l
(D1) — DN osi (Slika 10.). Sastav gdT stanica SNS oboljelih znatno je varijabilniji i ukazuje
na 2 podgrupe uzoraka (Slika 10.): jednu koja se sastavom gotovo ne razlikuje od kontrola, 1
drugu koja omeduje krajnji suprotni pol spektra (Slika 11., izodenzne konture, plavo), 1
sastavom podsjeca na krvne gdT stanice (V32" ~ DN > V381"). Nikakve demografske,
bioloske ni klini¢ke razlike nisu zapaZene izmedu ove dvije podgrupe SNS uzoraka, barem u

analiziranim obiljeZjima.

(%)

Slika 9. Ternarni dijagram, sastav sluzni¢kih gdT stanica prema uporabi TRDV1 i TRDV2
lanaca (proto¢na citometrija). Konture i intenzitet podloge prate gusto¢u uzoraka (broj to¢aka

u lokalnom prostoru)
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Slika 10. Ternarni dijagram, sastav sluznic¢kih gdT stanica, razdioba uporabe TRDV1 i

TRDV?2 lanaca prema sijelu (proto¢na citometrija)

Sijelo
B kontrole D1

B polip
I SNS§

gustnf::i:
I 10

DNT %

Slika 11. Ternarni dijagram, sastav sluznickih gdT stanica nosa, razdioba uporabe TRDV1 i

TRDV?2 lanaca. Superponirane su izodenzne konture, zasebno za svako sijelo
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S izuzetkom T stanica, nema bitnijih podudarnosti u stani¢nim frekvencijama dva
sijela iste osobe (p vs. SNS, KRSsNP, Tablica 4.). S obzirom na razlike u prinosu tkiva
izmedu dva sijela [67 195 (22 150-165 978) vs. 21 440 (8 637-53 425) stanica, P vs. SNS,

Mann- Whitney P=0.046], nejasno je radi li se o tehnckom ili bioloskom obiljezju.

Tablica 7. ICC2 (intraclass) koeficijenti, slicnost stani¢nih frekvencija u dva sijela, polip 1

sluznica SNS oboljelih (n=14)

Populacija ICC2
ly (% P) 0,4
T (% ly) 0,8
gd (% T) 0,25
D1 (% gd) 0,59
D2 (% gd) 0,34
DN (% gd) 042

5.2. Sijelo, status i ostale kovarijate

S obzirom na nedostatak jasne razlike u staniénim frekvencijama izmedu SNS i polipa
(Tablica 6.), u uzorku ove statisti¢ke snage razlika SNS-p nije dalje analizirana. Zbog razlika
u spolu 1 dobi izmedu oboljelih i1 kontrolnih ispitanika (Tablica 4.) usvojen je multivarijatni
model procjene parametara. Nakon Bayesovog modeliranja (Tablica 5., Slika 12.), koriStene

su posteriorne predikcije za vizualizaciju odnosa i interpretaciju rezultata.

U usporedbi s uzorcima zdrave nosne sluznice, u polipima (ali ne i SNS) je znacajna
reciprocna dinamika D1 1 DN stanica (Tablica 9., Slika 13.), bez pomjene u ukupnom broju
gdT i T-stanica. Znacajan pad udjela D1 stanica u gdT frakciji pracen je znacajnim porastom
udjela DN stanica u sluznici polipa. Veli¢ina ovih promjena dijelom je povezana s dobi i
spolom: s porastom dobi, udjel D1 stanica u sluznickoj gd frakciji znac¢ajno pada, a udjel DN
stanica znacajno raste. Takoder, muski spol povezan je sa znacajno ve¢im udjelom D1 stanica

1 znac¢ajno manjim udjelom DN stanica u usporedbi sa Zenama.

Sli¢na stani¢na dinamika (pad D1, porast DN frakcije medu gdT stanicama) prisutna je
i kod bolesnika s ogranicenom i kod bolesnika s proSirenom bolesti (za Malm gradus,
podjednako 1+2 vs. 3), kao i1 duz cijelog raspona Lund-Mackay CT zbroja (Tablica 9., Slika

13.). U ovom posljednjem aspektu, izrazeniji u€inak zamijecen je kod bolesnika s najviSim
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5. Rezultati

vrijednostima CT zbroja (>12), poglavito za porast udjela DN stanica u gdT populaciji polipa.

Za ostale klinicke prediktore prisustvo eozinofila u obrisku nosa prati znacajno veci
udjel DN stanica u gdT frakciji sluznice polipa (Tablica 9., Slika 13.). Nadalje, porast
serumskog IgE povezan je s padom udjela D1 stanica u gd populaciji sluznice (Slika 14.,
Tablica 10.), u oba slu¢aja uz nepromijenjenu veli¢inu ukupnog gdT, T- i limfocitnog
odjeljka. Robustnost dobnih 1 spolnih razlika potvrdena je u svim spomenutim modelima, 1
perzistira neovisno o proSirenosti bolesti 1 bioloskim odlikama KRSsNP-a, poput prisustva ili
odsustva eozinofilne komponente (Tablica 9.). StoviSe, zna¢ajan rezidualni udinak dobi
perzistira za udio D1 stanica u T- i ukupnim limfocitima, unato¢ diluciji gdT stanica preko 3

reda veli¢ine (Tablica 11., polipi i SNS).

Za kvalitetu Zivota nisu identificirani znacajni ucinci na D1-D2-DN podjelu u gd
populaciji (podaci nisu prikazani). Isto vrijedi za limfocite, T-stanice i udjel gdT stanica u
roditeljskim populacijama, za koje nisu pronadene robustne razlike po sijelu, spolu i dobi, ni u

polipima ni kod SNS oboljelih.
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Slika 12. Dirichletova regresija, Bayesov model (polipi i kontrole, T4). Populacijski i
distribucijski parametri (a posteriori), trace plots za MCMC lance (4 lanca, 1000
iteracija/lancu). Refcat=D1, C
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5. Rezultati

U usporedbi s uzorcima zdrave nosne sluznice, u sluznici SNS-a nisu zabiljezeni

znacajni ucinci sijela (Slika 15., Tablica 12.), proSirenosti bolesti, eozinofila u obrisku, IgE i

kvalitete Zivota na D1-D2-DN podjelu u gd populaciji. U sluznici SNS-a, znadajan uéinak

dobi jasnije je vidljiv u udjelu D1 stanica u ukupnoj T-stani¢noj 1 limfocitnoj populaciji, koji

opada s porastom dobi, sli¢no kao i u polipima (Tablica 11.). Uginak spola kod SNS-a, s

druge strane, ostaje nejasan.
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Slika 13. Dirichletova regresija, Bayesov model (polipi 1 kontrole). Udjel D1,D2 i DN stanica

u gdT populaciji, kondicionalni u€inci, medijan (za kategorijske prediktore) s 95 %
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5. Rezultati

vjerodostojnim intervalom. LMI [h]>12, LMI [1]<12. Malm-I=Malm [1+2], Malm-h=Malm

[3]. Eol eozinofili u obrisku nosa, pos/neg
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Slika 14. Dirichletova regresija, Bayesov model (polipi i kontrole, serumski IgE). Udjel D1,
D2 i DN stanica u gdT populaciji, kondicionalni uéinci, medijan (za faktorske kovarijate) s 95

% vjerodostojnim intervalom
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Slika 15. Dirichletova regresija, Bayesov model (SNS i kontrole). Udjel D1, D2 i DN stanica
u gdT populaciji, kondicionalni u€inci, medijan (za faktorske varijable) s 95 %
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distribucijski parametri (a posteriori). Refcat=D1, C

5. Rezultati

Tablica 8. Dirichletova regresija, Bayesov model (polipi i kontrole). Populacijski i

1-95° _QKo0
Model Parameters Estimate SD C?S % 219 S% Rhat Bulk_ESS Tail ESS
Sijelo D2 Intercept -2,32 0,51 -3,29 -1,35 1 2528 1852
DN _Intercept -1,61 0,45 -2,44 -0,76 1 2940 1706
D2 Sijelop 0,48 0,42 -0,36 1,34 1 1589 1579
D2 SpolM -0,7 0,41 -1,51 0,12 1 1603 1421
D2 Dob 0,03 0,01 0 0,05 1 2144 1744
DN_Sijelop 1,05 0,36 0,39 1,76 1 1547 1539
DN_SpolM -1,08 0,35 -1,79 -0,41 1 1578 1308
DN_Dob 0,03 0,01 0,01 0,05 1 2578 1619
phi 7,81 1,46 5,28 11,03 1 1896 1335
_QX0, _QX0
Eol Parameters Estimate SD lcis % 219 % Rhat Bulk ESS Tail ESS
D2 Intercept -2,09 0,53 -3,17 -1,09 1 2876 1722
DN _Intercept -1,74 0,51 2,74 -0,76 1 3043 1793
D2 Eolpos -0,1 0,39 -0,87 0,68 1 2627 1394
D2 SpolM -0,44 0,35 -1,14 0,23 1 2084 1426
D2 Dob 0,03 0,01 0,01 0,05 1 2827 1842
DN_Eolpos 0,73 0,3 0,15 1,33 1 2618 1612
DN_SpolM -0,71 0,31 -1,34 -0,12 1 2253 1594
DN_Dob 0,03 0,01 0,01 0,05 1 2697 1712
phi 7,45 1,33 4,99 10,26 1 2514 1565
_Q&K0 _QKo0
LMI Parameters Estimate SD lCzS % 219 % Rhat Bulk ESS Tail ESS
D2 _Intercept 2,37 0,51 -3,39 -1,41 1 2764 1328
DN _Intercept -1,52 0,44 -2,38 -0,66 1 2961 1707
D2 LMI[>12] 0,29 0,51 -0,7 1,32 1 1438 1527
D2 IMI[<12] 0,53 0,45 -0,33 1,41 1 1665 1709
D2 _SpolM -0,6 0,39 -14 0,18 1 1795 1428
D2 Dob 0,03 0,01 0,01 0,05 1 2074 1236
>
:)N—LMI 212 1,31 0,42 0,48 2,15 1 1180 1203
;)N—LMIHZ 0,87 0,37 0,15 1,6 1 1450 1570
DN_SpolM -1,18 0,36 -1,92 -0,5 1 1595 1424
DN _Dob 0,02 0,01 0,01 0,04 1 2472 1772
phi 8,08 1,49 5,47 11,24 1 1950 1625
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5. Rezultati

Tablica 8. Dirichletova regresija, Bayesov model (polipi i kontrole). Populacijski 1
distribucijski parametri (a posteriori). Refcat=D1, C

Nastavak tablice 8. sa stranice 48.

