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1. UVOD 

 

1.1. Nepčane tonzile 

1.1.1. Anatomija nepčanih tonzila 

 

Nepčana tonzila parni je limfoepitelni organ smješten u usnom dijelu ždrijela ili 

orofarinksu. Njihov razvoj započinje iz druge ždrijelne vreće između četvrtog i petog mjeseca 

gestacije. Omeđene su dvama lukovima, palatofaringealnim straga i palatoglosalnim sprijeda, 

dok su s lateralne strane ograničene gornjim konstriktornim mišićem ždrijela i 

bukofaringealnom fascijom. Prema inferiorno, nepčane tonzile graniče s jezičnom tonzilom. 

Navedeni prostor u kojem se nepčane tonzile nalaze naziva se tonzilarna loža (Slika 1A) (1, 2). 

Arterijsku opskrbu nepčanih tonzila čini čak pet arterija: tonzilarna arterija i uzlazna nepčana 

arterija kao ogranci lične arterije, uzlazna ždrijelna arterija kao ogranak vanjske karotidne 

arterije, manja nepčana arterija kao ogranak maksilarne arterije te dorzalna jezična arterija kao 

ogranak jezične arterije (3). Venski dio cirkulacije u nepčanih tonzila odvije se predominantno 

putem spleta jezičnih i ždrijelnih vena, a usmjeren je prema unutarnjoj jugularnoj veni. 

Značajka nepčanih tonzila je, osim bogate arterijske i venske mreže krvnih žila, izrazito bogatu 

limfnu odvodnju usmjerenu u jugulodigastrične limfne čvorove na vratu. Za inervaciju područja 

nepčanih tonzila odgovoran je deveti moždani živac, n. glosspharyngeus, te manji nepčani živci 

koji su ogranci petog moždanog živca, n. trigeminusa (1, 2). 

1.1.2. Histološke karakteristike nepčane tonzile  

 

Odavno je poznato kako se nepčane tonzile zbog svog karakterističnog smještaja na 

križištu gastrointestinalnog sustava i gornjih dišnih puteva smatraju ključnim 

imunokompetentnim tkivom u ljudskom organizmu (4). Nepčane se tonzile histološki mogu 

podijeliti u četiri odijeljenja: limfoepitel, germinativni centri lifmatičnih folikula i zona plašta, 

te područje između limfatičnih folikula (5). Važno je naglasiti kako su nepčane tonzile 

prekrivene mnogoslojnim pločastim epitelom čiji površinski sloj stanica snažnim međusobnim 

vezama omogućuje kontinuitet epitela. Dubokom invaginacijom epitela u limfatično tkivo 

nepčanih tonzila nastaje između 15 i 30 kripti koje su prostor za inicijalne kontakte ljudskog 
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organizma s različitim virusnim, bakterijskim ili drugim antigenima. Epitel tonzilarnih kripti, 

koji se još naziva i limfoepitel, mrežaste je strukture te stanice epitela tvore složenu mrežu s 

međustaničnim prostorom i stanicama koje se tamo nalaze. Nadalje, ispod epitela tonzilarnih 

kripti prisutne su fenestrirane kapilare. Ovisno o broju kripti, nepčane tonzile mogu dosegnuti 

površinu veličine i do tri kvadratna metra. Zbog velikog broja svakodnevnih kontakata s 

različitim antigenima koje unosimo hranom, tekućinom i udisanjem, kripte nepčanih tonzila 

ispunjene su velikom količinom ostataka stanica i detritusom. Ispod mnogoslojnog pločastog 

epitela nepčanih tonzila, nalazi se limfatičnog tkivo s brojnim limfnim folikulima čiji limfociti 

često dolaze u kontakt sa stanicama pločastog epitela. Osim mnoštva limfnih stanica koje čine 

limfne folikule, u građi ovih struktura mogu se pronaći i nelimfne stanice koje se nalaze u 

području germinacijskih centara. U prostoru između limfnih folikula prisutni su makrofagi, 

dendritičke stanice i visoke endotelne venule koje također imaju vrlo značajnu ulogu u nastanku 

imunološkog odgovora na izvanjske antigene (Slika 1B) (6 – 8).  

 

 

Slika 1. (A) Anatomska pozicija nepčanih tonzila: 1 — tvrdo nepce; 2 — uvula; 3 — prednji 

nepčani luk; 4 — stražnji nepčani luk; 5 — nepčana tonzila. Izvor: fotografirao autor rada. (B) 

Histološki presjek kroz nepčanu tonzilu: 1 —kripta; 2 — limfoepitel; 3 — germinativni centar 

limfatičnog folikula; 4 — zona plašta; 5 — područje između limfatičnih folikula. Uvećanje 

200×; skala 50 µm. Izvor: fotografirao autor rada. 
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1.1.3. Imunološke karakteristike i funkcije nepčanih tonzila 

 

Nepčane tonzile, uz jezičnu tonzilu, adenoidne vegetacije i tubarne tonzile spadaju u 

grupu limfatičnog tkiva pod nazivom Waldeyerov limfatični prsten. Vrhunac imunološke 

aktivnosti nepčanih tonzila najčešće nastaje u prvom desetljeću ljudskoga života, a tijekom 

života broj imunološki aktivnih stanica postupno se smanjuje (9, 10). Sve strukture limfatičnog 

prstena intenzivno sudjeluju u obrambenim mehanizmima ljudskoga organizma protiv raznih 

bakterija, virusa i ostalih mikroorganizama koji se nađu na križanju između početka probavnog 

i gornjeg dišnog sustava. Štoviše, sve ranije navedene histološke podjedinice nepčanih tonzila 

(limfoepitel, germinativni centri lifmatičnih folikula i zona plašta te područje između 

limfatičnih folikula) imaju vrlo značajne zadatke i uloge u imunološkom odgovoru. 

Karakteristika limfoepitela jest da u svom sastavu, osim što se sastoji od epitelnih stanica, ima 

brojne druge stanice poput M-stanica dendritičkih stanica, makrofaga i limfocita (11). Upravo 

su M-(membranozne) stanice specifična skupina stanica koja je odgovorna za preuzimanje, 

zarobljivanje i daljnji transport antigena. Obzirom da M-stanice slabo eksprimiraju molekule 

glavnog kompleksa histokompatibilnosti klase II (engl. Major histocompatibility complex; 

MHC) i nemaju sposobnost daljnje obrade antigena, taj zadatak imaju B-limfociti, dendritičke 

stanice i makrofagi koji se nazivaju profesionalnim antigen-prezentirajućim stanicama. Osim 

antigen prezentirajućih stanica i M-stanica, važno je naglasiti kako više od polovine stanica 

limfoepitela čine B-limfociti i pomoćnički T-limfociti čiji je zadatak proizvesti različite vrste 

citokina poput interleukina-2 (IL - 2), interleukina-4 (IL - 4), interleukina-6 (IL - 6), tumorskog 

faktora nekroze alfa (TNF-α) i drugih. Naime, citokini su izuzetno bitni u regulaciji 

imunološkog odgovora te ih proizvode i druge limfatične i nelimfatične stanice (12).  

Proces obrade i prezentiranja antigena pomoćničkim T-limfocitima odvija se u 

ekstrafolikularnom prostoru. Pomoćnički T-limfociti potom djeluju na proliferaciju B-limfocita 

te njihov razvoj u memorijske B-stanice koje eksprimiraju protutijela i plazma stanice koje 

proizvode protutijela. Plazma stanice imaju sposobnost proizvodnje svih pet vrsta 

imunoglobulina (imunoglobulin M ili IgM; imunoglobulin G ili IgG; imunoglobulin A ili IgA; 

imunoglobulin D ili IgD; imunoglobulin E ili IgE), a stvaraju najveći broj IgG i IgA. Nadalje, 

memorijske stanice u doticaju s izvanjskim antigenima omogućuju stvaranje protutijela visokog 

afiniteta, a to je ključan događaj za sekundarni imunološki odgovor kod ponovnog susreta s 

istim antigenom (13, 14).  
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1.1.4. Hipertrofija nepčanih tonzila – tonzilarni problem 

 

Imunološka aktivnost nepčanih tonzila kao dijela Waldeyerovog limfatičnog prstena od 

izuzetnog je značaja za obrambene mehanizme ljudskoga organizma od različitih patogena. U 

određenog broja ljudi, a ponajviše kod djece u dobi između 3 i 6 godina, dolazi do porasta u 

veličini nepčanih tonzila koji se još naziva i hipertrofijom nepčanih tonzila. Ovisno o 

izraženosti hipertrofije nepčanih tonzila i ostalih limfatičnih tkiva Waldeyerovog limfatičnog 

prstena, u pedijatrijskoj i odrasloj populaciji može doći do pojave simptoma poput upala 

srednjeg uha, nagluhosti, hrkanja, sinuitisa, kašlja, učestalog buđenja tijekom noći, učestalih 

prehlada i problema s gutanjem (15). Štoviše, uz hipertrofiju adenoidnih vegetacija, hipertrofija 

nepčanih tonzila jedan je od glavnih čimbenika nastanka opstruktivne apneje u snu kod djece 

jer doprinosi opuštenosti mišića ždrijela tijekom spavanja i posljedično sužava gornje dišne 

puteve (16). Opstruktivna apneja u snu nerijetko ostaje nedijagnosticirana, a posljedično tomu 

i neliječena. Oko 7 % sve djece hrče tijekom cijele noći, a oko 2 % djece imaju prestanke 

disanja tijekom noći i opstruktivnu apneju u snu, a to za posljedicu dugoročno također može 

imati isprekidan san, hipoksiju, tegobe s pamćenjem, gubitak koncentracije, agresivnost i 

hiperaktivnost te kardiopulmonalne tegobe (17 – 21). 

1.1.5. Indikacije i metode kirurškog liječenja patologije nepčanih tonzila 

 

Hipertrofija limfatičnog tkiva nepčanih tonzila jedna je od najčešćih indikacija za 

tonzilektomiju (22). Kirurškom liječenju hipertrofije nepčanih tonzila i adenoidnih vegetacija 

predstoji pravilno postavljanje indikacije, multidisciplinarni pristup i dosljednost smjernicama 

za tonzilarni problem (23). Postavljanje indikacije podrazumijeva anamnestički i 

heteroanamnestički dobivene podatke o učestalosti tonzilitisa u jednoj godini, općem stanju 

pacijenta tijekom bolesti i u fazi odsutnosti tonzilitisa, trajanju simptomatologije, prisutnost 

opstrukcije dišnih puteva ili sindroma opstruktivne apneje u snu te eventualnim komplikacijama 

tonzilitisa kod pacijenta. Ne treba zaboraviti važnost sinergističkog djelovanja pedijatara, 

otorinolaringologa, infektologa, internista i drugih medicinskih grana u svrhu pravilnog 

postavljanja indikacija za tonzilektomiju (24). Shodnu tomu, AAOHNS (engl. American 

Academy of Otolaryngology–Head and Neck Surgery Foundation) 2019. godine ažuriralo je 

postojeće smjernice o indikacijama za tonzilektomiju u dječjoj populaciji. Društvo u svojim 
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smjernicama navodi kako postoji snažna indikacija za tonzilektomiju ako je pacijent imao više 

od 7 tonzilitisa u godinu dana ili više od 5 tonzilitisa u 2 uzastopne godine ili više od 3 tonzilitisa 

u 3 uzastopne godine. Nadalje, operacijsko je liječenje indicirano ako je pacijent imao više od 

jednog peritonzilarnog apscesa ili ako mu je dijagnosticiran PFAPA (engl. Periodic Fever, 

Aphthous Stomatitis, Pharyngitis, Adenitis) sindrom ili ako ima učestale tonzilitise te je 

alergičan na više antibiotika. Preporuka organizacije jest također razmotriti tonzilektomiju kod 

pacijenata s poremećajem disanja tijekom spavanja koji uz to imaju određene komorbiditete 

poput astme, ponašajne tegobe, enurezu i usporeni rast (19). Uz operacijski zahvat 

tonzilektomije, vrijedno je naglasiti i operacijski zahvat tonzilotomiju koja se zbog brzine 

oporavka pacijenata i smanjenja poslijeoperacijskih komplikacija sve više koristi kao glavna 

operacijska tehnika. S druge strane, istraživanje Hoeya i suradnika sugerira kako ostatno 

tonzilarno tkivo nakon tonzilotomije nije pokazalo značajne prednosti pri imunološkom 

odgovoru u usporedbi s tonzilektomijom. Štoviše, ostatno tonzilarno tkivo kod ove operacijske 

tehnike možebitni je rizik za ponovnu operaciju (25 – 27). Ako se osvrnemo na kvalitetu 

respiracije tijekom spavanja, epizode tonzilitisa i kvalitetu života poslije operacije, obje 

operacijske tehnike pokazale su jednake rezultate (28).  

1.2. Pepsin i njegova uloga u laringofaringealnom refluksu 

 

 Probavni sustav organski je sustav odgovoran za proces obrade hranjivih tvari u svrhu 

proizvodnje energije, funkcioniranja svake stanice u organizmu i rasta samoga organizma. 

Proces probave podijeljen je u dvije faze: prva faza podrazumijeva mehaničko usitnjavanje 

hrane do veličine koja je adekvatna za drugu fazu koja se odnosi na kemijsku obradu ranije 

usitnjene hrane. Nakon početne obrade hrane u usnoj šupljini, gdje hrana dolazi u doticaj s 

enzimima bogatom slinom, formirani bolus hrane kontrakcijama mišića ždrijela i jednjaka 

dolazi do želudca. Glavnu ulogu u kemijskoj fazi imaju upravo enzimi želučanog soka čiji je 

zadatak rascijepiti hranjive tvari do razine aminokiselina, masnih kiselina i šećera. Ključan 

enzim želučanog soka koji sudjeluje u probavi proteina, ali i zaštiti želudca od brojnih bakterija 

koje unosimo hranom, zove se pepsin (29, 30). U želudcu ga proizvode glavne stanice, ali u 

neaktivnom obliku koji se naziva pepsinogen čija je masa oko 42 kiloDaltona (kDa). U kontaktu 

sa želučanom kiselinom dio proteina se autokatalitički cijepa. Proces cijepanja proizvodi 

pepsin, koji je aktivni oblik enzima s masom od oko 36 kDa (31, 32). Kako bi se pepsinogen 



1. Uvod 

6 
 

aktivirao u pepsin, potrebni su kiseli uvjeti u čijem stvaranju je ključna još jedna sastavnica 

želučanog soka - klorovodična kiselina. Naime, pepsin je endopeptidaza najaktivnija pri pH 

vrijednostima od 1,5 do 2, a inaktivira se pri pH vrijednostima većima od 6,5. Važna je činjenica 

kako pepsin ostaje u stabilnom obliku pri vrijednostima pH do 8 te se u slučaju zakiseljavanja 

uvjeta može ponovno aktivirati (33, 34).  

Unatoč tome što ga proizvode glavne želučane stanice, pepsin se može naći i na drugim 

mjestima u ljudskome organizmu kao što su gornji i donji dišni putevi, a ako se nađe na tim 

mjestima, svojim djelovanjem na obrambene mehanizme dišnih puteva može trajno narušiti 

funkciju stanica sluznice, pojačati oksidativni stres, aktivirati upalne citokine te utjecati na 

izražaj gena koji sudjeluju u upalnim reakcijama. Štoviše, kronični utjecaj pepsina na sluznicu 

grkljana može pogodovati nastanku prekanceroza i zloćudnih promjena (35, 36, 38).  

1.2.1. Uloga pepsina u hipertrofiji limfatičnog tkiva nepčanih tonzila 

 

Hipertrofija limfatičnog tkiva nepčanih tonzila česta je pojava u pedijatrijskoj populaciji 

te je jedna od glavnih indikacija za operacijski zahvat tonzilektomiju (22, 39). Iako su ranija 

istraživanja bila usmjerena na bakterijsku etiologiju nastanka hipertrofije limfatičnog tkiva 

nepčanih tonzila, novija istraživanja primarni fokus usmjerila su na djelovanje pepsina i 

ekstraezofagealnog refluksa kao potencijalnih okidača ovakvih promjena u nepčanim tonzilama 

(33, 40).  

Kim i suradnici svojom su studijom iz 2016. godine dokazali kako je pepsin u 

hipertrofičnim tonzilama najviše prisutan u epitelu tonzilarnih kripti te da okružuje negativne 

germinativne centre i limfatične folikule sa značajnim nastankom fibroze. Izuzetno bitno 

saznanje jest i da su pepsin pozitivne stanice pronađene u području oštećenog tonzilarnog 

pločastog epitela. Daljnjim analizama Kim i suradnici predložili su dvije hipoteze o mogućem 

mehanizmu nastanka tonzilarne hipertrofije posljedično djelovanju pepsina. Prva hipoteza 

podrazumijeva izravan susret pepsina s limfocitima tonzilarnog tkiva koji posljedično 

proliferiraju i utječu na rast limfatičnih folikula i hipertrofiju tonzila. Druga hipoteza uključuje 

djelovanje makrofaga čija aktivacija u kontaktu s pepsinom izaziva lučenje citokina i upalnu 

reakciju koja dovodi do hipertrofije limfatičnog tkiva (41). Ista grupa istraživača 2018. godine 

proučavala je in vitro učinke pepsina na hipertrofiju tonzila te došla do zaključka kako broj 

CD4-pozitivnih stanica iz tkiva dječjih hipertrofičnih tonzila značajno poraste u prisutnosti 
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pepsina te da je pedijatrijska populacija osjetljivija na izloženost pepsinu u odnosu na odraslu 

populaciju (42). 

1.3. Laringofaringealni refluks - definicija i simptomatologija 

 

Laringofaringealni refluks (LPR) ili ekstraezofagealni refluks (EER) stanje je koje 

nastaje kao posljedica povratka želučanih sadržaja u područje grkljana i ždrijela, a dolaskom u 

doticaj sa sluznicom navedenog područja može dovesti do brojnih stanja kao što su laringitis, 

nazofaringitis i učestale upale srednjeg uha (43). Simptomi koji su karakteristični za LPR su 

iritirajući kašalj i laringospazam, disfagija, osjećaj postnazalnog slijevanja sekreta i osjećaj 

upaljenog grla (44). Istraživanja su pokazala izrazito velik globalni porast ovih simptoma u 

mlađoj populaciji (45). Štoviše, u posljednih pedesetak godina prevalencija LPR-a povećava se 

za 4 % na godišnjoj razini (46). Ključno je naglasiti kako je prisutnost laringofaringealnog 

refluksa jednako zastupljena i u dječjoj populaciji. Iako nema točnih podataka o prevalenciji 

laringofaringealnog refluksa u pedijatrijskoj populaciji, pretpostavlja se da je najprisutniji u 

prvoj godini života, uglavnom zbog nezrelih ezofagealnih sfinktera. Pedijatrijska populacija 

pokazala je povećanu osjetljivost na prisutnost pepsina u usporedbi s odraslima (42, 47 – 49). 

Ranije je smatrano kako su laringofaringealni refluks i gastroezofagealna refluksna bolest 

(GERB) sinonimi, ali između ova dva stanja postoje značajne razlike. Naime, nastanak LPR-a 

posljedica je slabosti gornjeg i donjeg ezofagealnog sfinktera, dok je kod GERB-a prisutna 

slabost donjeg ezofagealnog sfinktera. Iako u patofiziologiji GERB-a ima zanemarivu ulogu, 

upravo je pepsin esencijalni čimbenik za laringofaringealni refluks, za razliku od drugih 

sastavnica želučanog sadržaja poput žuči i kiselina koje ne moraju uvijek biti prisutne. 

Prevalencija gastroezofagealne refluksne bolesti u pedijatrijskoj populaciji ubrzano raste, a to 

potvrđuje podatak kako je oko 75 % djece sa simptomima poput disfonije dijagnosticirana 

gastroezofagealna refluksna bolest (50). S druge strane, malo je dokaza o prevalenciji 

laringofaringealnog refluksa u pedijatrijskoj populaciji, uglavnom zbog raznolikosti simptoma 

i ograničenih dijagnostičkih alata (51). Važna je činjenica i da su klinički simptomi, 

prezentacija i terapijski odgovor kod laringofaringealnog refluksa vrlo različiti u odnosu na 

gastroezofagealni refluks, osobito u pedijatrijskoj populaciji (52, 53).  
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1.3.1. Patogeneza laringofaringealnog refluksa  

 

Kako bi došlo do nastanka ranije navedene simptomatologije LPR-a, potreban je 

direktan kontakt između sluznice grkljana i ždrijela sa želučanim sadržajem koji ima više 

sastavnica – pepsin, klorovodična kiselina, voda, sluz, lipaze i intrinzični faktor (29). Fiziološku 

barijeru u sprječavanju takvog kontakta čine gornji i donji ezofagealni sfinkter, motorika 

muskulature jednjaka te otporna sluznica jednjaka. Tseng i suradnici svojim su istraživanjem 

postavili sumnju na moguće anatomske i fiziološke nepravilnosti u pojedinaca s 

laringofaringealnim refluksom. Naime, pacijenti s potvrđenim laringofaringealnim refluksom 

imali su značajno kraći gornji i donji ezofagealni sfinkter te značajno kraću duljinu 

intraabdominalnog jednjaka u odnosu na kontrolnu grupu zdravih pojedinaca. Također je u 

pacijenata s laringofaringealnim refluksom primjećena veća pojavnost poremećaja peristaltike 

(54). Dodatnu obrambenu ulogu na razini gornjih dišnih puteva imaju karboanhidraza izoenzim 

III (engl. carbonic anydrase isoenzyme III, CAIII) i stres protein pločastog epitela (engl. 

squamos epithelium stress protein, Sep70). Naime, CAIII djeluje na lokalno zalužnjavanje i 

posljedičnu deaktivaciju određenih sastavnica želučanog sadržaja, a Sep70 djeluje regulatorno 

na stanični prolazak bjelančevina. Osnovni čimbenik slabljenja ove fiziološke barijere jest 

pepsin. Svojim djelovanjem pepsin narušava međustanične svezei izravno smanjuje kvalitetu 

cilijarne funkcije sluznice gornjih dišnih puteva. Naime, upravo su CAIII i Sep70 glavna meta 

djelovanja pepsina te su njihove razine u prisutnosti pepsina drastično smanjenje. (37, 44, 55).  

 

1.3.2. Dijagnosticiranje laringofaringealnog refluksa 

 

Postavljanje dijagnoze LPR-a snažno se oslanja na anamnestičke podatke i klinički 

pregled sluznice grkljana i ždrijela kod pacijenata. Međutim, u svrhu temeljitije organizacije 

simptomatologije i preciznijeg dijagnosticiranja LPR-a, Belafsky i suradnici osmislili su upitnik 

pod nazivom Reflux Symptom Index (RSI) te ljestvicu za procjenu promjena na grkljanu 

posljedično LPR-u koja se naziva Reflux Finding Score (RFS) .  

Upitnik RSI primarno je usredotočen na definiranje intenziteta devet različitih 

simptoma: promuklost, potreba za pročišćavanjem grla, osjećaj veće količine sluzi u grlu ili 

postnazalne sekrecije, otežano gutanje, kašalj nakon konzumacije hrane u sjedećem položaju, 
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dispneja, osjećaj stranog tijela u grlu i žgaravica. Svaki od simptoma boduje se na ljestvici od 

0 (bez simptoma) do 5 (izraženi simptomi). Ukupni zbroj veći od 12 od mogućih 45 bodova 

temeljito postavlja sumnju na laringofaringealni refluks. Nadalje, ljestvica RFS sastavljena je 

od 8 kliničkih nalaza na grkljanu koje liječnik definira endovideolaringoskopskim pregledom: 

subglotični edem, ventrikularna obliteracija, hiperemija sluznice, edem glasnica, difuzni 

laringealni edem, hipertrofija stražnje komisure, laringealni granulom i gusta endolaringealna 

sluz. Ukupni zbroj veći od 7 od mogućih 26 bodova s velikom sigurnošću potvrđuje prisutnost 

laringofaringealnog refluksa (37, 55, 56). S druge strane, novije studije pokazuju kako RSI i 

RFS još uvijek imaju mjesta za napredak te su u određenim aspektima podložni subjektivnom 

doživljaju simptoma od strane pacijenta ili pak ne uključuju određene simptome koji su 

uobičajeni za pacijente s LPR-om (57). Važno je naglasiti kako je napredak tehnologije u 

kombinaciji s novim spoznajama o patogenezi ovog stanja doveo do novih metoda još 

preciznijeg postavljanja dijagnoze laringofaringealnog refluksa. Neke od korištenih metoda 

suPEP-TEST, imunohistokemija uzoraka grkljana i nazofarinksa te ELISA (engl.enzyme-linked 

immunosorbent assay) . Trenutna metoda izbora u dijagnostici LPR-a jest višekanalni 

intraluminalni impedancijski pH monitoring (engl. multichannel intraluminal impedance pH 

monitoring) (58, 59). Iako se 24-satno pH praćenje smatra zlatnim standardom za 

dijagnosticiranje laringofaringealnog refluksa, RSI i RFS pokazali su se praktičnim, dostupnim 

i pouzdanim dijagnostičkim alatima, kao i alatima za praćenje odgovora na terapiju 

laringofaringealnog refluksa (44, 60). 

 

1.3.3. Liječenje laringofaringealnog refluksa 

 

Pristup laringofaringealnom refluksu i posljedicama koje može imati na zdravlje 

ljudskog organizma uvelike se promijenio, počevši od najnovijih saznanja o patogenezi LPR-a 

do korisnih tehnoloških dostignuća koja su također doprinijela shvaćanju ove bolesti. Stoga se 

u posljednjem desetljeću sve veći naglasak u liječenju laringofaringealnog refluksa u dojenčadi 

i djece stavlja na promjenu prehrambenih navika, načina unosa hrane i izloženosti štetnim 

čimbenicima okoline. Naime, istraživanja su pokazala kako dojenje smanjuje vjerojatnost 

epizoda laringofaringealnog refluksa, naročito ako se podijeli u više manjih obroka tijekom 

dana. Izbjegavanje duhanskog dima, začinjene hrane, čokolade, gaziranih napitaka i pržene 
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hrane u pedijatrijskoj populaciji također smanjuje vjerojanost nastanka laringofaringealnog 

refluksa (61, 62). Drugi modaliteti liječenja poput farmakoterapije i kirurških oblika liječenja 

smatraju se drugom i trećom linijom liječenja.Meta-analiza Lechiena i grupe suradnika 

pokazala je kako korištenje inhibitora protonske pumpe, lijekova koji su ranije smatrani prvom 

linijom konzervativnog liječenja LPR-a, ima tek neznatno bolji učinak na simptome u odnosu 

na placebo. S druge strane, promjena prehrambenih navika i higijensko – dijetetske mjere 

značajno su utjecali na povlačenje simptoma i kvalitetu sluznice grkljana i u pacijenata koji su 

uzimali inhibitore protonske pumpe i u onih koji su koristili placebo (57). Važno je naglasiti 

kako dugotrajno korištenje inhibitora protonske pumpe može imati ozbiljne nuspojave te se ova 

skupina lijekova stoga ne preporuča za produljenu primjenu (57, 63). Među lijekovima koji se 

preporučaju za liječenje LPR-a su i lijekovi koji sprječavaju opuštanje donjeg jednjačnog 

sfinktera, prokinetički lijekovi i alginska kiselina (59, 64). Ako simptomatologija LPR-a 

perzistira unatoč preporučenim terapeuticima i dijetetskim mjerama, kao krajnji oblik liječenja 

u obzir dolazi kirurško liječenje. Najčešće kirurške tehnike u liječenju laringofaringealnog 

refluksa su fundoplikacija i magnetska augmentacija sfinktera. Učinkovitost ovih operacijskih 

tehnika još je uvijek kontroverzna te zahtijeva snažniju multidisciplinarnu suradnju liječnika, 

postavljanje jasnijih kriterija za dijagnosticiranje laringofaringealnog refluksa i snažnijih 

indikacija za operacijski zahvat (65, 66). 

 

1.4. Enzimi apolipoprotein B mRNA posredovanog katalitičkog polipeptida (APOBEC) 

 

Enzimi apolipoprotein B mRNA posredovanog katalitičkog polipeptida (APOBEC) 

obitelj su citidin deaminaza koje svojim djelovanjem pretvaraju citidin iz DNA i RNA u uracil. 

Važno je naglasiti kako ovi enzimi imaju značajnu ulogu u brojnim procesima u organizmu 

svih kralježnjaka. Kod ljudi, ova se obitelj sastoji od 11 enzima: APOBEC1 (A1), AID, 

APOBEC2 (A2), APOBEC3A (A3A), APOBEC3B (A3B), APOBEC3C (A3C), APOBEC3DE 

(A3DE), APOBEC3F (A3F), APOBEC3G (A3G), APOBEC3H (A3H) i APOBEC4 (A4) (67 

– 69). Svi navedeni enzimi svojim djelovanjem utječu na oblikovanje ljudskog genoma. Naime, 

APOBEC djeluju u složenim procesima prirođene i stečene imunosti organizma, metabolizma, 

virusne restrikcije te molekularne patogeneze određenih malignih tumora poput karcinoma 
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želudca, karcinoma dojke, karcinoma mokraćnog mjehura te pojedinih metastatskih procesa 

primarnih tumora (70 – 73).  