1-95% u-95%

Model Parameters Estimate SD a1 I Rhat Bulk ESS Tail ESS

Malm D2 Intercept -2,39 0,53 -3,51 -1,42 1 2113 1808
DN _Intercept -1,58 0,47 -2,48 -0,64 1 2776 1565
D2 Malm|[3] 0,35 0,51 -0,66 1,34 1,01 1226 1451
D2 Malm[1+2] 0,52 0,46 -0,36 1,42 1 1226 1454
D2 SpolM -0,71 0,4 -1,53 0,1 1 1472 1342
D2 Dob 0,03 0,01 0,01 0,05 1 1761 1596
DN_Malm|3] 1,17 0,41 0,38 1,98 1,01 1111 1335
DN_Malm[1+2] 0,93 0,39 0,23 1,74 1 1294 1478
DN_SpolM -1,08 0,34 -1,74 -0,38 1 1508 1487
DN_Dob 0,03 0,01 0 0,04 1 1919 1479
Phi 7,83 1,49 5,21 10,92 1 1740 1514

Masni otisak: znacajni ucinci. ESS efektivna veli¢ina uzoraka (effective sample size). CI
vjerodostojni interval (credible interval). Phi preciznost. SD standardna devijacija. 1/u donja i

gornja granica (2.5/97.5)

Tablica 9. Dirichletova regresija, Bayesov model (polipi 1 kontrole), a posteriori kontrasti.

Udjel D1, D2 1 DN stanica u gdT populaciji

Sijelo Prediktor  Populacija kontrast median 2.5 97.5
Dob D1 1 -0,006 -0,009 -0,002
Sijelo D1 p —ctrl -0,193 -0,326 -0,058
Spol D1 M-F 0,211 0,080 0,325
Dob D2 1 0,002 -0,001 0,005
Sijelo D2 p —ctrl 0,006 -0,096 0,094
Spol D2 M-F -0,023 -0,107 0,057
Dob DN 1 0,004 0,001 0,007
Sijelo DN p —ctrl 0,192 0,060 0,302
Spol DN M-F -0,186 -0,300 -0,060

Eozinofili Prediktor = Populacija kontrast median 2,5 97,5

(Eol) Dob D1 1 -0,007 -0,011 -0,004
Eol D1 pos - neg -0,114 -0,239 0,010
Spol D1 M -F 0,142 0,024 0,263
Dob D2 1 0,001 -0,001 0,004
Eol D2 pos - neg -0,051 -0,126 0,036
Spol D2 M-F -0,016 -0,100 0,060
Dob DN 1 0,006 0,002 0,009
Eol DN pos - neg 0,164 0,049 0,285
Spol DN M-F -0,126 -0,245 -0,003
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5. Rezultati

Tablica 9. Dirichletova regresija, Bayesov model (polipi i kontrole), a posteriori kontrasti.

Udjel D1, D2 i DN stanica u gdT populaciji

Nastavak tablice 9. sa stranice 49

Sijelo Prediktor = Populacija kontrast median 2.5 97.5
Lund-Mackay  Dob D1 1 -0,006 -0,009 -0,002
(LMI) LMI D1 [=12]-c¢ -0,227 -0,375 -0,060
LMI D1 [<12]-c -0,170 -0,306 -0,032
Spol D1 M-F 0,214 0,094 0,331
Dob D2 1 0,002 0,000 0,005
LMI D2 [>12]-c -0,029 -0,132 0,078
LMI D2 [<12]-c 0,025 -0,084 0,129
Spol D2 M-F -0,005 -0,091 0,070
Dob DN 1 0,004 0,000 0,007
LMI DN [>12]-c 0,258 0,101 0,397
LMI DN [<12]-c 0,140 0,015 0,269
Spol DN M-F -0,205 -0,327 -0,081
Malm Prediktor  Populacija kontrast median 2,5 97,5
Dob D1 1 -0,006 -0,009 -0,002
Malml D1 [3]-c -0,207 -0,357 -0,044
Malml D1 [1+2] - ¢ -0,176 -0,328 -0,035
Spol D1 M-F 0,209 0,074 0,321
Dob D2 1 0,002 0,000 0,005
Malml D2 [3]-c -0,015 -0,129 0,089
Malml D2 [1+2] - ¢ 0,020 -0,087 0,125
Spol D2 M-F -0,025 -0,115 0,061
Dob DN 1 0,004 0,000 0,007
Malml DN [3]-c 0,224 0,072 0,371
Malml DN [1+2] - ¢ 0,160 0,027 0,293
Spol DN M-F -0,184 -0,302 -0,055
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5. Rezultati

Tablica 10. Dirichletova regresija, Bayesov model, parametri s a posteriori kontrastima. Udjel

DN, D1 i D2 gd stanica u T-stanicama i limfocitima (P+C)

Populacijski i distribucijski parametri (a posteriori). Refcat=D1, C.

Paramete

s Estimate SD 1-95% CI  u-95% CI Rhat Bulk_ESS  Tail_ESS
D21 Inter

cept -3,09 0,77 -4,64 -1,62 1 1914 1552
DNI1 Inter

cept -2,21 0,65 -3,51 -1,02 1 2173 1336
D21 loglg

E 0,52 0,31 -0,08 1,12 1 1764 1318
D21 Spol

M -0,51 0,38 -1,23 0,24 1 2144 1453
D21_Dob 0,03 0,01 0,01 0,05 1 1849 1427
DNI1 logl

gE 0,46 0,25 -0,03 0,97 1 2100 1314
DN1_Spol

M -0,74 0,34 -1,45 -0,08 1 1872 1234
DN1_Dob 0,03 0,01 0,01 0,05 1 1907 1543
phi 7,18 1,29 4,89 9,92 1 2328 1588

Prediktor ~ Populacija  kontrast median 2,5 97,5
Dob D11 1 -0.007 -0,010 -0,003
Spol D11 M-F 0.152 0,016 0,277

logIgE D11 1 -0.112 -0,201 -0,005
Dob D21 1 0.002 -0,001 0,004
Spol D21 M-F -0.022 -0,104 0,060

loglgE D21 1 0.040 -0,027 0,131
Dob DN1 1 0.005 0,001 0,009
Spol DN1 M-F -0.129 -0,256 0,004

logIgE DNI 1 0.065 -0,030 0,162

Masni otisak: znacajni ucinci. ESS efektivna veli¢ina uzoraka (effective sample size). CI
vjerodostojni interval (credible interval). Phi preciznost. SD standardna devijacija. 1/u donja i

gornja granica (2.5/97.5).
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5. Rezultati

Tablica 11. Dirichletova regresija, Bayesov model, a posteriori kontrasti. Udjel DN, D1 i D2 gd stanica u T-stanicama i limfocitima (P+C,

SNS+C)
% ly POLIPI, C % ly SNS, C
diff Median 2,5 97,5 diff median 2,5 97.5
Dob D1 1 -8,93E-05  -0,00017 -1,34E-05 1 -0.00011 -0,0002 -2.19E-05
Dob D2 1 2,13E-06 -6,01E-05 6,62E-05 1 -1.04E-05 -8,96E-05 6.98E-05
Dob DN 1 -5,72E-06 -7,06E-05 6,39E-05 1 -3.75E-05 -0,00012 4 30E-05
Dob Ostalo 1 9,26E-05 -2,94E-05 0,000209 1 0.000161 2,13E-05 0.000298
Sijelo DI p-ctrl  -0,00199 -0,00488 0,000624 sns - ctrl -0.00282 -0,00621 0.000133
Sijelo D2 p-ctrl  0,000254 -0,00223 0,00249 sns - ctrl 0.000394 -0,00268 0.003341
Sijelo DN p-ctrl 0001254 -0,00111 0,003614 sns - ctrl 0.000105 -0,003 0.003044
Sijelo Ostalo p-ctrl  0,000484 -0,00385 0,004953 sns - ctrl 0.002375 -0,00276 0.007842
Spol D1 M-F 0,001936 -0,00057 0,004441 M-F 0.001842 -0,0013 0.004941
Spol D2 M-F -0,0001 -0,0023 0,002168 M-F 3.07E-05 -0,00319 0.002832
Spol DN M-F -0,00135 -0,00378 0,00107 M-F -4.16E-05 -0,00326 0.002834
Spol Ostalo M-F -0,00048 -0,00472 0,003658 M-F -0.00171 -0,00717 0.003768
% T POLIPL C % T SNS, C
Dob D1 1 -0,00073 -0,00119 -0,00029 1 -0.0006 -0,00109 -6.79E-05
Dob D2 1 9,70E-06 -0,00016 0,000202 1 -3.29E-05 -0,00037 0.000323
Dob DN 1 6,29E-06 -0,00029 0,000296 1 -0.0002 -0,00058 0.000204
Dob Ostalo 1 0,000713 0,000166 0,001249 1 0.000831 7,09E-05 0.00151
Sijelo D1 p-ctrl  -0,00838 -0,02352 0,006374 sns - ctrl -0.0107 -0,03078 0.005496
Sijelo D2 p-ctrl  0,00113 -0,00619 0,007382 sns - ctrl 0.004565 -0,00981 0.017377
Sijelo DN p-ctrl  0,009362 -0,00025 0,019055 sns - ctrl 0.005935 -0,00826 0.0203
Sijelo Ostalo p-ctrl  -0,00178 -0,02064 0,017367 sns - ctrl 0.001258 -0,02495 0.026473
Spol D1 M-F 0,01731 0,001591 0,033252 M-F 0.008696 -0,00927 0.02748
Spol D2 M-F -0,00084 -0,00785 0,005343 M-F -0.00106 -0,01496 0.011244
Spol DN M-F -0,0072 -0,02047 0,004206 M-F 0.000813 -0,0152 0.01451
Spol Ostalo M-F -0,00883 -0,02919 0,011868 M-F -0.00801 -0,03369 0.018915
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5. Rezultati

Uz ove rezultate, treba primjetiti i neka ograni¢enja. U slucaju IgE, razvidan je malen broj
ispitanika s jasnim ekscesom serumskog IgE, a sli¢no vrijedi za broj ispitanika s jasnom
eozinofilijom u obrisku nosa. Nadalje, za SNS ograni¢eni broj uzoraka u kombinaciji sa
skromnim brojem stanica po uzorku ograniCava pouzdanost procjene citometrijskih
parametara i tako pridonosi ukupnom budzetu greske. Unato¢ prednostima, fleksibilnosti i
snazi Bayesove analize, jedna od potencijalnih posljedica razli¢itog budzeta greske u dva
sijela (polipi vs. SNS) nemoguénost je replikacije rezultata iz polipoidne sluznice kod SNS-a.
Zbog toga su svi rezultati kod SNS-a uvjetne naravi, i traZe reparametrizaciju u kohorti
adekvatnog broja i kvalitete uzoraka. Takav uzorak omoguéio bi i uporabu Bayesovog
modeliranja u punom opsegu 1 snazi, simultanom eksploracijom cijelog parametarskog

prostora.