1.4.1. Aktivacijom inducirana citidin deaminaza (AID) 

 

Aktivacijom inducirana citidin deaminaza (AID) jedan je od najranije otkrivenih enzima 

APOBEC obitelji čiji se gen nalazi na kromosomu 12, zajedno s genom za enzim A1. Iako se 

prvotno mislilo kako se AID nalazi isključivo u zrelim B-limfocitima, istraživanja su pokazala 

kako se ovaj enzim nalazi i u prekursorskim stanicama B-limfocita, ali i non-B stanicama u 

kojima ga aktiviraju upalni citokini prisutni u određenim virusnim infekcijama (74, 75). AID 

je izuzetno bitan u stvaranju stečene imunosti djelovanjem na rekombinacijske procese poput 

konverzije gena, rekombinacije klasnih prekidača (eng. Class switch recombination, CSR) i 

somatskih hipermutacija, a ti se procesi odvijaju u germinativnim centrima sekundarnih 

limfatičnih organa. Štoviše, stvaranjem različlitih mutacija također je odgovoran za preinaku 

imunoglobulina (76). Osim pozitivnog utjecaja u stvaranju stečene imunosti, smatra se kako su 

greške u djelovanju AID povezane s nastankom limfomageneze i određenih autoimunih bolesti 

poput sistemskog eritematoznog lupusa i sistemske skleroze (77 – 79). Uslijed golemog utjecaja 

u fiziologiji i patofiziologiji ljudskoga organizma, predloženo je da se AID nalazi na križanju 

između imunodeficijencija i autoimunih bolesti, ali i karcinogeneze i upalnih odgovora (80). 

1.4.2. Kompleks za uređivanje apolipoproteina B tip 3 (APOBEC3) 

 

Kompleks za uređivanje apolipoproteina B tip 3 (APOBEC3) podobitelj je u skupini 

enzima APOBEC koja se sastoji od sedam paraloga (APOBEC3A-D, APOBEC3F-H) čiji se 

geni nalaze na kromosumu 22 (67). APOBEC3 jest grupa enzima koja ima ulogu inhibitora 

velikog broja virusa i retroelemenata u prirođenoj imunosti (81). Neki od virusa na koje djeluju 

su koronavirusi, herpesvirusi i humani papilomavirus (82 – 85). Osim brojnih interakcija s 

raznim virusima, važno je naglasiti kako se u posljednje vrijeme istražuje uloga APOBEC3 

enzima u imunologiji karcinoma dojke (86). 
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1.4.3. APOBEC3A i APOBEC3B 

 

Enzimi APOBEC3A i APOBEC3B predominantno sudjeluju u virusnom 

ograničavanju, ali i evoluciji nekih od virusa poput virusa hepatitisa B, parvovirusa i HIV-1 

virusa (87 – 89). Mutacije ove dvije enzimske varijante prisutne su u brojnim tumorima te su 

predmet brojnih istraživanja o infekcijama virusom hepatitisa B, Epstein-Barr virusom i 

virusom humane imunodeficijencije (HIV) (90 – 92). Nadalje, istraživanje na mišjem modelu 

melanoma pokazalo je kako je pojačana ekspresija APOBEC3B za posljedicu imala poboljšani 

učinak imunoterapije (93). 

1.4.4. APOBEC3C i APOBEC3D 

 

Za razliku od većine enzima podobitelji APOBEC3, mutacijska aktivnost enzimske 

varijante APOBEC3C vrlo je oskudna te je njegov utjecaj na izvanjske viruse gotovo je 

zanemariv (92, 94). S druge strane, APOBEC3D relativno je neistražena enzimska varijanta s 

ograničenom sposobnošću deaminacije. Primarno ima značajan utjecaj na genom HIV-1 i 

njegovu diversifikaciju, a uz druge je članove podobitelji u fokusu istraživanja patogeneze 

nastanka multiplog mijeloma (95 – 97). 

 

1.4.5. APOBEC3F, APOBEC3G i APOBEC3H 

 

Enzimska varijanta APOBEC3F ponajviše je istraživana u sklopu mehanizama nastanka 

HIV-1 otpornosti na lijekove i inhibicije navedenog virusa, ali i mehanizama evolucije virusa 

HIV-a (96, 98). Za razliku od APOBEC3F, enzimska varijanta APOBEC3G značajno je 

mutagenija i djeluje inhibitorno na veći broj virusa. Štoviše, ova varijanta predmet je najvećeg 

broja istraživanja među svim članovima APOBEC3 podobitelji (69, 99). Posljednji član 

podobitelji APOBEC3H ujedno je i enzim s najviše varijanti te vrlo malom antivirusnom 

aktivnošću.  

1.4.6. Stanična i podstanična lokalizacija APOBEC enzima 

 

Stajališta o staničnoj i podstaničnoj lokalizaciji enzima APOBEC obitelji pokazala su 

se oprečnima. Kada govorimo o podstaničnoj lokalizaciji enzima, ranija istraživanja pokazala 
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kako se AID nalazi u citoplazmi te kruži između jezgre i citoplazmatskog prostora. Jezgra je 

glavna lokalizacija APOBEC3B, dok se u citoplazmi mogu pronaći APOBEC3D, APOBEC3F 

i APOBEC3G. Dvojnu lokalizaciju, onu u jezgri i citoplazmi, imaju APOBEC3A, APOBEC3C 

i APOBEC3H (100 – 102). S druge strane, istraživanje Seishime i suradnika na uzorcima 

adenoidnih vegetacija i nepčanih tonzila pokazalo je kako su svi članovi APOBEC3 podobitelji 

bili zastupljeni i u jezgri i u citoplazmi, a razlika u rezultatima moguća je posljedica različitosti 

tkiva na kojima su provedena istraživanja. Ista je grupa istraživača analizama stanične 

lokalizacije enzima utvrdila kako je izražaj aktivacijom inducirane citidin deaminaze u 

stanicama epitela bio je vrlo sličan izražaju u germinacijskim centrima, a taj podatak ne korelira 

s ranijim istraživanjima. Slično kao u epitelnim stanicama, u kriptama nepčanih tonzila 

većinom su bili prisutni APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F, APOBEC3G i 

APOBEC3H, dok je APOBEC3D predominantno bio izražen u krvnim žilama. Najzastupljeniji 

u germinacijskim centrima bili su APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F, APOBEC3G i 

APOBEC3H (103 – 105).  

1.4.7. Izražaj APOBEC enzima u tkivu nepčanih tonzila 

 

Iako su saznanja o izražaju APOBEC enzima u hipertrofičnom limfatičnom tkivu 

nepčanih tonzila vrlo ograničena, istraživanje Seishime i suradnika sugerira kako su razine 

APOBEC3 enzima i enzima AID u ovom tkivu međusobno u korelaciji. Uspoređujući 

hipertrofično tkivo adenoidnih vegetacija s tkivom nepčanih tonzila, snažniji izražaj u tkivu 

nepčanih tonzila imali su APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3G i APOBEC3H, dok je razina 

izražaja AID i APOBEC3F bila veća u hipertrofičnima adenoidnim vegetacijama (104). S druge 

strane, karakteristika fenotipa pacijenata s autosomno recesivnim Hiper-IgM sindromom, koji 

je posljedica mutacija u ljudskom genu za aktivacijom induciranu citidin deaminazu, jest 

hipertofija limatičnog tkiva nepčanih tonzila (106).
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2. HIPOTEZA 

 

Pepsin utječe na izražaj AID i APOBEC3 u limfatičnom tkivu nepčanih tonzila.
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3. CILJ ISTRAŽIVANJA 

 

1. Ispitati prisutnost pepsina u uzorcima sline ispitanika elektroforezom proteina i Western 

blot metodom. 

2. Ispitati prisutnost pepsina u uzorcima nepčanih tonzila ispitanika imunohistokemijskim 

bojenjima. 

3. Ispitati povezanost prisutnosti pepsina s izražajem gena AID i APOBEC3 u limfatičnom 

tkivu nepčanih tonzila ispitanika PCR (engl. Polymerase chain reaction) metodom.
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4. MATERIJALI I METODE 

 

4.1. Ustroj studije 

 

Studija je ustrojena kao izvorni (originalni) znanstveno-istraživački rad po tipu presječnog 

istraživanja. 

4.2. Izjava o etičnosti 

 

Istraživanje je provedeno uz odobrenje Etičkih povjerenstava Kliničkog bolničkog centra 

Osijek i Medicinskog fakulteta Osijek Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera Osijek 

(R1/13151/2021), uz strogo pridržavanje prema etičkim načelima navedenim u Nürnberškom 

kodeksu i Helsinškoj deklaraciji. Svi pacijenti uključeni u studiju bili su mlađi od 18 godina. 

4.3. Ispitanici i materijali 

 

Istraživanje je započelo 16. lipnja 2021., a završilo je 15. rujna 2023. U istraživanje je 

bilo uključeno 80 pedijatrijskih bolesnika Kliničkog bolničkog centra Osijek s indikacijom za 

tonzilektomiju uz određene kriterije uključivanja i isključivanja (Tablica 1). Navedena veličina 

uzorka donesena je na temelju istraživanja Seishime i suradnika u kojem je na osnovu 67 

uzoraka dobivena statistički značajna razlika u izražaju aktivacijom inducirane citidin 

deaminaze u hipertrofičnim nepčanim tonzila ispitanika mlađih od 16 godina u odnosu na 

populaciju stariju od 16 godina, uz snagu od 0,8 i odabranu razinu značajnosti alpha (α) = 0,05 

(104).  

  Uzorci limfatičnog tkiva prikupljeni su od ispitanika/djece koja su bila podvrgnuta 

operativnom zahvatu tonziloadenotomija na Klinici za otorinolaringologiju i kirurgiju glave i 

vrata Kliničkog bolničkog centra Osijek. Svi roditelji, zakonski skrbnici ispitanika prije 

pristupanja postupku ispitivanja bili su upoznati sa svrhom i protokolom studije te su odobrili 

sudjelovanje vlastoručnim potpisom informiranog pristanka.  

Izvor dobivenih podataka su heteroanamneza, opći ORL pregled koji uključuje 

otoskopiju, prednju rinoskopiju, orofaringoskopiju, indirektoskopski pregled larinksa te 

prošireni ORL endoskopski fiberoptički pregled stražnjeg dijela nosne šupljine, nazofarinksa, 
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retropalatuma, orofarinksa te larinksa te rezultati PCR i imunohistokemijske analize 

limfatičnog tkiva adenoidnih vegetacija i tonzila. Podaci su redovno unošeni u, za ovo 

istraživanje, kreiranu bazu podataka. Unos podataka rađen je tijekom istraživanja, a baza je 

redovito pohranjivana uz izradu sigurnosnih kopija. 

Kriteriji za uključivanje bili su dob ispod 18 godina, detaljna anamneza i hipertrofija 

nepčanih tonzila potvrđena fizikalnim pregledom, te ocjena Brodsky tonzila od 2+ i više. 

Ljestvica ocjenjivanja po Brodskyju klasificirana je u pet stupnjeva: stupanj 0 podrazumijeva 

prethodnu tonzilektomiju, stupanj 1 implicira da su tonzile skrivene unutar stupova, stupanj 2 

implicira da su krajnici izvan prednjeg stupa i da zauzimaju 25–50 % prostora ždrijela, stupanj 

3 označava da krajnici su izvan stupova i zauzimaju 50-75 % faringealnog prostora, a stupanj 

4 označava da tonzile zauzimaju više od 75 % faringealnog prostora (107). Kriteriji za 

isključenje bili su pozitivan antistreptolizinski titar, maligne bolesti, sistemske reumatološke 

bolesti, trauma glave i vrata, prethodno onkološko liječenje i kontraindikacije za 

tonzilektomiju.  

Indikacije za tonzilektomiju uključuju prisutnost opstruktivne apneje tijekom spavanja 

u djece i učestale upale krajnika više od 7 godišnje ili 5 upala krajnika godišnje tijekom dvije 

godine. Tonzilektomije su obavljene u općoj anesteziji, uz uzimanje uzorka tkiva iz područja 

donjih krajnika. Nisu zabilježene postoperativne komplikacije. Uzorci nepčanih tonzila 

fiksirani su u neutralnoj puferiranoj 4 % otopini formaldehida (Biognost, Zagreb, Hrvatska), 

dehidrirani u uzlaznoj alkoholnoj seriji (Biognost, Zagreb, Hrvatska), pročišćeni u ksilenu 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Sjedinjene Države) i ugrađeni u histološki parafinski 

vosak (Merck, Darmstadt, Njemačka). Uzorci sline uzeti prije operacije pohranjeni su u 

transportne epruvete i pohranjeni u hladnjaku na -80 °C nakon dodatka 10× otopine kompletnih 

mini inhibitora proteaze (Roche, Basel, Švicarska). Tkivo krajnika korišteno je za 

imunohistokemijsku detekciju anti-pepsina A, dok su uzorci sline korišteni za Western blot 

analizu anti-pepsina A. 
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Tablica 4. 1. Uključni i isključni kriteriji istraživanja 

Uključni kriteriji  Isključni kriteriji 

 Dob ispod 18 godina 

 Hipertrofija nepčanih tonzila potvrđena 

kliničkim pregledom i uvidom u 

medicinsku povijest pacijenta 

 Veličina tonzila po Brodsky ljestvici  2 

 Pozitivan antistreptolizinski titar 

 Kontraindikacije za tonzilektomiju  

 Sistemske reumatološke bolesti, trauma 

glave i vrata, prethodno onkološko 

liječenje 

 

4.4. Western Blot analiza pepsina A u slini 

 

 Prije elektroforeze, ukupni proteini u uzorcima sline određeni su Bradfordovom 

metodom u jažicama ravnog dna mikropločice prema uputama proizvođača (Biorad, Hercules, 

CA, SAD), a rezultati su korišteni za normalizaciju uzorka. Uz uzorke subjekata, prethodno 

obojena proteinska ljestvica — srednja molekularna težina (Abcam, Cambridge, UK) i 

standardni uzorci od 1 µg i 0,1 µg svinjskog želučanog mukoza pepsina A (sc-271798, Santa 

Cruz Biotechnology, Portland, OR, SAD) korišteni su u prvoj, drugoj i trećoj jažici. Hoeffer 

SE250 Western blot sustav s lijevanim 1,5 mm 12 % Bis-Tris gelovima s 1,25 % 2,2,2-

trikloroetanolom za detekciju bez mrlja korišten je za provođenje uzoraka pri 25 mA po gelu. 

Uzorci su blotirani na PVDF membranu (Merck) u Towbin puferu s 20 % metanola pomoću 

TE22 Mini Tank Blotting Unit (Hoeffer inc. San Francisco, CA, SAD). Nakon toga, membrane 

su inkubirane u otopini za blokiranje koja je sadržavala 3 % m/v goveđeg serumskog albumina 

(BSA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, SAD) i u PBS puferu s 0,1 % Tween (PBS-T) za jedan 

sat na sobnoj temperaturi. U sljedećem koraku, membrane su inkubirane u primarnoj otopini 

antitijela do 48 sati uz rotaciju na 4 °C. Primarno korišteno protutijelo bilo je anti-Pepsin A u 

razrjeđenju 1:500 (sc-271798, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, SAD). Nakon inkubacije 

u primarnoj otopini antitijela, membrane su isprane u 1×PBS-T puferu, nakon čega je uslijedila 

inkubacija u odgovarajućoj sekundarnoj otopini antitijela dva sata na sobnoj temperaturi uz 

rotaciju. Nakon toga, membrane su ponovno isprane u 1×PBS-T, zatim inkubirane u 

odgovarajućoj otopini dobavljača (Immun-Star WesternC Kit, Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) i 

vizualizirane korištenjem sustava za vizualizaciju ChemiDocTM Imaging system (Bio -Rad, 

Hercules, CA, SAD). Dobiveni rezultati analizirani su i kvantificirani pomoću softvera 
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ImageJ/FIJI (National Institutes of Health, Maryland, SAD). Prikaz Western blot membrana 

sastoji se od prva dva uzorka koji su standardi svinjskog pepsina, te uzoraka sline ispitanika. 

Normalizacija intenziteta signala provedena je pomoću stain-free blottinga (Slika 4.1. – 4.8.). 

 

 

 

Slika 4. 1. Prikaz Western blot membrane sa standardima i uzorcima 1-14. Izvor: fotografirao 

autor rada.  

 

 

 

 

Slika 4. 2. Prikaz Western blot membrane sa standardima i uzorcima 15-26. Izvor: fotografirao 

autor rada. 
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Slika 4. 3.Prikaz Western blot membrane sa standardima i uzorcima 27-38. Izvor: fotografirao 

autor rada. 

 

 

 

 

 

Slika 4. 4. Prikaz Western blot membrane sa standardima i uzorcima 39-50. Izvor: fotografirao 

autor rada. 
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Slika 4. 5. Prikaz Western blot membrane sa standardima i uzorcima 51-62. Izvor: fotografirao 

autor rada. 

 

 

 

  

 

Slika 4. 6. Prikaz Western blot membrane sa standardima i uzorcima 63-74. Izvor: fotografirao 

autor rada. 
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Slika 4. 7. Prikaz Western blot membrane sa standardima i uzorcima 75-80. Izvor: fotografirao 

autor rada. 

4.5. Imunohistokemijska detekcija pepsina u tonzilarnom tkivu 

 

Imunohistokemijska detekcija pepsina u tonzilarnom tkivu izvedena je u Kliničkom 

zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek sustavom VENTANA Bench Mark Ultra 

prema protokolu proizvođača. Prilikom unosa postupka za anti-Pepsin A anti-tijelo (sc-271798, 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, SAD) u sustav Ventana Bench Mark Ultra, u uređaj je 

unesen i njegov protokol. Svaki je uzorak bio označen barkodom. Dio tkiva 2 s parafinom na 

stakalcu umetnut je u uređaj i podvrgnut je potpuno automatiziranom procesu deparafinizacije 

pomoću koncentrata EZ Prep (LOT 206236-01, REF 950-102), koji je razrijeđen u omjeru 1:10, 

stavljen u spremnik, a zatim nanesen na stakalca pomoću uređaja. Detekcija Pepsina A 

provedena je pomoću kompleta Ultra View Universal DAB Detection (REF 760-500, LOT 

G07369) prema protokolu proizvođača. Nakon deparafinizacije stakalca su isprana reakcijskim 

puferom, koji je razrijeđen miješanjem 2 L reakcijskog pufera s 18 L destilirane vode (REF 

950-300, LOT D05414). Razrijeđeni pufer stavljen je u spremnik iz kojeg je uređaj izvukao 

otopinu. Inhibicija endogene peroksidaze provedena je korištenjem Ultra View Universal DAB 

inhibitora (3 % H2O2) tijekom 10 minuta, nakon čega je slijedilo ispiranje u reakcijskom 

puferu. Vraćanje antigena u tkivo, kao potencijalno mjesto vezivanja, postignuto je 

inkubacijom s Ultra CC1 (Ultra Cell Conditioner 1, pH 8,4) tijekom 30 minuta, nakon čega je 

uslijedilo ispiranje u reakcijskom puferu. Korišteno anti-pepsin A antitijelo bilo je mišje 

monoklonsko antitijelo iz Santa Cruz Biotechnology, razrijeđeno u omjeru 1:100. Inkubacija je 
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trajala 40 minuta na sobnoj temperaturi. Označena mjesta imunoreakcije vizualizirana su 

pomoću Ultra View DAB Chromogena i Ultra View Universal DAB Coppera tijekom 5 minuta. 

Nakon bojenja stakalca su isprana reakcijskim puferom. Bojanje hematoksilinom izvedeno je 

pomoću automatiziranog sustava iz kompleta Ventana. Stakalca su isprana destiliranom 

vodom, rehidrirana nizom alkoholnih kupki od nižih do viših koncentracija i ručno očišćena u 

zamjeni za ksilen izvan uređaja (53). Nakon čišćenja od zamjene za ksilen, stakalca su 

prekrivena automatskim poklopcem u Dako Sakura sustavu, prekrivenim Sakura Tissue-Tek 

Cover Slipping Film (LOT 4840210). Stakalca su ispitana pod mikroskopom OLYMPUS 

BX46 (Olympus, Tokyo, Japan) pri povećanju od 200×. Pozitivna kontrola bio je ljudski 

želudac u kojem je navedena pozitivnost bila puno izraženija i intenzivnije izražena u svim 

staničnim i mišićnim strukturama. 
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Slika 4. 8. Imunohistokemija tkiva tonzila obojenog protiv pepsina i vizualiziranog s DAB-

HRP reakcijom. Povećanje 200×; mjerilo 50 µm.  Na slikama su prikazani ljudski želudac kao 

pozitivna kontrola (a); tkivo nepčane tonzile - negativno bojenje (b) i tkivo nepčane tonzile - 

pozitivno bojenje (c). U svim staničnim i mišićnim strukturama ljudskog želudca pozitivna 

reakcija bila je puno izraženija. Izvor: fotografirao autor rada. 
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Slika 4. 9. Imunohistokemija tkiva tonzila obojenog protiv pepsina i vizualiziranog s DAB-

HRP reakcijom. Povećanje 400×; mjerilo 20 µm.  Na slikama su prikazani ljudski želudac kao 

pozitivna kontrola (a); tkivo nepčane tonzile - negativno bojenje (b) i tkivo nepčane tonzile - 

pozitivno bojenje (c). Izvor: fotografirao autor rada. 



4. Materijali i metode 

26 
 

 

 

Slika 4. 10. Raspodjela pepsin pozitivno obojenih stanica. Povećanje 200×; mjerilo 50 µm.  

Stanice su uglavnom vizualizirane u području kripti (a i b), u području oko germinacijskih 

centara (c i d) te u području s izraženom fibrozom u odnosu na ostatak tkiva nepčanih tonzila 

(e i f). Izvor: fotografirao autor rada. 
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Slika 4. 11. Raspodjela pepsin pozitivno obojenih stanica. Povećanje 400×; mjerilo 20 µm. 

Stanice su uglavnom vizualizirane u području kripti (a i b), u području oko germinacijskih 

centara (c i d) te u području s izraženom fibrozom u odnosu na ostatak tkiva nepčanih tonzila 

(e i f). Izvor: fotografirao autor rada. 
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4.6. Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR, eng. Real Time-

Polymerase chain reaction) 

 

Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu izvedena je u Laboratoriju za 

analizu DNA pri Medicinskom fakultetu u Osijeku uz pomoć Quant Studio 3/5 Real Time PCR 

računalnog programa na Quant Studio 5 uređaju prema protokolu proizvođača (Qiagen, Hilden, 

Njemačka). 

4.6.1. Izolacija RNA iz tkiva nepčanih tonzila 

 

Kako bi se prvotno izolirala RNA iz ciljanog tkiva, svaki uzorak nepčane tonzile 

prethodno je bio otopljen na sobnoj temperaturi te je od svakog uzorka mehanički izdvojeno 

150-200 mg tkiva. Potom se u pothlađenim uvjetima, nakon dodavanja 1 mL trireagensa u svaki 

uzorak, učinila homogenizacija uzorka. Dobiveni homogenat pohranjen je u sterilne tubice te 

je u svaki dodano 550 µL kloroforma, a potom je slijedilo vorteksiranje uzoraka u trajanju od 

5 sekundi. Uzorci su zatim podvrgnuti centrifugiranju kroz 15 minuta na 4 °C i 20 000 G. Po 

završetku centrifugiranja u novu je sterilnu tubicu izdvojeno  500 mikrolitara gornje, vodene 

faze uzorka te je dodano 500 µL izopropranola, a nakon toga je slijedilo vorteksiranje kroz 5 

sekundi. Slijedilo je ponovno centrifugiranje uzoraka kroz 10 minuta na 4 °C i 20 000 G. 

Dobiveni  supernatant je odliven, a na pelet RNA dodano je 1 mL 75 %-tnog etanola. Ponovno 

je učinjeno centrifugiranje uzoraka kroz 10 minuta na 4 °C i 20 000 G, a potom je iz tubica s 

uzorcima odliven etanol. Uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi  sat vremena u svrhu 

isparavanja ostatnog etanola. Na dobiveni se pelet RNA, ovisno o njegovoj veličini, dodalo 30-

50 µL Accugene vode slobodne od DNA i RNA nukleaza te se potom pelet otopio na 60 °C 

kroz 2 minute. Čistoća dobivenih izolata RNA izmjerena je pomoću Qubit 3.0 Fluorometra, a 

potom su izolati RNA pohranjeni u hladnjak na -80 °C do postupka sinteze cDNA. 

4.6.2. Sinteza cDNA iz RNA izolata tkiva nepčanih tonzila 

 

Postupak sinteze cDNA iz RNA izolata tkiva nepčanih tonzila učinjen je pomoću 

komercijalnog kompleta reagensa za sintezu cDNA (QuantiTech Reverse Transcription Kit, 

Qiagen, Hilden, Njemačka). Prvotno su izolati RNA otopljeni na ledu, a reagensi za reverznu 

transkripciju otopljeni su na sobnoj temperaturi. Zatim je započet postupak eliminacije 
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genomske DNA iz izolata RNA uz pomoć pufera za eliminaciju gDNA i vode slobodne od 

DNA i RNA nukleaza ukupnog volumena od 14 µL (Tablica 2.)  

 

Tablica 4. 2. Komponente za postupak eliminacije gDNA  

Komponenta Volumen Koncentracija 

Pufer za eliminaciju gDNA 7x 2 µL 1x 

RNA uzorak 360/600 ng(do 1 µg)  

RNA-za free voda Variable  

Ukupni volumen 14 µL  

 

 

 

Pomiješane komponente su inkubirane na 42 °C kroz 2 minute. Sljedeći korak podrazumijevao 

je pripremu smjese za sintezu cDNA ukupnog volumena od 20 µL (Tablica 3.). Potom je 

slijedila inkubacija kroz 15 minuta na 42 °C, a zatim inkubacija kroz 3 minute na 95 °C.  

 

 

Tablica 4. 3. Priprema RT Master Mixa 

Komponenta Volumen Koncentracija 

Quantiscript Reverzna Transkriptaza 1 µL  

Quantiscript RT Pufer, 5x 4 µL 1x 

RT Primer Mix 1 µL  

Cjelovita genomska DNA  14 µl   

Ukupni volumen 20 µL  
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4.6.3. Kvantitativna analiza genske ekspresije primjenom lančane reakcije polimerazom 

u stvarnom vremenu  

  

4.6.3.1. Priprema standardnih krivulja 

 

Nakon učinjene sinteze cDNA, pristupilo se pripremi standardnih krivulja 

amplifikacijom ciljnih (A3B, A3G, AID) i referentnog (ACTB) gena u 5 serijskih razrjeđenja 

standardnog uzorka A. Standardni uzorak A pripremljen je udruženjem više cDNA uzoraka, a 

u svrhu sinteze koncentriranog bazena svih vrsta prisutnih prijepisa, čijim se serijskim 

razrijeđenjem dobiva široki koncentracijski raspon za testiranje učinkovitosti PCR 

amplifikacije i ciljnih i referentnih genskih meta. Svi ispitivani kompleti početnica pokazali su 

podjednako visoku učinkovitost amplifikacije cDNA kalupa, u rasponu od 88.3 – 117.5 % 

(Slike 5 - 8). Preciznost qPCR mjerenja određena je linearnim korelacijskim koeficijentom 

(R2), koji je varirao u rasponu od 0.989-0.997. Sva mjerenja provedena su na uređaju 

QuantStudio 5 real-time PCR (Thermo Fisher Scientific, SAD) u duplikatu, a podaci su 

analizirani računalnim programom QuantStudio Design & Analysis Software v1.5.1. 

 

Za pripremu standardne krivulje, odabrano je 3 uzorka (RNA radne koncentracije 50 

ng/μl (ukupno 600 ng/uzorku), te je za svaki uzorak učinjena reverzna transkripcija u ukupnom 

volumenu od 20 μl, dodatkom 4 μl Quantiscript RT pufera, 1 μl RT Primer mješavine, 1 μl 

enzimske smjese Quantiscript Reverse Transcriptase, 2 µl vode slobodne od DNA i RNA 

nukleaza te 12 μl ukupne RNA koncentracije 50 ng/μl. Dobivena cDNA 3 uzorka udružena je 

u jedan uzorak volumena 60 μl koji je potom razrijeđen 4 puta dodatkom 180 μl vode slobodne 

od RNA nukleaza na ukupni volumen od 240 μl. U sljedećem koraku pripremljeno je 5 serijskih 

razrjeđenja (A, B, C, D, E), pri čemu je svaki uzorak razrijeđen 4 puta u odnosu na prethodni. 

Pripremljeni standardi su alikvotirani i do trenutka upotrebe pohranjeni na -20 °C.  
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Slika 4. 12. Prikaz standarne krivulje A za referentni gen beta-aktin. 

 

 

 

Slika 4. 13. Prikaz standarne krivulje A za ciljni gen AID. 
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Slika 4. 14. Prikaz standarne krivulje A za ciljni gen A3B 

 

 

 

 

Slika 4. 15. Prikaz standarne krivulje A za ciljni gen A3G 
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4.6.3.2. Analiza izražaja genskih prijepisa 

 

Za provođenje posljednjeg koraka lančane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu 

korišten je komercijalni komplet reagensa QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, 

Hilden, Njemačka), i početnice za amplifikaciju prijepisa gena koji kodiraju beta-aktin, A3G, 

A3B i AID (Metabion International AG, Planegg, Njemačka). Smjesa za amplifikaciju genskih 

prijepisa u ukupnom volumenu od 10 µl, pripremljena je miješanjem 5 µl  QuantiNova SYBR 

Green PCR Master Mix reagensa, 0,7 µl obje početnice koncentracije 10µM i 3,6 µl cDNA 

(Tablica 4.). Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu učinjena je na uređaju Quant 

Studio 5 sukladno temperaturnim uvjetima koji su prikazani u Tablici 5., a zabilježene Ct 

vrijednosti  analizirane su uz pomoć Quant Studio 3/5 Real Time PCR računalnog programa. 