Tablica 12. Dirichletova regresija, Bayesov model (SNS i kontrole), a posteriori kontrasti.

Udjel D1, D2 i DN stanica u gdT populaciji

Sijelo Populacija kontrast median 2,5 97,5

Dob D1 1 -0,002 -0,008 0,005
Sijelo D1 sns - ctrl -0,189 -0,396 0,041
Spol D1 M-Z -0,002 -0,246 0,217
Dob D2 1 0,001 -0,003 0,006
Sijelo D2 sns - ctrl 0,066 -0,120 0,236
Spol D2 M-Z -0,011 -0,222 0,164
Dob DN 1 0,000 -0,006 0,006
Sijelo DN sns - ctrl 0,122 -0,072 0,306
Spol DN M-Z 0,021 -0,198 0,217
Eol Populacija kontrast median 2,5 97,5

Dob D1 1 -0,003 -0,008 0,003
Eol D1 pos - neg -0,070 -0,276 0,156
Spol D1 M-Z -0,127 -0,320 0,079
Dob D2 1 0,001 -0,003 0,006
Eol D2 pos - neg -0,078 -0,208 0,078
Spol D2 M-Z 0,034 -0,132 0,175
Dob DN 1 0,001 -0,004 0,007
Eol DN pos - neg 0,145 -0,083 0,368
Spol DN M-Z 0,098 -0,084 0,268
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5. Rezultati

Tablica 12. Dirichletova regresija, Bayesov model (SNS i kontrole), a posteriori kontrasti.

Udjel D1, D2 1 DN stanica u gdT populaciji

Nastavak tablice 12. sa stranice 53

Lund-Mackay Populacija kontrast median 2,5 97,5

Dob D1 1 -0,001 -0,006 0,005
LMI D1 [>12]-c¢ -0,335 -0,542 -0073
LMI D1 [<12]-c -0,110 -0,307 0,129
Spol D1 M-Z 0,031 -0,188 0,226
Dob D2 1 0,001 -0,004 0,006
LMI D2 [>12]-c¢ 0,130 -0,102 0,374
LMI D2 [<12]-c 0,036 -0,148 0,194
Spol D2 M-Z -0,023 -0,212 0,147
Dob DN 1 0,000 -0,006 0,005
LMI DN [>12]-c 0,199 -0,078 0,454
LMI DN [<12]-c 0,074 -0,121 0,255
Spol DN M-Z 0,001 -0,195 0,186
Malm Populacija kontrast median 2,5 97,5

Dob D1 1 -0,002 -0,007 0,005
Malml D1 [3]-c -0,151 -0,417 0,143
Malml D1 [1+2] - ¢ -0,196 -0,416 0,064
Spol D1 M-Z -0,010 -0,268 0,202
Dob D2 1 0,002 -0,003 0,007
Malml D2 [3]-c 0,104 -0,117 0,355
Malml D2 [1+2] - ¢ 0,045 -0,139 0,221
Spol D2 M-Z -0,029 -0,223 0,157
Dob DN 1 0,000 -0,006 0,006
Malml DN [3]-c 0,042 -0,200 0,290
Malml DN [1+2] - ¢ 0,151 -0,078 0,350
Spol DN M-Z 0,045 -0,167 0,242

5.3. PCR

U analizi genske ekspresije koriSteni su tkivni uzorci 14 kontrolnih i 21 oboljelog

ispitanika. Nisu zabiljezene razlike prema spolu medu skupinama, ali su oboljeli ispitanici bili

znaajno stariji u usporedbi s kontrolnom skupinom (Tablica 13.). Takoder, visa dob

zabiljezena je u skupni muskih ispitanika [medijan 51 (38-60) vs. 31 (21-58) g., M vs. Z,

Mann-Whitney P=0.076]. U svim demografskim i klinickim obiljezjima (Tablica 13.), dvije

su kontrolne skupine (FACS vs. PCR) bile vrlo slicne, kao 1 obje skupine oboljelih ispitanika.

U oba eksperimenta (FACS i PCR) ukljuceno je bilo 14 ispitanika.
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5. Rezultati

Tablica 13. Klinicka i demografska obiljezja ispitanika, kvantifikacija genske ekspresije

(medijan, [interkvartilni raspon]).

Obiljezje Kontrole (N=14) KRSsNP (N=21) P
Dob (god) 40 [30, 50] 60 [40, 60] 0,009 i
[Min, Max] [20, 60] [20, 80]

Spol

Z 4 (28,6%) 6 (28,6%) 0,651*
M 10 (71,4%) 15 (71,4%)

SNOT22 2010, 20] 40 [30, 60] 0,00063+
[Min, Max] [0, 40] [1,70]

SNOT20 10 [8, 20] 40 [20, 50] 0,00085+
[Min, Max] [0, 30] [0, 60]

JESREC 20 [9, 20] 30 [20, 40] 0’015+
[Min, Max] [2, 40] [10, 60]

Nose.Score 85, 10] 20 [10, 20] 0,0013+
[Min, Max] [2, 10] [0, 20]

Lund-Mackay - 10 [8, 20] -
[Min, Max] - [2, 20]

Malm

3 - 9 (42,9%) -

2 - 4 (19,0%)

1 - 8 (38,1%)

IgE 60 [30, 80] 90 [20, 200] 0’219+
[Min, Max] [20, 100] [7,2000]

Inhalacijski alergeni

negativno 10 (71,4%) 13 (61,9%) 0,827*
pozitivno 4 (28,6%) 8 (38,1%)

Nutritivni alergeni

negativno 14 (100%) 15 (71,4%) 1*
pozitivno 0 (0%) 6 (28,6%)

hsCRP (mg/L) 1.3 10,60, 1,6] 1,8 [1,4, 3.0] 0’015+
[Min, Max] [0,10, 16] [0,60, 5,7]

Eozinofili-obrisak 9 (64,3%)

Negativno 9 (64,3%) 17 (81.0%) 0,432*
pozitivno 5(35,7%) 4 (19.0%)

* Fisher exact test; + Mann-Whitney U test

Parni uzorci oboljele sluznice iz oba sijela (SNS i polipa) dostupni su bili za 6

ispitanika. Najveci broj uzoraka prikupljen je za polipoidno tkivo (n=19, Tablica 14.), potom

zdravu sluznicu kontrolnih ispitanika (N=14), a najmanji za SNS oboljelih (n=8).
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Izvorni rezultati kvantifikacije po sijelu su sazeti u Tablici 14.

5. Rezultati

Tablica 14. Razdioba genske ekspresije po sijelima i statusu, omjer izrazaja (fold change)

Gen kontrole p; KRSsNP sns, KRSsNP
(N=14) (N=19) (N=8)
IFNG N=14 N=18 N=8
Median [Q1, Q3] 0,9510,43,2,4] 0,32 0,14, 0,54] 0,89 0,34, 1,7]
[Min, Max] [0,29, 4,2] [0,057, 3,2] [0,21, 2,6]
ZBTBI16 N=13 N=19 N=8
Median [Q1, Q3] 0,89 10,66, 1,6] 0,34 [0,20, 0,54] 0,35[0,28, 0,58]
[Min, Max] (0,43, 2,1] [0,053, 1,2] [0,12, 0,85]
TBX21 N=13 N=19 N=8
Median [Q1, Q3] 1,1[0,77, 1,3] 0,71 [0,28, 1,1] 0,80 [0,69, 1,3]
[Min, Max] [0,28, 2,4] [0,057,2,7] [0,47, 3,4]
RORC N=14 N=19 N=8
Median [Q1, Q3] 0,82 10,74, 1,6] 4,9 [2,6, 8,9] 3,2[1,4,4,0]
[Min, Max] [0,46, 2,2] [0,30, 25] [0,71, 7,1]
IL174 N=5 N=10 N=5
Median [Q1, Q3] 1,0 1,0, 1,1] 1,2 0,72, 3,2] 0,99 [0,86, 2,1]
[Min, Max] [0,70, 1,3] [0,11,5,7] [0,67, 14]
TRDV1 N=12 N=12 N=5
Median [Q1, Q3] 1,2 0,59, 1,9] 0,30 [0,095, 0,82] 0,59 [0,57, 0,60]
[Min, Max] [0,19, 4,4] [0,0020, 2,1] [0,37, 2,5]
TRDV2 N=12 N=17 N=7
Median [Q1, Q3] 1,6 [0,80, 1,8] 0,63 [0,33, 1,3] 0,87[0,15, 3,7]
[Min, Max] [0,24, 2,0] [0,015, 8,1] [0,022, 10]

5.4. Q kvartila

Veca varijabilnost genske ekspresije (min.-max. raspon) zabljeZena je u grupi RORC,

IL17A i TRDV2 prijepisa, osobito u oboljelom tkivu (Tablica 14., Slika 17.). Za preostale

gene dominira nehomogenost varijanci s veCom disperzijom (IQR) u kontrolnoj skupini
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5. Rezultati

(Slika 16.). Posljedicno, za stabilizaciju varijance ovih mjerenja (poglavito TRDV1 i IFNG), u

GLM(M) koristena je inverzna normalna transformacija rangova (INRT).
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Slika 16. Graficki prikaz, genska ekspresija po sijelima, omjer izrazaja (fold change).

Horizontalna linija oznaava medijan, a grani¢nici prvu (Q1) i trecu kvartilu (Q3). Tockaste

T-linije obuhvacdaju 1.5xIQR (interkvartilni raspon, Q3-Q1). Svaka toc¢ka odgovara jednom

uzorku. Sns 1 p oznacavaju sluznicu srednje nosne Skoljke i polipa u skupini oboljelih

(eKRSsNP), ¢ kontrole
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5. Rezultati

Povezanost genskog izrazaja i sli¢nosti ekspresije pojedinih gena u razli¢itim uzorcima

prikazani su pregledno u Slici 16. Od sijela do sijela (zdrava sliznica, polipi) obrasci se

povezanosti razlikuju, odrazavajuéi razlike u staniénom sastavu medu razli¢itim stanjima

(kontrole vs. KRSsNP) i razlike u velicini,

snazi i reprezentativnosti uzoraka. Medu

postojanim asocijacijama izdvajaju se: I) inverzna korelacija izrazaja RORC i ZBTB16, II)

inverzna korelacija izrazaja RORC 1 TRDVI, III) pozitivna korelacija izrazaja IFNG 1
TRDV1, 11V) povezanost ZBTB16 s izrazajem 1 TRDV1 1 TRDV2.
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Slika 17. Korelogram demografskih, klinickih obiljezja i genske ekspresije u sluznickim
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mononuklearnim stanicama. Gore lijevo: p+c, gore desno: ¢, dolje desno: p. Brojevi

odgovaraju Spearmanovim koeficijentima korelacije rangova u intervalu [-1, 1], a intenzitet

boje kodira snagu i smjer povezanosti (vertikalna vrpca). Prikazani su samo nominalno
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5. Rezultati

znacajni rezultati (P<0.05). Crno uokvireni kvadrati oznac¢avaju koherentni rezultat medu

skupinama

Stani¢ni kontekst ovih obrazaca ilustriran je sSCRNASeq podacima za nosnu sluznicu iz dvije

kohorte (SCP253 i Nasal Lifespan, Slika 18. 1 Slika 19.).
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Slika 18. Sekvenciranje jednostani¢éne RNK, kroni¢ni rinosinuitis (kirurski uzorci, 18036
stanica), http://singlecell.broadinstitute.org/single cell/study/SCP253/allergic-inflammatory-
memory-in-human-respiratory-epithelial-progenitor-cells#study-visualize (Single Cell Portal,

Broad Institute). Masni otisak: T stanice. Veli¢ina kruga odgovara postotku stanica (%) s

izrazajem pripadnog gena
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Slika 19. Genska ekspresija, stani¢ni ekosustav nosne sluznice (sekvenciranje jednostani¢ne
RNK, Nasal Lifespan Atlas, GSE162864, 29917 stanica, UCSC Cell Browser). Relevantne
populacije: T/B stanice, monociti. Paleta: viridis-plasma. Svaka tocka odgovara jednoj stanici.

Dostupno na:http://cells.ucsc.edu/?ds=lifespan-nasal-atlas+lifespan-nasal,

https://explore.data.humancellatlas.org/projects/8d566d35-d8d3-4975-a351-be5e25e9b2ea

(Creative Commons Attribution 4.0 International License, CC BY 4.0)

5.5. Sijelo i status

Nakon korekcije za ugnijezdenost i meduovisnost parnih uzoraka, znacajna razlika u
genskoj ekspresiji zapaZena je za ZBTB16, RORC 1 TRDV1 prijepise, ali ne 1 za ostale
analizirane gene (Tablica 15., Slika 20.). Za ZBTBI16, znacajno niza ekspresija pronadena je
podjednako u mononuklearnim stanicama sluznice polipa i sinonazalne sluznice oboljelih (u
usporedbi s kontrolnim ispitanicima; Tablica 16., Slika 20.), i to neovisno o radioloskoj
(Tablica 18., Slika 21.) 1 endoskopskoj proSirenosti bolesti (Tablica 19.). Nadalje, u
bivarijatnom modelu zabiljeZen je progresivni pad ekspresije ZBTB16 s porastom dobi (Slika
20., Slika 22.), poglavito kod muskaraca (Slika 2.), kod kojih je vidljiva postojano visa
ekspresija ZBTB16 duz dobne putanje u usporedbi sa zenama (barem do 60-ih godina zivota).
Rezultat je neovisna spolna razlika u ekspresiji ZBTB16 sa znacajno visSim vrijednostima u
sluznickim mononuklearima odraslih musSkaraca u usporedbi sa zenama (Tablica 16.,
Slika 20.). Kako je ve¢ naznaceno, i bolesnici s ogranicenom bolesti i bolesnici s proSirenom

bolesti jednako dijele ove obrasce (Tablica 18., Tablica 19., Slika 21.).
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5. Rezultati

Slika 20. Marginalni efekti za sijelo, generalizirani linearni mjeSoviti model (GLMM) za
izrazaj odabranih genskih prijepisa u mononuklearima sluznice nosa (log> omjera izrazaja,
srednja vrijednost s 95 % intervalom pouzdanosti). Za TRDVI i IFNG, prikazan je 1 generalni
linearni model s fiksnim efektom sijela (GLM). Crvenim slovima su oznacene znacajne

kovarijate. U poredbene svrhe, prikazane P vrijednosti odgovaraju Tukey post-hoc testu
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5. Rezultati

(prikazane su samo znacajne razlike, P<0.05, kategorijske kovarijate). Pojedinacna opazanja

prikazana su duz apscise (

"|I"). U korelacijskim grafovima (srednji stupac), plava linija
odgovara regresijskoj osi (metoda najmanjih kvadrata), a sjenc¢ana vrpca 95 % intervalu

pouzdanosti

Rezultati za RORC dijelom inverzno zrcale ZBTB16, odrazavaju¢i negativnu
korelaciju iz Slika 17. Znacajno visa ekspresija pronadena je u sluznici polipa (i pripadnim
stanicama) u usporedbi s kontrolama, uz intermedijarni porast izrazaja u sluznici srednje
nosne Skoljke oboljelih (Tablica 15., Tablica 16., Slika 20.). I u slu¢aju RORC porast izrazaja
podjednak je kod bolesnika s ograni¢enom bolesti i proSirenom bolesti (Tablica 18., Tablica
19.), 1 u obje kategorije znacajno je visi nego kod kontrolnih ispitanika (Slika 21.), tako i u
endoskopskoj (Tablica 19.), i u CT evaluaciji (Tablica 18.). Pritom, viSu dob ispitanika
neovisno prati znacajno visa ekspresija RORC (Tablica 16, Slika 22.), osobito kod muskaraca
(Slika 23.). U cjelini, muskarci se odlikuju znacajno nizom ekspresijom RORC-a u izoliranim
mononuklearima sluznice nosa (Tablica 16.), uz trend smanjenja razlika izmedu muskaraca i

Zena u poznijoj dobi (Slika 23.).

U sluéaju TRDV1, generirana su dva modela, sa SNS skupinom (Tablica 16A.) i bez
SNS skupine (Tablica 17.), prvenstveno zbog malobrojnosti tkivnih uzoraka u potonjoj
skupini, ¢ija je posljedica deficit statisticke snage u mjeSovitom modeliranju (GLMM).

Rezultat stoga prvenstveno osigurava kontekst za buduca istrazivanja.

U GLMM niza ekspresija (u usporedbi s kontrolama) pronadena je u sluznici srednje
nosne Skoljke, 1 neSto izrazenije, u sluznici polipa oboljelih (Tablica 16., Slika 20.), bez
razlike u izravnoj usporedbi izmedu ova dva sijela (nepolipoidna i polipoidna sluznica SNS-
a). Nominalno znac¢ajan rezultat opazen je samo za polipe (Tablica 16.), uglavnom na razini
indicije (Tablica 15.) za ¢iju je potvrdu ili iskljucenje potreban masovniji uzorak s ve¢om
statistiCkom snagom. Iz tog razloga, u sljede¢em koraku analiziran je GLM koriste¢i samo 2
najbrojnije, neovisne skupine uzoraka (Slika 20.) 1 fiksni ucinak sijela kojim je potvrdena
znacajno niza ekspresija TRDV1 u mononuklearnom infiltratu polipa u usporedbi sa zdravom,
referentnom sluznicom nosa (Tablica 17). Ovaj efekt vidljiv je duz cijelog raspona LM CT

zbroja, uz kulminaciju kod ispitanika s nizim ukupnim zbrojem (Slika 21., Tablica 18.).
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5. Rezultati

Zasebno, dob 1 spol nisu znacajno povezani s izrazajem 7TRDVI u analiziranim
sijelima (Tablica 16.). U interakciji (dob x spol), muskarci, ali ne 1 Zene, pokazuju znacajan

pad izrazaja TRDVI s rastu¢om dobi (Slika 23., bivarijatni pristup).

Za IFNG prikazan je samo GLM s fiksnim uéinkom sijela za dvije neovisne skupine
uzoraka (polipi i kontrole, Tablica 17., Slika 20.), a razlog tomu nedovoljan je broj opazanja u

SNS skupini za uspjesnu konvergenciju GLMM.

Sli¢no je zaTRDVI i za IFNG zabiljezeno znacajno smanjenje izrazaja u polipima u
usporedbi s kontrolnim uzorcima (Slika 20.), uz nesto izrazeniji efekt kod ispitanika s nizim
LM zbrojem (Slika 21., Tablica 18.). Ovaj posljednji rezultat razvidan je ve¢ u univarijatnoj
analizi (Slika 24.). Dob 1 spol nisu povezani s izrazajem I[FNG-a. Za preostale prijepise nema

znacajnih rezultata (podaci nisu prikazani).

GLMM LMI Spol Dob
o L L I i I T T T
o 00 -! w01z ': E 0.5 j 04054 e 2:2
o -0.5 E -1.0 E o4
q e : SN N 15
= AT, 4 =
g 15 —e g 20 g 201
= =2.0 = ag 4
25 2.5
c I h F M 20 504050 60 7080
LMI Spol Dob
.0 'l 1 il A I | i1 L1 1
2.5 2.5 340
g 20 o, —* g 01 g 23
- g 207 20
2 13 n g 18
& D.ﬁj 0,008 g 104 Z 05
0.0 | o0
by 0.5
c | h F M 20 30405060 70 8D
LM Spol Daob
GLM
10 5 10
E 0.5 - E 05 E 0.5 -
g 004 E £ 0.0 ‘\\-\
o 0.5 1 = u
E . E 6.0 £ 0.5 4
=z -1.0- = =
- T = 10
'15_'1 T T T T L e
[ I h F M 2030405060 708D
LM spol Dob
—_— 0.5
o da oo | 004 0.0
2 i 2 054 g 05
L - LR aa— s
g . i -] Z -1.5
—S‘ o | £ A5+ —SE 2.0
2 S 20 25
-} | h F [t 2030405060 7080
LMI Spal Dab

63



5. Rezultati

Slika 21. Marginalni efekti prema Lund-Mackay CT zbroju (ekviparticija, LMI),
generalizirani linearni mjeSoviti model (GLMM) za izrazaj odabranih genskih prijepisa u
mononuklearima sluznice nosa (logz omjera izrazaja, srednja vrijednost s 95 % intervalom
pouzdanosti). Za TRDV1 i IFNG, prikazan je generalni linearni model s fiksnim efektom LMI
(GLM). Crvenim slovima su oznacene znacajne kovarijate (Pr(>F), Tablica 15). U poredbene
svrhe, prikazane P vrijednosti odgovaraju Tukey post-hoc testu (prikazane su samo znacajne
razlike, P<0.05, kategorijske kovarijate). Pojedinacna opazanja prikazana su duz apscise ("[").
U korelacijskim grafovima (srednji stupac), plava linija odgovara regresijskoj osi (metoda

najmanjih kvadrata), a sjencana vrpca 95 % intervalu pouzdanosti. LMI [h]>12, LMI [I]<12

5.6. Breme simptoma, kvaliteta Zivota (SNOTs, JESREC, Nose score)

Za SNOT22 i JESREC upitnik zapazena je povezanost bremena simptoma s izrazajem
ZBTB16 1 RORC gena (Tablica 20.), ali gotovo isklju¢ivo na racun razlike u bremenu
simptoma izmedu zdravih i oboljelih ispitanika (Tablica 13.). Nakon kontrole za status i
sijelo, nije preostala nikakva robustna rezidualna poveznica izmedu genske ekspresije i tezine
simptoma u KRSsNP-u (Tablica 21.). Serumska razina IgE, eozinofili u brisu nosa i serumski

hsCRP nisu povezani s genskom ekspresijom.