Sva mjerenja serijskih razrjeđenja standarda i uzoraka provedena su u duplikatu, pa je za 

cjelovitu analizu izražaja svakog pojedinog gena bilo potrebno učiniti dvije qPCR reakcije, pri 

čemu je u prvom qPCR bloku analizirano 5 standarda i 40 uzoraka u duplikatu, a u drugom 5 

standarda i 35 uzoraka u duplikatu. 

 

 

Tablica 4. 4. Priprema RT-PCR Mixa  

Komponenta Blok s 96 dubokih jažica Koncentracija  

2x QuantiNova SYBR Green 

PCR Master Mix 

5 µL 1x 

Početnica A  0,7 uL 0,7 µM 

Početnica B  0,7 uL 0,7 µM 

RNA-za free voda   

Uzorak cDNA 3,6 uL < 100ng/ reakcija 

Ukupni volumen 10 µL  
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Tablica 4. 5. Uvjeti ciklusa izvođenja RT-PCR 

Korak Vrijeme Temperatura Način rada Komentari 

Inicijalna aktivacija 2 min 95 °C Maksimum Aktivacija 

Denaturacija 5 s 95 °C Maksimum  

Combined/annealing 

extension 

10 s 60 °C Maksimum Skupljanje 

podataka o 

fluorescenciji 

Broj ciklusa 35-40   Ovisno o količini 

cDNA 

 

4.7. Statističke metode 

 

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike 

kategorijskih varijabli testirane su Hi kvadrat (2) testom. Normalnost raspodjele kontinuiranih 

varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Kontinuirani podatci su opisani aritmetičkom 

sredinom i standardnom devijacijom u slučaju raspodjele koja slijedi normalno, a u ostalim 

slučajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike kontinuiranih varijabli 

između dviju nezavisnih skupina testirane su Mann-Whitneyevim U testom (uz iskazanu 

Hodges-Lehmannovu razliku medijana i 95 % raspon pouzdanosti razlike) ili t-testom (uz 

iskazanu razliku i 95 % raspon pouzdanosti). U slučaju tri i više nezavisnih razlika se testirala 

analizom varijance (ANOVA), a u slučaju određivanja utjecaja nalaza imunohistokemije uz 

utjecaj dobi ispola koristila se dvosmjerna analiza varijance. Ocjena povezanosti dana je 

Pearsonovim koeficijentom korelacije (R). Razlike u ekspresiji gena s obzirom na 

imunohistokemijski nalaz pepsina u slini uz korekciju za dob učinila se analizom kovarijance 

(ANCOVA). Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina značajnosti je postavljena na α = 0,05. Za 

statističku analizu korišteni su statistički programi MedCalc® Statistical Software version 

22.018 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2024) i SPSS 23.0 

(Released 2015. IBM. Armonk, NY: IBM Corp.). 
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5. REZULTATI 

5.1. Osnovna obilježja ispitanika  

 

U istraživanje je uključeno 80 bolesnika kojima je prijeoperacijski učinjena timpanometrija, 

određena klinička procjena veličine nepčanih tonzila prema Brodsky klasifikaciji, a tijekom 

operacijskog zahvata uzet je uzorak nepčane tonzile za imunohistokemijsku analizu prisutnosti 

pepsina. Ukupno je 45 (56 %) bolesnika pozitivno na pepsin, a 35 (44 %) negativno na pepsin 

u nepčanim tonzilama.  

Medijan dobi bolesnika je 8 godina, u rasponu od 4 do najviše 16 godina, bez značajne razlike 

prema skupinama. Bolesnika muškog spola je 44 (55 %).  

Uslijed nalaza timpanograma, najviše bolesnika, 39 (49 %) ima A tip, a najmanje njih 15 (19 %) 

B tip. Veličina nepčanih tonzila (Brodsky klasifikacija) je medijana 3, u rasponu od 2 do najviše 

4, bez značajne razlike u odnosu na skupine (Tablica 5.1.). 

 

Tablica 5. 1. Obilježja bolesnika prema imunohistokemijskom nalazu pepsina u nepčanim 

tonzilama 

 
Pepsin + 

(n = 45) 

Pepsin – 

(n = 35) 

Ukupno 

(n = 80) 

Razlika 

(95 % raspon 

pouzdanosti) 

P 

Dob (godine) 

[Medijan (interkvartilni 

raspon)] 

7 

(6 – 9,5) 

8 

(6 – 10) 

8 

(6 – 10) 

1 

(-1 do 2) 
0,28* 

Spol      

Muški 28 (62) 16 (46) 44 (55)  0,14† 

Ženski 17 (38) 19 (54) 36 (45)   

Timpanogram      

A tip 21 (46) 18 (51) 39 (49)  0,10† 

B tip 12 (27) 3 (9) 15 (19)   

C tip 12 (27) 14 (40) 26 (32)   

Brodsky klasifikacija 

[Medijan (interkvartilni 

raspon)] 

3  

(3 - 4) 

2  

(2 - 3) 

3 

 (3 – 4) 

0 

 (-1 do 0) 
0,29* 

*Mann Whitney U test (Hodges – Lehmannova razlika medijana); † Hi kvadrat test 



5. Rezultati 

36 
 

Nisu uočene značajne razlike u dobi bolesnika i u veličini nepčanih tonzila (Brodsky 

klasifikacija) glede spola bolesnika, kao što nisu uočene razlike u raspodjeli bolesnika uslijed 

nalaza timpanometrije u odnosu na spol (Tablica 5.2.). 

 

Tablica 5. 2. Obilježja bolesnika prema spolu 

 
Muški spol 

(n = 44) 

Ženski 

spol 

(n = 36) 

Ukupno 

(n = 80) 

Razlika 

(95 % raspon 

pouzdanosti) 

P 

Dob (godine) 

[Medijan (interkvartilni 

raspon)] 

8 

 (6 – 10) 

7,5 

(6 – 9,5) 

8 

(6 – 10) 

0 

(-1 do 1) 
0,77* 

Timpanogram      

A tip 20 (45) 19 (53) 39 (49)  0,59† 

B tip 10 (23) 5 (14) 15 (19)   

C tip 14 (32) 12 (33) 26 (32)   

Brodsky klasifikacija 

[Medijan (interkvartilni 

raspon)] 

3  

(3 – 3) 

3  

(2,5 – 4) 

3 

 (3 – 4) 
0 (0 do 0) 0,82* 

*Mann Whitney U test (Hodges – Lehmannova razlika medijana); † Hi kvadrat test 

 

 

5.2. Western blot analiza uzorka sline 

 

Western blot analiza uzoraka sline nije otkrila značajne razlike u razinama pepsina između 

imunohistokemijski (IHC) pozitivnih i IHC negativnih skupina. Prikaz rezultata Western blot 

analize podrazumijeva postotak signala pepsina izračunat u odnosu na 1 µg standarda proteina 

pepsina unesenog u prve dvije jažice (Slika 5.1.).  

Signali pepsina bili su slabi i prvenstveno detektirani na oko 36 kDa. Korištenje standarda 

proteina pepsina kao prva dva uzorka pomoglo je ublažiti probleme u vezi s položajem trake 

pepsina u uzorcima sline.  
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                            Slika 5. 1. Western blot analiza pepsina u uzorku sline 

 

 

Dvosmjerna analiza varijance utjecaja spola i dobi na pozitivne ili negativne nalaze pepsina u 

uzorcima sline nije pokazala značajne povezanosti između vrijednosti (Tablica 5.3.). 

 

Tablica 5. 3. Dob ispitanika glede spola i nalaza imunohistokemije 

Spol Imunohistokemija 
Broj 

djece 

Aritmetička sredina 

 dobi (SD) 

95% raspon 

pouzdanosti 
P* 

Muški 

spol 

Negativno 18 6,88 (0,78) 5,54 do 8,23 

0,77 

Pozitivno 23 7,87 (0,57) 6,45 do 9,29 

Ženski 

spol 

Negativno 17 7,00 (0,69) 5,42 do 8,57 

Pozitivno 18 7,55 (0,76) 5,86 do 9,25 

SD – standardna devijacija; *dvosmjerna ANOVA 
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5.3. PCR analiza uzoraka nepčanih tonzila 

 

PCR je učinjen kod ukupno 75 bolesnika, od kojih je 42 (56 %) imalo pozitivan nalaz pepsina, 

a 33 (44 %) su negativna nalaza.  

 

Nema značajne razlike u dobi, spolu, nalazu timpanometrije i veličini nepčanih tonzila 

(Brodsky klasifikacija) između pepsin pozitivnih i pepsin negativnih bolesnika kojima je 

učinjen PCR (Tablica 5.4.). 

 

Također, u skupini bolesnika kojima je učinjen PCR ne uočavaju se značajne razlike u dobi i 

veličini nepčanih tonzila (Brodsky klasifikacija) glede spola, kao što se ne razlikuje značajno 

niti raspodjela bolesnika prema nalazu timpanometrije glede spola (Tablica 5.5.). 

 

Tablica 5. 4. Obilježja bolesnika prema imunohistokemijskom nalazu (PCR) (n = 75) 

 Pepsin 

PCR + 

(n = 42) 

Pepsin 

PCR – 

(n = 33) 

Ukupno 

(n = 75) 

Razlika 

(95 % raspon 

pouzdanosti) 

P 

Dob (godine) 

[Medijan (interkvartilni 

raspon)] 

8  

(6 – 10) 

8 

(6 – 10,5) 

8 

(6 – 10) 

-1 

(-2 do 1) 
0,41 

Spol      

Muški 27 (64) 15 (45) 42 (56)  0,10† 

Ženski 15 (36) 18 (55) 33 (44)   

Timpanogram      

A tip 19 (45) 17 (52) 36 (48)  0,10† 

B tip 12 (29) 3 (9) 15 (20)   

C tip 11 (26) 13 (39) 24 (32)   

Brodsky klasifikacija 

[Medijan (interkvartilni 

raspon)] 

3 

(3 – 4) 

3  

(2 – 3) 

3 

(3 – 4) 
0 (0 do 0) 0,45 

*Mann Whitney U test (Hodges – Lehmannova razlika medijana); † Hi kvadrat test 
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Tablica 5. 5. Obilježja bolesnika kojima je učinjen PCR (n = 75) prema spolu (PCR) 

 
Muški spol 

PCR 

(n = 42) 

Ženski spol 

PCR 

(n = 33) 

Ukupno 

(n = 75) 

Razlika 

(95 % 

raspon 

pouzdanosti) 

P 

Dob (godine) 

[Medijan (interkvartilni 

raspon)] 

8 

 (6 – 10) 

8 

(6 – 10) 

8 

(6 – 10) 

0 

(-1 do 2) 
0,37* 

Timpanogram      

A tip 19 (45) 17 (52) 36 (48)  0,65† 

B tip 10 (24) 5 (15) 15 (20)   

C tip 13 (31) 11 (33) 24 (32)   

Brodsky klasifikacija 

[Medijan (interkvartilni 

raspon)] 

3  

(3 – 3) 

3  

(2,5 – 4) 

3 

 (3 – 4) 
0 (0 do 0) 0,45* 

*Mann Whitney U test (Hodges – Lehmannova razlika medijana); † Hi kvadrat test 

 

Ispitao se izražaj gena A3G, A3B i AID (logaritamska transformacija) i uočava se da nema 

značajne razlike u izražaju između A3G, A3B i AID (Tablica 5.6. i Slika 5.2.). 

 

 

Tablica 5. 6. Izražaj gena A3G, A3B i AID (logaritamska transformacija) 

 
Aritmetička 

sredina (SD) [log] 
Minimum Maksimum P* 

A3G -0,147 (0,97) -2,12 3,09 

0,49 A3B -0,137 (1,16) -3,04 3,68 

AID -0,092 (1,53) -3,84 4,34 

*ANOVA  
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                               Slika 5. 2. Izražaj gena A3G, A3B i AID 

 

 

Pearsonovim koeficijentom korelacije R ocijenila se međusobna povezanost izražaja gena, 

povezanost izražaja gena s dobi bolesnika i s veličinom nepčanih tonzila (Brodsky 

klasifikacija). 

 

Što je veći izražaj gena A3G, to je veći i izražaj gena A3B (R = 0,505). Značajna je i povezanost 

izražaja gena A3B s AID, odnosno kod većeg izražaja gena A3B veći je i izražaj gena AID (R 

= 0,348). Uočava se da postoji značajna, pozitivna i slabija veza između dobi bolesnika i 

izražaja gena A3G (R = 0,373), dok izražaji drugih gena nisu u značajnoj vezi s dobi bolesnika 

(Tablica 5.7.). 
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Tablica 5. 7. Međusobna povezanost izražaja gena A3G, A3B i AIDs dobi bolesnika i veličinom 

nepčanih tonzila (Brodsky klasifikacija) 

Geni 

Pearsonov koeficijent korelacije R (P vrijednost) 

A3G A3B AID Dob 
Brodsky 

skor 

A3G -   
0,373 

(0,001) 

-0,027 

(0,82) 

A3B 
0,505 

(<0,001) 
-  

0,234 

(0,05) 

-0,026 

(0,83) 

AID 
0,162 

(0,17) 

0,348 

 (0,003) 
- 

0,130 

(0,27) 

-0,032 

(0,78) 

 

Nisu uočene značajne razlike u izražaju gena uslijed imunohistokemijskog nalaza pepsina u 

nepčanim tonzilama, a također, ne razlikuje se izražaj gena unutar pojedine skupine prema 

imunohistokemijskom nalazu pepsina u nepčanim tonzilama (Tablica 5.8., Slika 5.3.). 

 

Tablica 5. 8. Izražaj gena A3G, A3B i AID (logaritamska transformacija) 

  Aritmetička sredina (SD) [log] 
Razlika 

(95 % raspon 

pouzdanosti) 

P† 
Pepsin 

 PCR + 

(n = 42) 

P* 

Pepsin  

PCR – 

(n = 33) 

P* 

A3G 
-0,263 

(0,93) 

0,92 

4,63·10-11 

(1,03) 

>0,99 

0,263 

(-0,188 do 0,713) 
0,25 

A3B 
-0,241 

(1,01) 

-1,36·10-9 

(1,33) 

0,241 

(-0,309 do 0,791) 
0,39 

AID 
-0,164 

(1,48) 

2,83·10-9 

(1,60) 

0,165 

(-0,548 do 0,877) 
0,65 

*ANOVA; †t-test 
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Slika 5. 3. Razlike u izražaju gena uslijed imunohistokemijskog nalaza pepsina u nepčanim 

tonzilama (PCR) (logaritamska transformacija)  

Uzimajući u obzir povezanost gena A3G s dobi bolesnika učinjena je analiza kovarijance 

(ANCOVA) izražaja svih gena između pepsin pozitivne i negativne skupine bolesnika uz 

korekciju za dob, te je potvrđeno da nema značajne razlike u izražaju gena uslijed nalaza 

pepsina (Tablica 5.9.). 