Tablica 15. Linearni mjeSoviti model, genski izrazaj, suma kvadrata tipa II1, Satterthwaitova

metoda.
log.ZBTB16 SumSq MeanSq NumDF DenDF Fvalue Pr(F) LRT PBT
Sijelo 10,889 5,444 2 23,567 7,338 0,0033 5,9x10°° 0,002
Dob 1,645 1,645 1 30,136 2,217 0,147
Spol 6,023 6,023 1 31,155 8,118 0,0077
log2 RORC Sum Sq Mean Sq NumDF DenDF  F value Pr(>F) LRT PBT
Sijelo 14,735 7,368 2 21,568 6,759 0,0053 1,9x10° 0,001
Dob 5,277 5,277 1 29,361 4,842 0,036
Spol 6,807 6,807 1 30,808 6,245 0,018
INRT.TRDV1 Sum Sq Mean Sq NumDF  DenDF  F value Pr(>F) LRT PBT
Sijelo 1,825 0,912 2 8,132 2,670 0,128 0,014 0,037
Dob 0,462 0,462 1 21,426 1,350 0,258
Spol 0,512 0,512 1 20,119 1,498 0,235
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Sum Sq...zbroj kvadrata odstupanja, Mean Sq...sredine kvadrata, NumDF...broj stupnjeva
slobode u brojniku, DenDF...broj stupnjeva slobode u nazivniku, F value...F omjer,
Pr(>F)...empirijska razina znacajnosti, LRT.../likelihood ratio test (globalni model),
PBT...parametrijski bootstrap test, razina znacajnosti (1000 iteracija). INRT inverzna

normalna transformacija rangova za omjer izrazaja).

Tablica 16. Linearni mjeSoviti model, genski izrazaj, raS¢lamba rezultata za Tablicu 3

(logz..logaritam omjera izrazaja, INRT inverzna normalna transformacija rangova za omjer

izrazaja).
Tablica 16. GLMM
log:(ZBTB16)
Predictors Estimates CI P df
(Intercept) -0,09 -1,14-0,95 0,857 28,08
Sijelo [p] -1,43 -2,22 —-0,63 0,001 33,8
Sijelo [sns] -1,36 -2,33--0,39 0,007 35
Dob -0,02 -0,04 - 0,01 0,156 28,08
Spol [M] 1,09 0,29 - 1,88 0,009 29,45
N=40 Marginal R? / Conditional R? 0,452/0,582
log2(RORC)
Predictors Estimates Cl P df
(Intercept) -0,35 -1,59-0,89 0,565 28,52
Sijelo [p] 1,68 0,74 - 2,63 0,001 34,82
Sijelo [sns] 0,98 -0,17-2,13 0,093 35,99
Dob 0,03 0,00 — 0,06 0,04 28,72
Spol [M] -1,14 -2,08 —-0,19 0,02 30,28
N=41 Marginal R? / Conditional R? 0,463 /0,582
INRT(TRDVI)

Predictors Estimates Cl P df
(Intercept) 1,32 0,31 -2,33 0,013 22,02
Sijelo [p] -0,86 -1,63 —-0,08 0,032 22,94
Sijelo [sns] -0,57 -1,55-0,41 0,24 22,33
Dob -0,01 -0,04 - 0,01 0,26 21,75
Spol [M] -0,47 -1,27-0,34 0,24 20,58
N=29 Marginal R? / Conditional R? 0,329/ 0,680

Estimates - regresijski koeficijenti, Intercept - odsjeCak na ordinati, CI — 95 % interval
pouzdanosti (confidence interval), p...razina znacajnosti, df...broj stupnjeva slobode,
M...muski spol, Kontrole su referentna skupina, p polip sluznice oboljelih, sns sluznica
srednje nosne $koljke oboljelih. F - F-statistika s pripadnim stupnjevima slobode, R?

koeficijent determinacije.
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Tablica 17. GLM

INRT.TRDV1
Predictors Estimates CI P Df
(Intercept) 1,17 0,24 -2,10 0,014 20
Sijelo [p] -0,85 -1,56 —-0,14 0,019 20
Spol [M] -0,51 -1,26 - 0,24 0,183 20
Dob -0,01 -0,03 -0,01 0,414 20
N=24 R%a=0,281 F (3,20)=3,992, P=0,022

log,.IFNG
Predictors Estimates CI P Df
(Intercept) -0,07 -1,73 -1,59 0,933 28
Sijelo [p] -1,57 -2,78 —-0,36 0,011 28
Spol [M] 0,19 -1,05-1,44 0,764 28
Dob 0 -0,04 - 0,04 0,93 28
N=32 R?a=0,146 F (3,20)=2,763, P=0,061

Estimates - regresijski koeficijenti, Intercept - odsjeak na ordinati, CI - 95% interval
pouzdanosti (confidence interval), p...razina znacajnosti, df...broj stupnjeva slobode,
M...muski spol, Kontrole su referentna skupina, p polip sluznice oboljelih, sns sluznica
srednje nosne $koljke oboljelih. F - F-statistika s pripadnim stupnjevima slobode, R?

koeficijent determinacije.
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Slika 22. Korelacija rangova, sluznicki izrazaj izabranih genskih prijepisa vs. dob, za skup
neovisnih mjerenja (polipoidna sluznica oboljelih i kontrole). Regresijski pravac (metoda
najmanjih kvadrata, s 95 % intervalom pouzdanosti). R = Spearman rho. Ordinata je pseudo-

logaritamska os
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Slika 23. Korelacija rangova, zasebno po spolu, sluznicki izrazaj izabranih genskih prijepisa

vs. dob, za skup neovisnih mjerenja (polipoidna sluznica oboljelih i kontrole). Regresijski

pravac (metoda najmanjih kvadrata, sjenana vrpca oznacava 95 % interval pouzdanosti). R =

Spearman rho. Za ZBTB16 i RORC ordinata je pseudo-logaritamska os. INRT TRDV1

Tablica 18. Linearni model (kontrole i polipi oboljelih), genski izrazaj prema Lund-Mackay

CT zbroju

log..ZBTB16
Predictors Estimates CI P df
(Intercept) 0,09 -0,94 - 1,13 0,858 27
LMI [h] -1,39 -2,27--0,51 0,002 27
LMI [1] -1,3 -2,18—--0,42 0,004 27
Spol [M] 1,2 0,42 — 1,99 0,003 27
Dob -0,02 -0,05 --0,00 0,045 27
N=32 R%a=0,484 F (4,27) =8,285, P=0,00017

log2.RORC

Predictors Estimates CI P df
(Intercept) -0,15 -1,43-1,13 0,818 28
LMI [h] 1,87 0,78 — 2,96 0,001 28
LMI [1] 1,59 0,50 — 2,68 0,004 28
Spol [M] -1,21 -2,19--0,24 0,015 28
Dob 0,03 -0,00 — 0,06 0,076 28
N=33 R?a=0,433 F (4,28) =7,992, P=0,0002
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5. Rezultati

Tablica 18. Linearni model (kontrole i polipi oboljelih), genski izrazaj prema Lund-Mackay

CT zbroju

Nastavak Tablice 18. sa stranice 67

INRT.TRDV1
Predictors Estimates CI P df
(Intercept) 1,22 0,27 -2,17 0,011 19
LMI [h] -0,71 -1,51-0,09 0,083 19
LMI [1] -1,11 -2,08 --0,14 0,025 19
Spol [M] -0,55 -1,31-0,21 0,158 19
Dob -0,01 -0,03-0,01 0,387 19
N=24 R?a=0,266 F (4,19) =3,084, P=0,041

log:.IFNG
Predictors Estimates CI P df
(Intercept) 0,19 -1,49 - 1,86 0,828 27
LMI [h] -1,07 -2,46 -0,32 0,132 27
LMI [1] 2,11 -3,53 --0,69 0,004 27
Spol [M] 0,03 -1,22-1,27 0,967 27
Dob -0,01 -0,04 — 0,03 0,783 27
N=32 R?a=0,172 F (4,27) =8,285, P=0,058

Estimates...regresijski koeficijenti, Intercept...odsje¢ak na ordinati, CI...95 % interval

pouzdanosti (confidence interval), LMI Lund Mackay zbroj, p...razina znacajnosti, df...broj

stupnjeva slobode, M...muski spol, Kontrole su referentna skupina. LMI [h]>12, LMI [1]<12.

F...F-statistika s pripadnim stupnjevima slobode, R* koeficijent determinacije.
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5. Rezultati

Tablica 19. Linearni model (kontrole i polipi oboljelih), genski izrazaj prema endoskopskoj

gradaciji/klasifikaciji (Malm)

log..ZBTB16
Predictors Estimates CI P df
(Intercept) 0,1 -0,93 -1,12 0,852 27
Malml [3] -1,45 -2,40--0,49 0,003 27
Malml [1+2] -1,29 -2,11--047 0,002 27
Spol [M] 1,17 0,39 -1,96 0,003 27
Dob -0,02 -0,05 - 0,00 0,052 27
N=32 R%a=0,486 F (4,27) =8,285, P=0,00016
log2.RORC

Predictors Estimates CI P df
(Intercept) -0,19 -1,47-1,08 0,768 28
Malml [3] 1,82 0,63 — 3,01 0,003 28
Malml [1+2] 1,68 0,66 —2,70 0,001 28
Spol [M] -1,16 -2,13--0,18 0,02 28
Dob 0,03 -0,00 — 0,06 0,08 28
N=33 R?a=0,463 F (4,28) =7,892, P=0,00022

Estimates - regresijski koeficijenti, Intercept - odsjeCak na ordinati, CI...95 % interval

pouzdanosti (confidence interval), p...razina znacajnosti, df...broj stupnjeva slobode,

M...muski spol, Kontrole su referentna skupina. Malm [1] + Malm [2] su grupirani zajedno

zbog malog broja opazanja u Malm [2] skupini (n=3). F - F-statistika s pripadnim stupnjevima

slobode, R? koeficijent determinacije.
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Slika 24. Razdioba TRDV1 izrazaja prema Lund-Mackay CT zbroju (izvorna mjerenja, omjer

genskog izraZaja, Kruskall-Walis test, post-hoc Conover test, prikazane su samo znacajne

razlike). LMI [h]>12, LMI [1]<12, c...kontrole
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5. Rezultati

Tablica 20. Linearni mjeSoviti model, genski izrazaj prema bremenu simpotoma (SNOT22 zbroj 1 JESREC)

log:.ZBTB16 log:.ZBTB16
B CI P df B CI P df
Po 0,83 -0,48 - 2,14 0,207 314 Po 1,14 -0,19 — 2,47 0,091 34,37
SNOT22 -0,03 -0,05 --0,01 0,005 25,87 JESREC -0,04 -0,06 —-0,02 0,001 27,99
Dob -0,03 -0,06 —-0,01 0,005 29,87 Dob -0,04 -0,06 —-0,01 0,002 30,39
Spol [M] 0,96 0,11 -1,80 0,028 29,38 Spol [M] 0,79 -0,05-1,63 0,064 30,73
Marginal R? / Conditional R? 0,399/0,575 Marginal R? / Conditional R? 0,435/0,544
log2.RORC log2. RORC
B cI P df B cI P df
Bo -1,13 -2,74 - 0,49 0,165 32,16 Bo -1,41 -3,07-0,25 0,092 354
SNOT22 0,02 0,00 — 0,05 0,049 26,41 JESREC 0,03 0,01 -10,06 0,022 28,48
Dob 0,05 0,02 — 0,08 0,001 30,57 Dob 0,05 0,02 — 0,08 0,001 30,96
Spol [M] -1,12 -2,18 —-0,05 0,04 30,2 Spol [M] -0,99 -2,05-0,07 0,066 31,61
Marginal R? / Conditional R? 0,358 /0,546 Marginal R? / Conditional R? 0,382/0,482

B - regresijski koeficijenti, Po...odsjecak na ordinate (intercept), CI...95% interval pouzdanosti (confidence interval), p...razina znacajnosti,

df...broj stupnjeva slobode, M...muski spol. R? koeficijent determinacije.
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5. Rezultati

Tablica 21. Linearni mjesoviti model, genski izrazaj prema sijelu i bremenu simpotoma

(SNOT?22 zbroj i JESREC), suma kvadrata tipa I1I, Satterthwaitova metoda

Sum Sq Mean Sq NumDF DenDF F value Pr(>F)
log:.ZBTB16
Sijelo 4,257 2,129 2 23,262 2,675 0,090
SNOT22 1,109 1,109 1 27,985 1,393 0,247
Dob 2,364 2,364 1 29,328 2,971 0,095
Spol 5,194 5,194 1 28,85 6,527 0,016
log2.RORC
Sijelo 8,675 4,338 2 21,4 4,018 0,033
SNOT22 0,077 0,077 1 28,707 0,071 0,792
Dob 5,063 5,063 1 29,944 4,690 0,038
Spol 5,728 5,7282 1 29,608 5,306 0,028
log.ZBTB16
Sijelo 5,732 2,866 2 23,706 3,301 0,054
JESREC 4,332 4,332 1 29,34 4,989 0,033
Dob 3,405 3,405 1 29,302 3,922 0,057
Spol 4,178 4,178 1 28,99 4,812 0,036
log2.RORC

Sijelo 8,732 4,366 2 21,607 3,916 0,035
JESREC 1,301 1,301 1 30,56 1,167 0,288
Dob 6,458 6,458 1 30,612 5,792 0,022
Spol 4,506 4,506 1 30,824 4,041 0,0532

Sum Sq...zbroj kvadrata odstupanja, Mean Sq...sredine kvadrata, NumDF...broj stupnjeva

slobode u brojniku, DenDF...broj stupnjeva slobode u nazivniku, F wvalue...F omjer,

Pr(>F)...empirijska razina znac¢ajnosti.

71



5. Rezultati

5.7. Mikrobina flora
Tablica 22. Taksonomija izolata

Koljeno Razred Red Porodica Rod Vrsta N
Bacillota Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus S. epidermidis 16*
S. aureus 13*

Bacillota Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus S. pneumoniae 1

S. oralis 1

S. vestibularis 1

Bacillota Negativicutes Veillonellales Veillonellaceae Veillonella V. atypica 1

Pseudomonadota Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Citrobacter C. Koseri 2

Klebsiella K. aerogenes 1

Enterobacter E. cloacae 1

Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas P. aeruginosa 2

Betaproteobacteria Neisseriales Neisseriaceae Neisseria N. flavescens 1

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella P. buccae 1

* ukljucujuci meticilin-rezistentne sojeve

Mikrobna flora nije povezan s izrazajem niti jednog gena (Tablica 23.), barem u analiziranom dijelu.
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5. Rezultati

Tablica 23. Genski izrazaj vs. mikrobiom, permutacijska analiza varijance (n=999, Jaccardov

indeks)
Gen F dfl, df2 Pr(>F)
ZBTBI6 0,854 1,30 0,436
RORC 0,804 1,31 0,465
IL174 1,735 1,13 0,132
TBX21 0,479 1,31 0,751
IFNG 0,808 1,31 0,472
TRDV1 1,379 1,23 0,278
TRDV2 1,047 1,23 0,344

F...pseudo-F-statistika s pripadnim stupnjevima slobode (df1, df2).

5.8. PCR i FACS

Povezanost stani¢nih frekvencija s intenzitetom izraZaja odabranih gena prikazana je
korelogramom (14 ispitanika, Slika 25.). Inverzna korelacija zastupljenosti CD3" T-stanica s
izrazajem ZBTB16 smjesta dominantni dio izmjerenog izrazaja ZBTB16 gena u CD3" frakciju
mononuklearnih stanica (NK, ILC1-3 stanice). U prilog tomu, NK, ILC2 i ILC3 populacije

doista su jednako brojne ili brojnjije od gdT stanica (http://www.nature.com/articles/s41590-

022-01312-0#Sec41) u nosnoj sluznici oboljelih, 1 ¢eS¢e su umnoZene, osobito u CRSwNP

(scNASeq kohorte). Nadalje, postnatalni izrazaj ZBTBI6 u V381" gdT-stanicama (koje
prevladavaju u nazalnoj populaciji YT limfocita) vrlo je skroman (Slika 26., Slika 27.), i

zaostaje za izraZajem u V32" stanicama (Slika 26., Slika 28.).

Rezultat takoder potvrduje povezanost izrazaja TRDV2 gena s proporcijom 3T
stanica, a nedostatak sli¢ne relacije za TRDVI vjerojatno je dijelom odraz razlike u
kompletnosti opazanja (TRDV2>TRDV1). Medu drugim razlozima tehnicke naravi, mali broj
izoliranih stanica - koji je posljedica skromne koli¢ine tkivnog materijala — ogranicava

pouzdanost procjene parametara u stani¢noj popuaciji. S bioloske strane, tome treba dodati i
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5. Rezultati

netrivijalni odnos izmedu genske ekspresije i membranskog izrazaja proteinskih produkata u
njihovom kona¢nom odredistu, ¢emu pridonose i razlike u specificnosti 1 avditetu
komercijalno dostupnih protutijela. U tom smislu, za testiranje povezanosti izrazaja TRDV1 i
TRDV2 gena s udjelom V817V382 i V31'V32" stanica prilagodeniji je RNASeq u Cistoj

populaciji yoT stanica.
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Slika 25. Korelogram, povezanost stani¢nih frekvencija s intenzitetom genskog izrazaja u istih
ispitanika (n=14). Brojevi odgovaraju Spearmanovim koeficijentima korelacije rangova u
intervalu [-1, 1], a intenzitet boje kodira snagu i smjer povezanosti (vertikalna vrpca).

Prikazani su samo nominalno znacajni rezultati (P<0.05)
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Slika 26. Ljudske gdT stanice, GSE149356.
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Slika 27. Ljudske postnatalne gdT stanice periferne krvi, GSE180059
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Slika 28. Ljudske gdTstanice fetalne krvi pupkovine, GSE180059
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6. Rasprava

6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju bolesnici s KRS+NP-om bili su starije Zzivotne dobi, s
prevladavanjem muskaraca medu oboljelima, dok je u kontrolnoj skupini vec¢ina bila mlade
zivotne dobi i1 Zzenskog spola. Sli¢no tome, u nedavnom istrazivanju Mihalja H. i suradnika,

bolesnici s KRS+NP-om takoder su bili znacajno stariji od zdravih kontrola (67).

Oboljeli ispitanici znacajno se razlikuju nizom kvalitetom zivota, jednako kao u studiji
autora Mukkase i1 suradnika iz 1999., no u usporedbi s kontrolama nisu utvrdene razlike u

analiziranim bioloskim obiljezjima (IgE, CRP, prevalencija atopijske dijateze).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u prisutnosti bakterija u maksilarnom sinusu
izmedu dviju skupina bolesnika, iako su gotovo svi bolesnici s KRS+NP-om imali prisutnu
barem jednu bakteriju u maksilarnom sinusu. Uloga bakterija, osobito enterotoksina S. aureus,
u patogenezi nosnih polipa jo§ uvijek nije potpuno razjaSnjena. Medutim, ucestala prisutnost
gram-pozitivnih bakterija kod bolesnika s KRSsNP-om bez ekspresije IL-5, a time i bez
izrazene Th2 upale, upucuje na alternativne, bakterijski posredovane mehanizme u razvoju

nosne polipoze (68).

6.1. Zastupljenost subpopulacija gamma delta T stanica u tkivu polipa bolesnika s
KRSsNP i u tkivu SNS bolesnika s KRS te kontrolnih ispitanika zna¢ajno se razlikuje

U ovoj studiji udio yo T stanica u nosnoj sluznici bio je usporediv s onim u krvi y86 T
stanica. Medutim, sastav tih tkivno rezidentnih yd T stanica razlikovao se od onih u krvi, gdje
su dominirale V62+ frakcije, dok su u nosnoj sluznici prevladavale Vo1+ stanice. Nalazi
studije u skladu su s prethodnim studijama iz 2011. Hao 1 suradnika i iz 2022. Mullol i
suradnika, koje su pokazale povecanu Vol+ frakciju u usporedbi s kontrolnim skupinama,
sugerirajuci znacajnu protuupalnu ulogu ovih stanica u lokalnom imunitetu (69, 70). Druge
studije ukazuju da u muskom reproduktivnom traktu prevladavaju Vo6+ frakcije, dok se kod
zena, tijekom implantacije embrija u maternici, primarno regrutiraju Vo4+ frakcije, Cija je

ekspresija ovisna o IL-17 kao odgovoru na mikrobnu upalu (71-73).

U kontrolnoj skupini ove studije ternarni dijagram grupiranja otkrio je razdvajanje

sastava y0 T stanica prvenstveno duz osi Vo1- Vo2- (dvostruko negativne). Nasuprot tome,
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6. Rasprava

sastav y0 T stanica u bolesnoj skupini ukazivao je na dvije podskupine: jednu koja je blisko
nalikovala kontrolama i drugu koja je odrazavala sastav krvnih yo T stanica (V62+ ~ DN >
Vo61+). Druge studije izvijestile su o smanjenim vrijednostima V61+ u kontrolnim skupinama

(69, 70, 74).