 

Tablica 5. 9. Izražaj gena A3G, A3B i AID (logaritamska transformacija) uslijed 

imunohistokemijskog nalaza pepsina u nepčanim tonzilama uz korekciju za dob 

 Aritmetička sredina 

(95 % raspon pouzdanosti)  P* 

PepsinPCR + Pepsin PCR – 

A3G 
-0,224  

(-0,505 do 0,058) 

-0,049 

 (-0,367 do 0,269) 
F(1,72) = 0,66 0,42 

A3B 
-0,217 

(-0,572 do 0,138) 

-0,031 

(-0,440 do 0,378) 
F(1,69) = 0,47 0,50 

AID 
-0,144 

(-0,618 do 0,330) 

-0,027 

(-0,562 do 0,508) 
F(1,72) = 0,11 0,75 

*ANCOVA (korekcija za dob) 
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Nisu uočene značajne razlike u izražaju gena glede spola. Također, ne razlikuje se izražaj gena 

niti unutar pojedine skupine prema spolu (Tablica 5.10., Slika 5.4.). 

 

Tablica 5. 10. Izražaj gena A3G, A3B i AID glede spola (logaritamska transformacija)  

  Aritmetička sredina (SD) [log] Razlika 

(95 % raspon 

pouzdanosti) 

P† Muški spol 

(n = 42) 
P* 

Ženski spol 

(n = 33) 
P* 

A3G 
-0,111 

(1,12) 

0,97 

-0,194 

(0,77) 

0,94 

-0,08 

(-0,52 do 0,35) 
0,70 

A3B 
-0,155 

(1,29) 

-0,113 

(0,96) 

0,04 

(-0,51 do 0,60) 
0,88 

AID 
-0,082 

(1,60) 

-0,105 

(1,46) 

-0,02 

(-0,74 do 0,69) 
0,95 

*ANOVA; †t-test 

 

 

 

Slika 5. 4. Razlike u izražaju gena glede spola (logaritamska transformacija)  
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Nisu uočene značajne razlike u izražaju gena uslijed nalaza timpanometrije. Također, ne 

razlikuje se izražaj gena niti unutar pojedinog nalaza timpanometrije (Tablica 5.11., Slika 5.5.). 

 

Tablica 5. 11. Izražaj gena A3G, A3B i AID uslijed nalaza timpanometrije (logaritamska 

transformacija) 

  Aritmetička sredina (SD) [log] uslijed nalaza timpanometrije 

P* Timpanogram  

A 
P* 

Timpanogram  

B 
P* 

Timpanogram  

C 
P* 

A3G -0,127 (0,96) 

0,80 

-0,449 (0,84) 

0,67 

0,011 (1,06) 

0,79 

0,36 

A3B -0,099 (1,11) -0,116 (0,69) -0,203 (1,45) 0,94 

AID 0,055 (1,52) -0,199 (1,49) -0,247 (1,61) 0,73 

*ANOVA  

 

 

 

 

Slika 5. 5. Razlike u izražaju gena uslijed nalaza timpanometrije (logaritamska transformacija) 
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6. RASPRAVA 

 

Dosadašnja znanstvena istraživanja o hipertrofiji nepčanih tonzila uglavnom su se 

fokusirala na pojedine čimbenike kao moguće uzročnike hipertrofije limfatičnog tkiva, poput 

pojedinih sastavnica želučanog sadržaja ili određenih mikroorganizama.  Do danas, pregledom 

dostupne znanstvene literature, ovo je prvo znanstveno istraživanje kojem je cilj bio analizirati 

učinak pepsina na ekspresiju gena A3B, A3G i AID i na hipertrofiju nepčanih tonzila u 

pedijatrijskoj populaciji. Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su kako u odabranoj 

populaciji pedijatrijskih ispitanika nema povezanosti izražaja gena AID, A3G i A3B i 

prisutnosti pepsina u nepčanim tonzilama. 

6.1. Osnovna obilježja ispitanika 

U ovoj je studiji operacijskom zahvatu tonzilektomiji podvrgnuto 80 ispitanika, od kojih 

je 44 bilo muškoga spola, a 37 ženskoga spola. Medijan dobi bolesnika je 8 godina, u rasponu 

od 4 do 16 godina. Za utvrđivanje veličine nepčanih tonzila korištena je Brodsky klasifikacija, 

a medijan veličine nepčanih tonzila za ovu grupu ispitanika bio je 3, u rasponu od 2 do 4 (107). 

Važno je napomenuti kako postoji više klasifikacija veličine nepčanih tonzila. Osim Brodsky 

klasifikacije, postoji i klasifikacija veličine nepčanih tonzila po Friedmanu, a ona 

podrazumijeva određivanje veličine nepčanih tonzila uspoređujući odnose tonzile s okolnim 

strukturama usne šupljine i orofarinksa (108). Također, u kliničkoj praksi koristi se i djelomično 

izmijenjena Brodsky klasifikacija koja se još naziva ljestvicom tri stadija (engl. three-grade 

scale). S obzirom na postojanje razlika u klasifikacijskim sistemima veličine nepčanih tonzila, 

analiziranjem znanstvene literature pokušali smo odabrati najoptimalniju klasifikaciju za ovu 

studiju. Prema studiji Kumara i suradnika koja je uspoređivala tri navedena klasifikacijska 

sustava na uzorku od 116 pedijatrijskih ispitanika, klinički najoptimalniji sustav za klasifikaciju 

veličine tonzila bila bi Brodsky klasifikacija (109). Studija Nga i suradnika također navodi 

Brodsky klasifikaciju kao najbolju opciju za što preciznije definiranje veličine nepčanih tonzila 

(110). Osim navedenih klasifikacijskih sustava, fokus određenih istraživanja bio je usmjeren 

na još preciznije definiranje veličine nepčanih tonzila, a to ponajviše podrazumijeva korištenje 

fotografija i određenih radioloških tehnika (111, 112). S obzirom na potencijalne dodatne 

troškove, dodatno definiranje veličine nepčanih tonila nije uzeto u obzir u ovome istraživanju. 
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6.2. Prikupljanje i analiza uzoraka sline pedijatrijskih ispitanika 

Prilikom izrade ovog doktorskog rada, uzorci sline prikupljeni su od pacijenata u 

jednom navratu, ujutro po dolasku na dogovoreni operacijski zahvat. Pacijenti su zamoljeni da 

10 do 12 sati prije uzimanja uzorka sline izbjegavaju konzumaciju hrane i pića te oralnu 

higijenu. Obzirom da je prije izvođenja same studije pretpostavljeno kako će prikupljanje 

uzoraka sline za minimalno 80 ispitanika u studiji trajati više mjeseci te kako će uzorci morati 

biti pohranjeni u adekvatnim uvjetima sve do ispunjenja ciljanog broja ispitanika, pregledom 

dostupne literature željeli smo provjeriti može li tijekom vremena doći do pada koncentracije 

pepsina u uzorcima sline koji su pohranjeni do podvrgavanja daljnjim analizama. Kang i 

suradnici proveli su mjerenja koncentracija pepsina u uzorcima sline koji su bili pohranjeni u 

trajanju između jednog tjedna i šest mjeseci. Rezultati studije govore u prilog stabilnosti 

koncentracija pepsina u uzorcima koji su analizirani unutar perioda pohrane u navedenoj studiji 

(113). Nakon dovoljnog broja prikupljenih uzoraka sline, uzorci su podvrgnuti Western blot 

analizi u svrhu detekcije pepsina. U ovom je istraživanju ukupno 56 % ispitanika imalo 

pozitivan nalaz pepsina u slini koji je detektiran Western blot metodom. Istraživanje Wanga i 

suradnika na sličnom uzorku ispitanika pokazalo je pozitivan nalaz u gotovo 80 % slučajeva, 

dok je studija Haddada i suradnika pokazala prisutnost salivarnog pepsina u 48 % pedijatrijskih 

ispitanika. U istraživanju Zhou i suradnika detektirano je gotovo 70 % pozitivnih nalaza pepsina 

u slini pedijatrijskih pacijenata koji su imali hipertrofiju adenoidnih vegetacija (114 – 116). Za 

razliku od ispitanika koji su sudjelovali u izradi ovog doktorskog rada i čija je simptomatologija 

bila vezana za tonzilarni problem, brojne studije koje su se bavile detekcijom pepsina u slini 

ispitanika kod kojih je prethodno postavljena sumnja na laringofaringealni refluks pokazale su 

veću zastupljenost pozitivnih uzoraka sline, dok je u kontrolnoj skupini među zdravim 

pojedincima izostao pozitivan nalaz pepsina u slini. S druge strane, više studija potvrdilo je 

kako pepsin može biti prisutan i u slini zdravih ispitanika koji nisu imali simptomatologiju 

laringofaringealnog refluksa (117 – 119).  

Obzirom da smo uzorke sline ispitanika uzimali isključivo u jutarnjim satima prethodno 

operacijskom zahvatu, usporedili smo rezultate drugih studija o vremenu i frekvenciji uzimanja 

uzoraka sline s našim rezultatima. Studija Na i suradnika pokazala je kako je razina pepsina u 

slini značajno veća u periodu nakon jutarnjeg buđenja u odnosu na period nakon konzumacije 

hrane. Iako su u svojoj studiji također imali najviše vrijednosti pepsina u slini u jutarnjim 
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uzorcima ispitanika, Zhang i suradnici smatraju kako takav način uzorkovanja nema dobru 

dijagnostičku vrijednost (120, 121). Ispitanici Weitzendorfera i suradnika imali su najviše 

izmjerene razine pepsina u slini nakon ručka i večere (122). Također, Hayat i suradnici svojom 

su studijom utvrdili više razine pepsina u slini nakon konzumacije hrane i pića u odnosu na 

period nakon jutarnjeg buđenja (123). Istraživanje Fortunata i suradnika stavilo je naglasak na 

višestruko uzimanje uzoraka sline u različitim periodima dana u svrhu pojačavanja osjetljivosti 

samoga testa i dobivanja objektivnih mjerenja koncentracije pepsina u slini pojedinaca. 

Istraživanje Lechiena i suradnika prvo je istraživanje koje je prilikom višestrukih mjerenja 

pepsina tijekom dana iz uzoraka sline ispitanika ispitivalo osjetljivost, specifičnost, preciznost 

mjerenja i prediktivnu vrijednost i dokazalo točnije rezultate kod višestrukih mjerenja pepsina 

u slini ispitanika. (124 – 126). U odnosu na Lechiena i suradnika koji su analizirali slinu iz 

uzoraka ispitanika u tri navrata tijekom dana, Zhang i suradnici u dvanaest su navrata 

ispitanicima uzimali uzorke sline te su došli do zaključka kako se povećanjem broja 

uzorkovanja tijekom dana povećava osjetljivost, a bez promjena u specifičnosti samoga testa 

(121). Studija Wanga i suradnika višestrukim je testiranjem pepsina u slini 138 ispitanika 

dokazala prisutnost pepsina u više od 100 ispitanika. Daljnjom analizom došli su do zaključka 

kako je kod gotovo polovine ispitanika s višestrukim pozitivnim testovima sline na pepsin 

jutarnje testiranje bilo negativno. Stoga je glavna preporuka ove skupine istraživača uzimanje 

više uzoraka sline ispitanika tijekom dana u svrhu objektivnijih rezultata ispitivanja (127). 

Preporuku o višestrukom uzorkovanju sline ispitanika također je dala i skupina istraživača 

jedne kineske studije iz 2021. godine. Njihovi rezultati pokazali su dvostruko veću preciznost 

u detekciji laringofaringealnog refluksa kod ispitanika koji su podvrgnuti višestrukim 

uzorkovanjima sline u odnosu na uzimanje jednog uzorka sline (128). 

Obzirom na činjenicu kako je velik broj istraživanja u posljednjim desetljećima pokazao  

varijabilnost u postotku pozitivnih uzoraka sline ispitanika na pepsin, fokus određenih studija 

bio je usmjeren na osjetljivost i specifičnost metoda kojima se analiziraju uzorci sline 

ispitanika. Naime, prednost metoda poput ELISA-e i Western blota je mogućnost 

kvantificiranja rezultata, ali visoki financijski zahtjevi i nedostupnost ograničavaju širu 

primjenu ovih metoda. (124, 129). S druge strane, brojne studije koriste dostupnije i 

jednostavnije metode detekcije pepsina u slini poput Peptest komercijalnog kita. Studija Guoa 

i suradnika dokazala je umjerenu dijagnostičku vrijednost korištenja Peptesta u 
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dijagnosticiranju pepsina u slini i posljedičnom dijagnosticiranju laringofaringealnog refluksa, 

dok je studija Zelenik i suradnika pokazala kako pozitivan nalaz Peptesta podrazumijeva visoku 

vjerojatnost prisutnosti laringofaringealnog refluksa (130, 131). Jedna austrijska studija na 41 

ispitaniku koji je prema kriterijima pripadao grupi pacijenata s laringofaringealnim refluksom 

uspjela je pomoću Peptesta dokazati prisutnost pepsina u uzorcima sline u više od 85 % 

ispitanika. Prema njihovoj studiji, specifičnost je Peptesta iznosila oko 86 %, dok je osjetljivost 

iznosila oko 41 %. Ista je studija analizirala potencijalnu vrijednost orofaringealnog pH 

monitoringa u detekciji laringofaringealnog refluksa, no istraživanje je pokazalo kako 

orofaringealni pH monitoring nema značajnu dijagnostičku vrijednost u detekciji ove bolesti 

(122).  Važno je naglasiti kako za detekciju pepsina u slini također postoji novi fluorescencijski 

test čija bi učinkovitost mogla biti predmet brojnih istraživanja u budućnosti (132, 133).  