U ovoj je studiji naglasak bio na udio frakcija yd T stanica u populaciji T stanica
unutar nosne sluznice. Razli¢ite funkcije yo T stanica i dalje su predmet istrazivanja i
hipoteza, osobito u vezi s njihovom preferencijalnom lokalizacijom u perifernim tkivima u
odnosu na limfoidne organe, Sto moze pruziti klju¢ne uvide (75). Ova atipi¢na anatomska
raspodjela v T stanica uskladena je tijekom razvoja u timusu. Sekvencijalni ,,valovi®
sazrijevanja Yo T stanica osiguravaju sveobuhvatnu kolonizaciju perifernih tkiva dugovje¢nim
v6 T stanicama, optimalno pozicioniranim za ispunjavanje klju¢nih uloga in situ (76).
Infektivni patogeni predstavljaju zna€ajne prijetnje za homeostazu tkiva. Zbog svoje strateske
anatomske pozicije, Y0 T stanice sluze kao prva linija obrane, izvrSavaju¢i odgovor slican
urodenom imunitetu, ukljucujuéi izravnu citotoksi¢nost protiv zarazenih stanica, regrutiranje

neutrofila, aktiviranje fagocita i formaciju granuloma (77, 78).

Ovi rezultati pokazuju da za razliku od znacajno manje zastupljenih 62+ stanica u
tkivu polipa, 61+ stanice moguce imaju patogenu ulogu u razvoju KRSsNP-a, gdje djeluju
poput okidaca Thl upale te se stoga isti¢u kao meta za buduca istrazivanja u stvaranju upale

tipa 1 u nosnoj polipozi.

6.2. Povezanost klinickih faktora i kvalitete Zivota bolesnika sa subpopuilacijom gamma
delta T-limfocita

U ovoj studiji usredotocili smo se na udio yd T stanica u populaciji T stanica unutar
nosne sluznice. Medu kontrolnim subjektima vecina su bile Zene, skupina s KRSsNP-om
uglavnom sastojala od muskaraca, dok je u istrazivanju Songa iz 2017. godine i u kontrolnoj i
u KRS+NP bilo vise muskaraca (79). Kontrolni subjekti bili su nesto mladi od bolesnih 1 imali
su znatno bolju kvalitetu zivota, $to je logi¢no s obzirom na dizajn studije. U skladu s dobro
poznatim negativnim utjecajem nosne polipoze na kvalitetu Zivota bolesnika s KRS+NP-om
(80), rezultati takoder potvrduju znacajno vise vrijednosti SNOT-22 upitnika kod ispitanika s
KRSsNP-om. Kontrolni subjekti primarno su dolazili u kliniku radi septoplastike 1

rinoplastike, zahvata koji se obi¢no izvode na mladim osobama, uglavnom Zenama, koje
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6. Rasprava

nisu imale bolesnu nosnu sluznicu ve¢ odredene anatomske deformacije septuma koje toliko
ne utjeCu na kvalitetu zivota. Nasuprot tome, pacijenti s KRS+NP-om pokazali su izrazito
smanjenu kvalitetu zivota, kao i kod drugih studija od kojih izdvajam studiju iz 2022. Mullol i
suradnika (42).

Kasnije analize pokazale su recipro¢nu dinamiku izmedu D1 i DN stanica, koju
karakterizira znacajno smanjenje udjela D1 stanica uz porast DN frakcija u sluznici polipa.
Ove promjene bile su povezane s napredovanjem dobi i muskim spolom, pri ¢emu je udio D1
stanica u mukoznoj yo frakciji opadao, dok su DN stanice znacajno rasle. Slicna dinamika
stanica primije¢ena je kod pacijenata s ekstenzivnom boleS¢u (Malm stupanj), s izrazenijim
uc¢inkom kod pacijenata s najviSim Lund-Mackay rezultatima, S$to posebno odrazava
povecanje DN frakcija u yd T stanicama polipa. Opseg bolesti podrazumijeva vece mase
polipa u viSe zahvacenim paranazalnim sinusima, koji su endoskopski i radioloski na CT
snimkama ocijenjeni vi§im ocjenama. To uvijek korelira s loSijom kvalitetom Zzivota
pacijenata, $to se odrazava u anketama o kvaliteti Zivota. Ovo je potvrdeno u nekoliko studija

koje se bave ovom temom, a ovastudija potvrduje te nalaze (81).

6.3. ZBTB16 ekspresija i povezanost s dobi, spolom i klinickim parametrima

ZBTBI16 ili PLZF — (promijelocitni leukemijski cinkov prst proteina) smatra se
determinantom diferencijacije urodenih stanica jer je neophodan za stjecanje efektorskih
funkcija u INKT stanicama 1 y0 NKT stanicama. Transgenska ekspresija PLZF tijekom
razvoja T-stanica dovoljna je =za pruzanje nekih ,urodenih® efektorskih funkcija
konvencionalnim T-stanicama. Transkripcijski faktor PLZF, za koji je pokazano da je vaZan
za stjecanje efektorskog programa u razvoju NKT-stanica, ima slicnu ulogu u podskupinama

v6 T stanica (82).

U ovom istrazivanju za ZBTB16, u usporedbi s kontrolnim ispitanicima, znacajno niZa
ekspresija pronadena je podjednako u mononuklearnim stanicama sluznice polipa 1
sinonazalne sluznice oboljelih, i to neovisno o radioloskoj 1 endoskopskoj proSirenosti bolesti.
Nadalje, u bivarijatnom modelu zabiljeZen je progresivni pad ekspresije ZBTB16 s porastom
dobi, poglavito kod muskaraca kod kojih je vidljiva postojano visa ekspresija ZBTB16 duz
dobne putanje u usporedbi sa Zenama (barem do 60-ih godina Zivota). Rezultat je neovisna
spolna razlika wu ekspresiji ZBTB16, sa znaCajno viSim vrijednostima u

sluznickim mononuklearima odraslih musSkaraca u usporedbi sa zenama. Kako je vec
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naznaceno, 1 bolesnici s ograni¢enom bolesti 1 bolesnici s proSirenom bolesti jednako dijele
ove obrasce. Izrazavanje PLZF-a Cini se nuzno, dovoljno i stani¢no intrinzi¢no za mnoge

istaknute znacajke koje karakteriziraju funkciju i fenotip urodenih T-stanica (83).

6.4. RORC ekspresija i povezanost s dobom, spolom i klinickim parametrima

RORC (retinoidno kiselinski—povezan receptor siroeta C) pokazao je da inducira
diferencijaciju naivnih CD4+ T stanica u Thl7 stanice (84). U naSoj studiji povecana
ekspresija pronadena je u sluznici polipa (i pripadnim stanicama) u usporedbi s kontrolama,
uz intermedijarni porast izrazaja u sluznici srednje nosne Skoljke oboljelih, jednake rezultate
dobili su kineski znanstvenici Wang 1 Ciao u dvije odvojene studije (85)(86). Za razliku od
nealergijskog KRS+NP-a, ekspresija RORC mRNA zna¢ajno je smanjena kod bolesnika s
atopijskim EoKRS+NP-om (87). I u slu¢aju RORC-a porast izrazaja podjednak je kod
bolesnika s ograni¢enom bolesti i prosirenom bolesti te je u obje kategorije znacajno visi nego
kod kontrolnih ispitanika, i u endoskopskoj, 1 u CT evaluaciji. Pritom, viSu dob ispitanika
neovisno prati znacajno visa ekspresija RORC, osobito kod muskaraca. U cjelini, muSkarci se
odlikuju znacajno nizom ekspresijom RORC-a u izoliranim mononuklearima sluznice nosa,

uz trend smanjenja razlika izmedu muSkaraca 1 Zena u poznijoj dobi.

6.5. TRDV1 ekspresija i povezanost s dobom, spolom i klinickim parametrima

U slu¢aju TRDVI, generirana su dva modela, s SNS skupinom i bez SNS skupine,
prvenstveno zbog malobrojnosti tkivnih uzoraka u potonjoj skupini, ¢ija je posljedica deficit
statisticke snage u mjeSovitom modeliranju (GLMM). Rezultat stoga prvenstveno osigurava

kontekst za buduca istraZivanja.

U GLMM niza ekspresija (u usporedbi s kontrolama) pronadena je u sluznici srednje
nosne Skoljke, 1 nesto izraZenije u sluznici polipa oboljelih bez razlike u izravnoj usporedbi
izmedu ova dva sijela (nepolipoidna i polipoidna sluznica SNS-a). Nominalno znadajan
rezultat opazen je samo za polipe, uglavnom na razini indicije za ¢iju je potvrdu ili iskljucenje
potreban masovniji uzorak s veCom statistickom snagom. Zbog toga je u sljede¢em koraku
analiziran GLM koriste¢i samo dvije najbrojnije, neovisne skupine uzoraka i fiskni
ucinak sijela, kojim je potvrdena znacajno niZa ekspresija TRDV1 u mononuklearnom

infiltratu polipa u usporedbi sa zdravom, referentnom sluznicom nosa. Ovaj efekt vidljiv je
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duz cijelog raspona LM CT zbroja, uz kulminaciju kod ispitanika s nizim ukupnim zbrojem.

Zasebno, dob i spol nisu znacajno povezani s izrazajem TRDV1 u analiziranim sijelima. U
interakciji (dob x spol), muskarci, ali ne 1 Zene, pokazuju znacajan pad izrazaja TRDVI s

rastu¢om dobi.

6.6. Medugenska povezanost izmedu ispitivanih gena

Povezanost genskog izrazaja i slicnosti ekspresije pojedinih gena u razli¢itim uzorcima
prikazani su pregledno u F2. Od sijela do sijela (zdrava sliznica, polipi) obrasci se povezanosti
razlikuju odrazavajuci razlike u stanicnom sastavu medu razli¢itim stanjima (kontrole vs.
KRSsNP-a) 1 razlike u veliini, snazi i1 reprezentativnosti uzoraka. Medu postojanim
asocijacijama izdvajaju se: I) inverzna korelacija izrazaja RORC 1 ZBTB16, II) inverzna
korelacija izrazaja RORC 1 TRDV]1, III) pozitivna korelacija izrazaja IFNG i TRDV], i IV)
povezanost ZBTB16 s izrazajem i TRDV1 i TRDV2.