6.3. Imunohistokemijska analiza uzoraka nepčanih tonzila 

Ispitanicima koji su sudjelovali u ovom je istraživanju, osim uzoraka sline za analizu 

prisutnosti pepsina, uzet je i uzorak tkiva nepčane tonzile. Uzorci tkiva nepčanih tonzila 

ispitanika podvrgnuti su imunohistokemijskim bojenjima u svrhu utvrđivanja prisutnosti 

pepsina. Od ukupnog broja od 75 ispitanih uzoraka, 45 uzoraka tkiva nepčanih tonzila (56 %) 

bilo je pozitivno na pepsin, što odgovara jednakom broju uzoraka sline koji su bili pozitivni na 

pepsin. S druge strane, u svim uzorcima nepčanih tonzila 54 pedijatrijska ispitanika u studiji 

Kima i suradnika imunohistokemijskim bojenjima dokazana je prisutnost pepsina. Štoviše, 

prisutnost pepsina dokazana je i u 30 odraslih ispitanika iste skupine istraživača uz napomenu 

kako postoje razlike u pozitivitetu bojenja među pacijentima (41). Huang i suradnici 

imunohistokemijskim bojenjima dokazali su prisutnost pepsina u 73 % uzoraka uvećanih 

adenoidnih vegetacija pedijatrijskih ispitanika. Također su uočili kako razina prisutnosti 

pepsina pozitivno korelira s veličinom adenoidnih vegetacija, dok u ovome doktorskome radu 

nije bilo značajnih razlika u veličini nepčanih tonzila između pepsin pozitivnih i pepsin 

negativnih pacijenata (134). Imunohistokemijskim bojenjima uzoraka hipertrofičnih lingvalnih 

tonzila pacijenata Huang i suradnici utvrdili su prisutnost pepsina u gotovo 90 % uzoraka te su 

daljnjim analizama došli do spoznaje kako makrofazi mogu imati utjecaj na hipertrofiju ove 

sastavnice Waldeyerovog limfatičnog prstena. Slične rezultate glede prisutnosti pepsina u 

uzorcima hipertrofičnih lingvalnih tonzila dobila je još jedna grupa istraživača, ali na nešto 

većem uzorku (135, 136). Harris i suradnici analizirali su prisutnost pepsina u uvećanim 
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adenoidnim vegetacijama pedijatrijskih pacijenata te uspoređivali rezultate s kontrolnom 

grupom zdravih pedijatrijskih ispitanika. Imunohistokemijskim bojenjima uzoraka obje 

skupine nisu utvrdili prisutnost pepsina ni u jednom uzorku. Prisutnost pepsina u bioptatima 

hipertrofičnih adenoidnih vegetacija nije utvrđena ni u studiji Formaneka i suradnika (137, 

138). Za razliku od studija koje su analizirale prisutnost pepsina u uzorcima limfatičnih tkiva 

Waldeyerovog limfatičnog prstena, istraživanje Luoa i suradnika svoj je primarni fokus 

usmjerila na dokazivanje prisutnosti pepsinogena, prekursora pepsina, i pepsina u uzorcima 

adenoidnih vegetacija i sadržaja iz srednjeg uha pedijatrijskih ispitanika koji su imali sekretorne 

upale srednjeg uha. Studija je pokazala značajno veće količine pepsinogena u uzorcima 

adenoidnih vegetacija ispitanika koji su imali sekretorne upale srednjeg uha u odnosu na 

ispitanike koji nisu imali tegobe sa sekretornim upalama srednjeg uha. To je ovu skupinu 

istraživača dovelo do pretpostavke o mogućem pojavljivanju pepsinogena, a potom i aktivnog 

oblika pepsina, u području adenoidnih vegetacija putem laringofaringealnog refluksa (139).  

Imunohistokemijskom analizom uzoraka nepčanih tonzila pedijatrijske populacije 

pacijenata, u ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je kako je pozitivno bojenje na pepsin 

uglavnom vizualizirano oko germinativnih središta, vezivnog tkiva i u marginalnim zonama. 

Kim i suradnici su, u svojoj studiji, otkrili da je pepsin najviše koncentriran u epitelu tonzilarnih 

kripti, te da okružuje negativne germinativne centre i limfatične folikule, što može pridonijeti 

razvoju fibroze. Osim toga, njihova istraživanja su pokazala da je pepsin prisutan i u području 

oštećenog tonzilarnog epitela, sugerirajući potencijalnu ulogu pepsina u oštećenju tkiva i 

aktivaciji upalnih procesa. Iako su mehanizmi djelovanja pepsina na hipertrofiju nepčanih 

tonzila i dalje nedovoljno istraženi, Kim i njegovi suradnici predložili su nekoliko mogućih 

mehanizama. Jedan od njih je izravan susret pepsina s limfocitima, koji može djelovati kao 

okidač za razvoj hipertrofije limfatičnog tkiva. Nadalje, istraživanja sugeriraju da pepsin može 

izazvati snažan upalni odgovor i oslobađanje citokina, što može doprinijeti razvoju hipertrofije. 

U dodatnim in vitro istraživanjima, Kim i suradnici su otkrili da je pokretljivost i održivost 

makrofaga direktno ovisna o količini pepsina s kojima dolaze u kontakt. Ti nalazi pružaju 

dodatnu podršku hipotezi da pepsin može aktivirati makrofage i potaknuti upalni odgovor, što 

bi moglo doprinijeti razvoju hipertrofije limfatičnog tkiva (41).  

S druge strane, postoji nekoliko studija koje su u fokus svojih istraživanja stavile odnos 

pepsina s drugim sastavnicama Waldeyerovog limfatičnog prstena. Naime, jedna studija 
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pokazala je kako su visoke razine pepsina pozitivno povezane s izraženošću hipertrofije 

lingvalne tonzile (135). Huang i suradnici također smatraju kako pepsin ima izuzetno bitnu 

ulogu u laringofaringealnom refluksu te da bi stimulacija makrofaga pepsinom mogla dovesti 

do hipertrofije lingvalne tonzile (136). Više istraživanja o hipertrofiji adenoidnih vegetacija u 

pedijatrijskoj populaciji pokazalo je značajnu prisutnost pepsina u uvećanim adenoidnim 

vegetacijama, što govori u prilog pepsinu kao vrlo mogućem okidaču u mehanizmu nastanka 

hipertrofije ovog dijela Waldeyerova limfatičnog prstena (114, 134, 140). Studija Purnella i 

suradnika analizom je uzoraka adenoidnih vegetacija više od 200 djece utvrdila kako je kod 

gotovo polovine ispitanika postavljena sumnja na laringofaringealni refluks, a trećina tih 

ispitanika imala je izražene simptome bolesti (141). Istraživanje Hana i suradnika prometnulo 

je laringofaringealni refluks kao mogući rizični čimbenik za komplikacije nakon operacijskog 

zahvata uklanjanja adenoidnih vegetacija u pedijatrijskoj populaciji (142).   

6.4. AID, A3B i A3G i njihov izražaj u limfatičnim tkivima  

Aktivacijom inducirana citidin deaminaza i kompleks za uređivanje apolipoproteina B 

tip 3 spadaju u skupinu citidin deaminaza sa širokim djelovanjem na ljudski organizam, 

poglavito u nastanku brojnih patoloških stanja poput karcinoma i autoimunih bolesti. AID i 

APOBEC3 također su predmet mnogih istraživanja o ponašanju virusa u ljudskom organizmu 

(143, 144). Unatoč velikom interesu znanstvene zajednice za otkrivanjem mehanizama 

djelovanja ovih citidin deaminaza, djelovanje AID i APOBEC u nepčanim tonzilama i ostalim 

sastavnicama Waldeyerovog limfatičnog prstena neistraženo je područje. Hipoteza ovog 

istraživanja bila je da upravo pepsin ima utjecaj na ekspresiju AID i APOBEC3 i hipertrofiju 

limfatičnog tkiva nepčanih tonzila. S obzirom da APOBEC3 obitelj broji 11 članova od kojih 

neki zbog svoje slabe mutacijske aktivnosti nisu bili istraživani, u središte su ovog istraživanja 

uz AID postavljena 2 člana APOBEC3 obitelji: A3B i A3G. Varijanta A3G predmet je najvećeg 

broja istraživanja među članovima APOBEC3 obitelji, dok je A3B varijanta karakteristična po 

izrazitom mutacijskom potencijalu (99). Istraživanje Koninga i suradnika pokazalo je kako su 

A3G, zajedno s A3F, značajno izraženi u limfocitima te da profil izražaja ova dva člana 

APOBEC obitelji uvelike ovisi o količini limfatičnog tkiva pojedinog tkiva koje se analizira. 

Značaj AID ponajviše je izražen u činjenici da ova citidin deaminaza ima veliku ulogu u 

rekombinacijskim procesima stečene imunosti koji se odvijaju u sekundarnim limfatičnim 

organima poput nepčanih tonzila i adenoidnih vegetacija (76). Seishima i suradnici po prvi su 
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puta proučavali ekspresiju AID i 5 članova obitelji APOBEC3 u nepčanim tonzilama i 

adenoidnim vegetacijama pacijenata. Prilikom pretraživanju literature tijekom pisanja 

doktorskog rada ovaj je znanstveni rad bio jedini rad koji se bavi problematikom izražaja 

obitelji citidin deaminaza u limfatičnim tkivima Waldeyerovog limfatičnog prstena.  

Za razliku od našeg istraživanja u kojemu su ciljana populacija bila osobe mlađe od 18 

godina uz medijan dobi bolesnika od 8 godina, Seishima i suradnici u svoje su istraživanje 

uključili različite dobne kategorije. Također, potonje istraživanje analiziralo je ekspresijske 

profile citidin deaminaza na uzorcima nepčanih tonzila pacijenata koji su imali kronične 

tonzilitise i peritonzilarni apsces, dok je u našem istraživanju jedan od isključnih kriterija bio 

pozitivan antistreptolizinski titar koji pokazuje prisutnost protutijela na streptolizin O koji 

stvara beta hemolitički streptokok grupe A (145). Osim analize izražaja citidin deaminaza u 

tkivu nepčanih tonzila, Seishima i suradnici istu su analizu proveli i na još jednog sastavnici 

Waldeyerovog limfatičnog prstena, a to su adenoidne vegetacije. Rezultati Seishimine analize 

pokazuju kako razine izražaja AID i drugih članova APOBEC3 obitelji u adenoidnim 

vegetacijama, uz iznimku varijante A3F, koreliraju s razinama izražaja istih citidin deaminaza 

u nepčanim tonzilama. U usporedbi s izražajem u adenoidnim vegetacijama, razine A3B i A3G 

bile su značajno više u nepčanim tonzilama. Izražaj AID bio je veći u adenoidnim vegetacijama 

nego u nepčanim tonzilama. U ovome doktorskom ispitivanjem izražaja gena uočava se kako 

nema značajne razlike u izražaju između A3G, A3B i AID u nepčanim tonzilama. 

Nadalje, Seishima i suradnici ispitali su povezanost dobi i izražajnih profila citidin 

deaminaza u tkivu nepčanih tonzila i adenoidnih vegetacija. Analizom podataka došli su do 

zaključka kako razine izražaja A3G i A3H značajno koreliraju s dobi pacijenata podvrgnutih 

operacijskom zahvatu tonzilektomije. S druge strane, izražaj AID nema značajnu korelaciju s 

dobi pacijenata. Takvi rezultati pokazuju stabilnost uz mogući porast izražaja analiziranih 

članova APOBEC3 obitelji tijekom starenja. Naše istraživanje pokazalo je kako uz veći izražaj 

gena A3G postoji i veći izražaj gena A3B. Značajna je i povezanost ekspresije gena A3B s 

AID, odnosno kod veće ekspresije gena A3B, veća je i ekspresija gena AID. Također je uočeno 

kako postoji značajna, pozitivna i slabija veza između dobi bolesnika i ekspresije gena A3G, 

dok ekspresije drugih gena nisu u značajnoj vezi s dobi bolesnika. Seishima zaključno navodi 

kako su podaci o značajnim infekcijama prije operacije uz različitu dob bolesnika mogli utjecati 

na same rezultate istraživanja (104). Istraživanje Revyja i suradnika o nastanku autosomno 
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recesivnog oblika Hiper-IgM sindroma pokazalo je kako uzrok nastanka sindroma leži u 

nedostatku aktivacijom inducirane citidin deaminaze. Učestali klinički nalaz kod pacijenata s 

ovim sindromom je hipertrofija nepčanih tonzila i limfadenopatija. Histološkom analizom 

limfatičnog tkiva pacijenata uočeni su izrazito veliki germinacijski centri s brojnim 

makrofagima ispunjenim apoptotičkim tjelešcima. Pretpostavka autora jest da u nedostatku 

adekvatne aktivacijom inducirane citidin deaminaze ne postoji mehanizam ograničavanja 

proliferacije limfocita B i posljedične hipertrofije limfatičnog tkiva (106). Za razliku od 

autosomno recesivne varijante bolesti, u X-vezanom Hiper-IgM sindromu postoji nedostatak 

germinacijskih centara u lifmatičnim tkivima (146). 

Osim ne toliko istraženog izražaja aktivacijom inducirane citidin deaminaze i sastavnica 

obitelji kompleksa za uređivanje apolipoproteina B tip 3 u limfatičnim tkivima Waldeyerovog 

limfatičnog prstena, ove sastavnice predmet su brojnih istraživanja o limfomagenezi i 

karcinogenezi. Naime, aberantan izražaj aktivacijom inducirane citidin deaminaze kod 

određenog dijela pedijatrijske populacije može dovesti do nastanka Burkittovog limfoma, vrlo 

agresivnog limfoma B-staničnog porijekla (147). Također, ne treba zanemariti utjecaj 

aktivacijom inducirane citidin deaminaze u nastanku difuznog B velikostaničnog limfoma, 

oblika limfoma koji čini gotovo petinu Non-Hodgkin limfoma u pedijatrijskoj populaciji (148). 

Zabrinjavajuća je i činjenica kako se sastavnice kompleksa za uređivanje apolipoproteina B tip 

3 smatraju jednim od glavnih izvora mutageneze kod nastanka karcinoma u ljudskom 

organizmu (91, 149).  Od svih sastavnica kompleksa za uređivanje apolipoproteina B tip 3, 

A3B ima najveći izražaj u ljudskom organizmu, dok je još veći, patološki izražaj A3B 

primjećen je u primarnom efuzijskom limfomu i desetak različitih karcinoma među kojima je 

potrebno istaknuti karcinome glave i vrata (150, 151). A3G također ima mutageni potencijal 

koji je najizraženiji u nastanku karcinoma mokraćnog mjehura (152). 

6.5. Tonzilarni problem i utjecaj na kvalitetu života pedijatrijskih ispitanika 

Limfatično tkivo nepčanih tonzila, uz druge sastavnice Waldeyerovog limfatičnog 

prstena, predstavlja ključno tkivo u imunološkom obrambenom mehanizmu ljudskog tijela (4). 

Hipertrofija nepčanih tonzila vrlo je često stanje u pedijatrijskoj populaciji, a uz hipertrofiju 

adenoidnih vegetacija smatra se jednim od najčešćih uzroka opstruktivne apneje u snu. Važno 

je valjano procijeniti optimalni modalitet liječenja za svakog pacijenta s obzirom na to da se 

procjenjuje kako gotovo 5 % pedijatrijske populacije ima simptome opstruktivne apneje u snu, 
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a uzimajući u obzir potencijalne posljedice dugotrajne opstruktivne apneje u snu, kao što su 

povećani kardiovaskularni rizik te problemi u ponašanju i koncentraciji, postaje ključno donijeti 

odluke o optimalnom modalitetu liječenja (19, 153, 154). Stoga je tonzilarni problem oduvijek 

je predstavljao izazov za liječnike obiteljske medicine, pedijatre i otorinolaringologe, ali i druge 

liječnike poput infektologa i mikrobiologa koji se jednako često susreću s ovom 

problematikom. Ne treba zaboraviti kako hipertrofija sastavnica Waldeyerovog limfatičnog 

prstena značajno narušava kvalitetu života u pedijatrijskoj populaciji. Kako bi liječnik donio 

valjanu i pravovremenu odluku o liječenju, u tome veliku ulogu imaju smjernice za tonzilarni 

problem s naglaskom na važnost multidisciplinarnog pristupa ovome problemu (23). Iako je 

istraživanje Marcusa i suradnika pokazalo kako gotovo 80 % pedijatrijskih pacijenata s 

opstruktivnom apnejom u snu nakon tonziloadenotomije više nema izražene simptome, 

operacijsko liječenje može imati ozbiljne komplikacije poput dehidracije, primarnog i 

sekundarnog krvarenja i smrtnog ishoda (155, 156). Jedna španjolska studija pokazala je kako 

tonziloadenotomija u pedijatrijskom populaciji ima izuzetno bitan učinak na snižavanje razina 

upalnih citokina te kako je učinak operacijskog zahvata na smanjenje razina određenih 

proupalnih čimbenika vidljiv već u prvom mjesecu nakon zahvata (157). Ako simptomatologija 

perzistira i nakon operacijskog zahvata ili je rizik operacije za pacijenta značajan, postoje 

nekirurški oblici liječenja poput neinvazivne ventilacije, protuupalnih lijekova kao što su 

antagonisti leukotrienskih receptora i intranazalni kortikosteroidi te udlage za donju čeljust. 