6.7. Povezanost stani¢nih frekvencija s intenzitetom izraZaja odabranih gena

Inverzna korelacija zastupljenosti CD3" T-stanica s izrazajem ZBTB16 smjesta
dominantni dio izmjerenog izrazaja ZBTB16 gena u CD3" frakciju mononuklearnih stanica
(NK, ILC1-3 stanice). U prilog tome, NK, ILC2 i ILC3 populacije doista su jednako brojne ili
brojnjije od gdT stanica (u nosnoj sluznici oboljelih, 1 ¢eS¢e su umnozene, osobito kod
KRSsNP-a (scNASeq kohorte). Nadalje, postnatalni izrazaj ZBTB16 u V81" gdT-stanicama
(koje prevladavaju u nazalnoj populaciji y6T limfocita) vrlo je skroman, 1 zaostaje za

izraZajem u V82" stanicama.

Rezultat takoder potvrduje povezanost izrazaja TRDV2 gena s proporcijom yoT
stanica, a nedostatak slicne relacije za TRDV1 vjerojatno je dijelom odraz razlike u

kompletnosti opazanja (TRDV2>TRDV1).
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6.8. Ogranicenje istraZzivanja

Medu drugim razlozima tehnicke naravi, mali broj izoliranih stanica - koji je
posljedica skromne koli¢ine tkivnog materijala — ograni¢ava pouzdanost procjene parametara
u stani¢noj popuaciji. S bioloske strane, tome treba dodati i netrivijalni odnos izmedu genske
ekspresije 1 membranskog izrazaja proteinskih produkata u njihovom kona¢nom odredistu,
¢emu pridonose 1 razlike u specificnosti i avditetu komercijalno dostupnih protutijela. U tom
smislu, za testiranje povezanosti izrazaja TRDV1 i TRDV2 gena s udjelom V317V82 i V81
V82" stanica prilagodeniji je RNASeq u &istoj populaciji y8T stanica.
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Provedeno istrazivanje i dobiveni rezultati iznjedrili su sljedece zakljucke:

e Tkivni udjeli i fenotip yO0T stanica, kao i transkripcijski profil delta-lanaca, gena u
kontroli prirodenih obiljezja limfocita te gena ukljucenih u tip 1 i tip 3 imunoloski
odgovor mononuklearnih stanica u sinonazalnoj sluznici 1 nosnim polipima oboljelih
od nealergijskog kroni¢nog rinosinuitisa s nosnom polipozom (KRS+NP) znacajno se
razlikuju u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.

e Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u prisutnosti bakterija u srednjem nosnom
hodniku izmedu dviju skupina bolesnika, iako su gotovo svi bolesnici s KRS+NP-om
imali prisutnu barem jednu bakteriju u srednjem nosnom hodniku.

e U bolesnoj nosnoj sluznici utvrdena je poveéana Vol+ frakcija yo T stanica u
usporedbi s kontrolnim skupinama, sugeriraju¢i znacajnu protuupalnu ulogu ovih
stanica u lokalnom imunitetu.

e U kontrolnoj skupini ove studije ternarni dijagram grupiranja otkrio je razdvajanje
sastava y0 T stanica prvenstveno duz osi DN (Vol- V§2-).

e Utvrdena je znacajno niza ekspresija TRDV1 1 ZBTB16(PLZF) te viSa ekspresija
RORC u mononuklearnom infiltratu polipa u usporedbi sa zdravom, referentnom
sluznicom nosa.

e Oboljeli ispitanici znacajno se razlikuju niZzom kvalitetom Zivota, no u usporedbi s
kontrolama nisu utvrdene razlike u analiziranim bioloskim obiljeZjima (IgE, CRP,

prevalencija atopijske dijateze).
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Ciljevi istrazivanja: Etiopatogeneza kroni¢nog neeozinofilnog rinosinuzitisa s nosnom
polipozom (KRS+NP) jos§ uvijek nije u potpunosti razjasnjena, Sto je do sada rezultiralo
terapijskim pristupom usmjerenim na ublazavanje posljedica, a ne rjeSavanjem uzroka bolesti.
Ovo istrazivanje usmjereno je na istrazivanje stanicnih i genetskih osnova KRS+NP-a, s
fokusom na subpopulacije v T-limfocita (Vol1+Vo2-, V61-V62+, V61-Vo2-) 1 ekspresiju
ciljnih gena (TRDV1, TRDV2, IFNG, ZBTBI16, IL-17A, RORC, TBX21), kao i referentnog
gena (ACTBI1). Pradeni su ovi parametri u nosnim polipima i sluznici srednje nosne Skoljke
(SNS) oboljelih te usporedeni s kontrolnim uzorcima SNS-a. Dodatno su analizirani i

usporedeni klini¢ki pokazatelji bolesti.

Materijali i metode: U istraZivanju je sudjelovao ukupno 71 ispitanik, od ¢ega 30 bolesnika
s dijagnosticiranim neeozinofilnim KRS+NP-om te 41 kontrolni ispitanik. Kod svih ispitanika
obavljen je klinicki pregled, a bolesnicima s KRS+NP-om napravljen je i CT paranazalnih
sinusa (PNS). Svi su ispitanici podvrgnuti laboratorijskim pretragama, uklju¢ujuéi alergolosku
obradu, mjerenje visoko osjetljivog C-reaktivnog proteina (hsCRP) te briseve nosa za
eozinofile i1 bakteriolosku analizu. Takoder, ispitanici su ispunili upitnik za procjenu
simptoma rinosinuzitisa (SNOT-22). Tkivni su uzorci pripremljeni za imunofenotipizaciju yd

T-limfocita putem proto¢ne citometrije te je pomoc¢u RT-PCR analiziran transkriptom.

Rezultati: Sastav yo T-limfocita u nosnoj sluznici oboljelih od KRS+NP-a razlikovao se od
onoga u perifernoj krvi, gdje su dominirale V62+ frakcije, dok su u nosnoj sluznici oboljelih
prevladavale V51+ stanice, €ija je ekspresija bila ovisna o IL-17 kao odgovoru na mikrobnu
upalu. U kontrolnoj skupini, ternarni dijagram grupiranja otkrio je razdvajanje yd T-stanica
duz osi V61-V2- (dvostruko negativne stanice). S druge strane, u skupini oboljelih otkrivena
su dva fenotipska podtipa: jedan sli¢an kontrolnoj skupini i drugi, €iji je sastav bio slican yo
T-stanicama periferne krvi (V32+ ~ DN > V61+). Nije uocena statisticki znacajna razlika u
prisutnosti bakterija u maksilarnom sinusu izmedu oboljelih 1 kontrola, iako je vecina
bolesnika s KRS+NP-om imala barem jednu bakteriju prisutnu u maksilarnom sinusu.
Bolesnici su pokazali znacajno loSiju kvalitetu zivota. Genska ekspresija ZBTB16 bila je
znacajno niza kod oboljelih, 1 to u mononuklearnim stanicama nosnih polipa i1 sinonazalne
sluznice, dok je ekspresija RORC bila povecana u polipnom tkivu. Ekspresija TRDV1 bila je

niza u nosnim polipima. Postnatalna ekspresija ZBTB16 u V3l+ yd T-stanicama, koje
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dominiraju u nosnoj sluznici, bila je niska u usporedbi s Vo2+ stanicama.

Zakljuéak: Povecana prisutnost Vol+ yd T-limfocita u nosnoj sluznici bolesnika u usporedbi
s kontrolama upucuje na njihovu znacajnu ulogu u lokalnom imunoloskom odgovoru i
regulaciji upale. Nadalje, otkrivena je znacajno niza ekspresija TRDV1 i ZBTB16 (PLZF) te
visa ekspresija RORC u mononuklearnom infiltratu nosnih polipa, $to sugerira da ove stanice

imaju specificnu protuupalnu funkciju u patogenezi neKRS+NP-a.
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9. SUMMARY

Research objectives: The etiopathogenesis of chronic non-eosinophilic rhinosinusitis with
nasal polyposis (CRS+NP) is still not fully understood, which has led to treatment approaches
aimed at alleviating the symptoms rather than addressing the underlying cause of the disease.
This study focuses on investigating the cellular and genetic basis of CRS+NP, with an
emphasis on yd T-cell subpopulations (V61+Vd2-, Vo1-V62+, Vd1-V2-) and the expression
of target genes (TRDV1, TRDV2, IFNG, ZBTBI16, IL-17A, RORC, TBX21), as well as the
reference gene (ACTB1). These parameters were examined in nasal polyps and the mucosa of
the middle nasal turbinate (MNT) of affected individuals and compared with control MNT

samples. Additionally, clinical indicators of the disease were analyzed and compared.

Materials and methods: A total of 71 participants were included in the study, 30 of whom
had been diagnosed with non-eosinophilic CRS+NP, and 41 served as a control group. All
participants underwent a clinical examination, and those with CRS+NP also had a CT scan of
the paranasal sinuses (PNS). Laboratory tests were performed on all participants, including
allergy tests, measurement of high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP), nasal swabs for
eosinophils, and bacteriological analysis. Additionally, the participants completed the Sino-
Nasal Outcome Test (SNOT-22) questionnaire to assess rhinosinusitis symptoms. Tissue
samples were prepared for yo T-cell immunophenotyping via flow cytometry, and

transcriptomic analysis was conducted using RT-PCR.

Results: The composition of y6 T-cells in the nasal mucosa of CRS+NP patients differed
from that in peripheral blood, where V52+ fractions predominated, while Vo1+ cells prevailed
in the nasal mucosa of affected individuals. The expression of these cells was dependent on
IL-17 in response to microbial inflammation. In the control group, a ternary diagram of
grouping revealed a separation of yo T-cells along the V81-V32- axis (double negative cells).
Conversely, in the diseased group, two phenotypic subtypes were identified: one resembling
the control group and the other reflecting the composition of peripheral blood yo T-cells
(Vo2+ ~ DN > Vol+). No statistically significant difference was found in the presence of
bacteria in the maxillary sinus between patients and the control group, although most
CRS+NP patients had at least one bacterium present in the maxillary sinus. Patients exhibited
a significantly lower quality of life. Gene expression of ZBTB16 was significantly lower

in patients, particularly in the mononuclear cells of nasal polyps and sinonasal mucosa, while
85



9. Summary

RORC expression was increased in polyp tissue. TRDV1 expression was lower in nasal
polyps. Postnatal expression of ZBTB16 in Vd1+ yd T-cells, which dominate in the nasal

mucosa, was low compared to V52+ cells.

Conclusion: The increased presence of V4l1+ yo T-cells in the nasal mucosa of patients
compared to the control group suggests their significant role in local immune response and
inflammation regulation. Furthermore, the significantly lower expression of TRDV1 and
ZBTB16 (PLZF), along with higher RORC expression in the mononuclear infiltrate of nasal
polyps, indicates that these cells have a specific anti-inflammatory function in the

pathogenesis of CRS+NP.
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