Jedna indijska studija iz 2024. godine analizirala je učinke homeopatskih lijekova na 

hipertrofično limfatično tkivo adenoidnih vegetacija i nepčanih tonzila pedijatrijskih ispitanika 

te su rezultati pokazali kako je personalizirana terapija ovim lijekovima značajno utjecala na 

smanjenje simptomatologije kod pedijatrijskih ispitanika (158 – 161). Važno je naglasiti kako 

se često zanemaruje segment kvalitete života djece prije i nakon operacijskog zahvata na 

nepčanim tonzilama i adenoidnim vegetacijama. Naime, jedna turska studija iz 2021. godine 

bavila se analizom učinka hipertrofije limfatičnog tkiva nepčanih tonzila i adenoidnih 

vegetacija na higijenu usne šupljine pedijatrijskih ispitanika te su došli do zaključka kako djeca 

s tonzilarnim problemom značajno češće imaju tegobe s lošim zadahom, patologijom zubnog 

mesa i karijesom. Štoviše, perzistirajući tonzilarni problem također može utjecati na pojavu 

lošeg zagriza i dentofacijalnih promjena. Na kraju, autori studije naglašavaju kako je u 

sprječavanju lošeg utjecaja tonzilarnog problema na pedijatrijsku populaciju ključan 

multidisciplinarni pristup liječnika (162). Štoviše, jedna kineska studija iz 2022. godine na više 
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od 700 pedijatrijskih ispitanika pokazala je kako hipertrofija nepčanih tonzila, naročito u višim 

stadijima uvećanja, negativno utječe na razvoj viscerokranija i zubi te kako takvo stanje u 

kineskoj pedijatrijskoj populaciji postaje ozbiljan javnozdravstveni problemi koji se zaemaruje 

(163). Studija Zhoua i suradnika na 118 pedijatrijskih ispitanika podvrgnutih operacijskom 

odstranjenju nepčanih tonzila pokazala je kako kvaliteta života pedijatrijskih ispitanika mjesec 

dana nakon operacijskog zahvata nije optimalna. Lošija kvaliteta života povezana je s dobi 

ispitanika manjom od 5 godina, ali i dugotrajnošću simptomatologije zbog koje su ispitanici 

bili podvrgnuti operacijskom zahvatu. Kao ograničenje studije spominje se nedovoljna 

istraženost čimbenika u okruženju pacijenta koji bi mogli utjecati na kvalitetu života poput 

izloženosti duhanskom dimu i alergenima (164). Studija Huynha i suradnika pokazala je 

značajno poboljšanje u kvaliteti života pedijatrijskih ispitanika kojima je učinjena 

tonzilektomija, čak i gotovo pola godine nakon izvedenog operacijskog zahvata. Ista studija 

navodi kako bi skraćivanje vremenskog perioda do operacijskog zahvata utjecalo na kvalitetu 

života ispitanika (165). Lushington i suradnici u svojoj su studiji analizirali učinak 

tonziloadenotomije na kvalitetu spavanja i života ispitanika te na ponašanje ispitanika u 

dvogodišnjem periodu nakon operacijskog zahvata. Njihova studija na 64 pedijatrijska 

ispitanika pokazala je značajno poboljšanje kvalitete spavanja u poslijeoperacijskom periodu 

praćenja, ali bez značajnog poboljšanja u ponašanju pacijenata dvije godine nakon 

tonziloadenotomije. Grupa istraživača objašnjava kako se izostanak učinka operacijskog 

zahvata na ponašanje pacijenata može pripisati nešto starijoj dobi pedijatrijskih ispitanika te, 

shodno tomu, duljem periodu izraženih simptoma kod pacijenata prethodnu zahvatu (166). S 

druge strane, Waters i suradnici u svojoj su studiji iz 2020. godine na pedijatrijskim ispitanicima 

starosti do 5 godina dokazali kako postoji poboljšanje u ponašanju nakon učinjenog 

operacijskog zahvata (167). Jedna brazilska studija koja je analizirala pedijatrijske ispitanike u 

dobi od 3 do 13 godina također je pokazala značajno poboljšanje cjelodnevne kvalitete života 

ispitanika i do 22 mjeseca nakon operacijskog zahvata (168). Studija Turkoglua i suradnika na 

64 pedijatrijska ispitanika pokazala je poboljšanje simptomatologije kod ispitanika koji su imali 

tegobe s koncentracijom, cjelodnevnom pospanošću, tjeskobom oko spavanja i drugim 

tegobama u šestomjesečnom periodu praćenja nakon operacijskog zahvata uklanjanja nepčanih 

tozila i adenoidnih vegetacija (169). Studija Shana i suradnika pokazala je kako pedijatrijska 

populacija koja ima dijagnosticiranu opstruktivnu apneju u snu posljedično uvećanim nepčanim 
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tonzilama i adenoidnim vegetacijama također može imati tegobe s vizualnim ili slušnim 

opažanjem. Autori studije na 49 pedijatrijskih ispitanika navode kako je više od trećine 

pedijatrijskih ispitanika imalo neki stupanj tegoba s vizualnim segmentom pažnje, a više od 80 

% ispitanika imalo je tegobe sa slušnim segmentom pažnje. Nakon učinjene tonziloadenotomije 

u pedijatrijskih ispitanika značajno se smanjio stupanj navedenih smetnji u poslijeoperacijskom 

intervalu praćenja od 6 mjeseci (170). Tonzilarni problem ne utječe isključivo na kvalitetu 

djeteta, nego ima značajan utjecaj na kvalitetu života cjelokupne obitelji. Naime, studija 

Shteinberga i suradnika pokazala je vrlo lošu kvalitetu života roditelja djece koja imaju tegobe 

posljedično hipertrofiji limfatičnog tkiva nepčanih tonzila i adenoidnih vegetacija. Izrazita 

zabrinutost za zdravlje djeteta uz lošiju kvalitetu spavanja i zanemarivanje poslovnih obaveza 

samo su neke od situacija koje su ispitani roditelji naveli kao čimbenike koji su utjecali na 

kvalitetu njihovog života. S druge strane, ispitanici su naveli značajno poboljšanje kvalitete 

života nakon što su njihova djeca podvrgnuta operacijskom zahvatu uklanjanja nepčanih tonzila 

i adenoidnih vegetacija (171). Jedna indijska studija iz 2022. godine na 50 pedijatrijskih 

ispitanika s hipertofijom adenoidnih vegetacija i/ili nepčanih tonzila pokazala je kako je više 

od trećine ispitanika imalo nepravilnosti u srčanom ritmu prilikom snimanja 

elektrokardiograma. Također, ispitanici s većim stadijem hipertrofije adenoidnih vegetacija i 

nepčanih tonzila pokazali su značajno lošije rezultate spirometrijskih testiranja u usporedbi s 

pacijentima koji su imali niži stadij opstrukcije hipertrofičnim limfatičnim tkivom. Takvi 

rezultati vrlo su alarmanti glede činjenice da određeni dio pedijatrijske populacije već u 

pubertetskoj dobi pokazuje slabost plućne funkcije, a mogući uzrok leži upravo u dugotrajnom 

učinku hipertrofičnih nepčanih tonzila i adenoidnih vegetacija na dišni sustav. Iako su rezultati 

ove studije zabrinjavajući, potrebno je provesti detaljna istraživanja na puno većem uzorku u 

svrhu preciznijih saznanja vezanih za funkciju srca i pluća pedijatrijske populacije (172). Autori 

jedne indijske studije iz 2022. godine predložili su redovne kardiološke preglede u djece s 

opstruktivnom apnejom u snu uzrokovanom hipertrofičnim limfatičnim tkivom adenoidnih 

vegetacija i nepčanih tonzila (173). 

Utjecaj nekirurških metoda liječenja također ne treba biti zanemaren. Naime, studija 

Bluhera i suradnika analizirala je učinak montelukasta i flutikazona na 31 pedijatrijskom 

ispitaniku s umjerenim oblikom opstruktivne apneje u snu. Rezultati studije pokazali su 

poboljšanje kvalitete života ispitanika u periodu do 6 mjeseci davanja ovih lijekova, uz 
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napomenu da dugoročni utjecaj na kvalitetu života tek treba biti istražen (174). Točno 

prepoznati i adekvatno liječiti hipertrofiju nepčanih tonzila i adenoidnih vegetacija od ključne 

je važnosti za zdravlje i kvalitetu života pedijatrijske populacije. Multidisciplinarni pristup, 

temeljen na smjernicama i istraživanjima, omogućuje liječnicima da pruže najbolju moguću 

skrb svakom pacijentu. Iako operativni zahvati mogu biti učinkoviti, važno je razmotriti i 

nekirurške alternative kako bi se postigao optimalan ishod liječenja i smanjio rizik od 

komplikacija u pedijatrijskoj populaciji. 

6.6. Etiologija hipertrofije limfatičnog tkiva Waldeyerovog limfatičnog prstena  

Obzirom na činjenicu kako je limfatično tkivo nepčanih tonzila lokalizirano u području 

cirkulacije velike količine izvanjskih mikroorganizama poput virusa i bakterija, logično je 

pretpostaviti kako je upravo utjecaj tih patogena jedan od glavnih okidača u nastanku 

tonzilarnog problema u pedijatrijskoj, ali i odrasloj populaciji. Važnost poznavanja prisutnosti 

raznih mikroorganizama u području nepčanih tonzila pokazala je studija Katundua i suradnika 

iz 2024. godine. Naime, autori ovog istraživanja analizirali su uzorke briseva površine i 

središnjeg dijela nepčanih tonzila pedijatrijskih ispitanika te došli do zaključka kako postoje 

razlike u prisutnosti i količini izoliranih bakterija ovisno o lokalizaciji uzetog brisa. U više od 

70 % pedijatrijskih ispitanika na površini je nepčanih tonzila izolirano dvije ili više bakterija. 

Ista studija navodi kako bi upravo prisutnost više mikroorganizama na površini i u središtu 

limfatičnog tkiva nepčanih tonzila mogla biti ključna za veličinu nepčanih tonzila i stvaranje 

bakterijskog biofilma. Također je zanimljiva opservacija kako nije bilo značajne razlike u vrsti 

izoliranih mikroorganizama glede indikacije za operacijski zahvat, bilo da je riječ o kroničnom 

tonzilitisu ili opstruktivnoj apneji u snu (175). Iako je studija Katundua i suradnika pokazala 

kako nema značajne razlike u vrsti izoliranih bakterija, jedna japanska studija pokazala je kako 

postoji razlika u izoliranim patogenima između skupine pedijatrijskih ispitanika s kroničnim 

upalama tonzila i hiperplazijom tonzila. Dodatno, razlike u profilu izoliranih patogena mogle 

bi podrazumijevati aktivaciju različitih puteva imunološkog odgovora i izražaj različitih vrsta 

citokina između dviju skupina pedijatrijskih ispitanika (176 – 178). Više studija potvrdilo je 

kako se u području limfatičnog tkiva Waldeyerovog limfatičnog prstena mogu naći različiti 

mikrobiomi uz porodicu gram – pozitivnih bakterija Streptococcaceae kao najčešće prisutnu u 

području nepčanih tonzila. Prisutnost različitih mikrobioma ovisno o dijelu Waldeyerovog 

limfatičnog prstena dodatni je potporanj hipotezi o rezervoaru patogena koji svojom 
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prisutnošću konstatno generiraju infekcijske procese u području gornjeg dišnog sustava 

pedijatrijskih ispitanika. Obzirom da je i u području srednjeg uha i nepčanih tonzila 

pedijatrijskih ispitanika detektirana različita paleta bakterija koja se preklapala u području 

adenoidnih vegetacija, jedna američka studija pretpostavila je kako bi adenoidne vegetacije 

mogle biti osnova za daljnje širenje patogena (179 – 181). Studija Choija i suradnika analizirala 

je mikrobiome sline i nepčanih tonzila pedijatrijskih ispitanika koji su zbog hipertofije 

limfatičnog tkiva nepčanih tonzila podvrgnuti operacijskom liječenju. Rezultati studije 

pokazali su značajne sličnosti između dvaju uspoređenih mikrobioma te moguće 

međudjelovanje ovih sastavnica čije je obrasce potrebno dodatno istražiti (182). Studija Duana 

i suradnika analizirala je razlike u bakterijskom sastavu uzoraka nepčanih tonzila ispitanika koji 

su u poslijeoperacijskom intervalu imali krvarenje iz tonzilarnih loža te su ih usporedili s 

kontrolnom skupinom ispitanaka koji nisu imali komplikacije nakon tonzilektomije. Rezultati 

analize pokazali su značajne razlike u prisutnoj mikrobioti između dvije skupine te su u skupini 

pacijenata s poslijeoperacijskim krvarenjem izolirane bakterije poput Neisserie i Veillonelle 

označene kao mogući čimbenik u nastanku krvarenja kod pedijatrijskih ispitanika (183). S 

druge strane, jedna nepalska studija iz 2023. godine ponudila je novu perspektivu glede uzroka 

nastanka hipertrofije nepčanih tonzila u pedijatrijskoj populaciji. Naime, autori ove studije 

hipotetizirali su o utjecaju citokina, interleukina i stanje hipoksija na nenormalnu stimulaciju 

mezenhimalnih matičnih stanica u nepčanim tonzilama. Zaključno, autori smatraju kako 

složeni imunološki procesi koji uključuju djelovanje interleukina – 4, interferona – gama i  

tumorskog faktora nekroze trebaju biti dodatno istraženi u rasvjetljivanju hipertrofije nepčanih 

tonzila (184).  

Iako se utjecaj virusa i bakterija u procesu hipertrofije limfatičnog tkiva ne može 

odbaciti, brojna su znanstvena istraživanja o uzroku hipertrofije limfatičnog tkiva 

Waldeyerovog limfatičnog prstena u posljednjem desetljeću stavila naglasak na mogući utjecaj 

pepsina i laringofaringealnog refluksa u nastanku hipertrofije u pedijatrijskoj populaciji (33, 

40). Naime, pedijatrijska populacija pokazala je povećanu osjetljivost na prisutnost pepsina u 

usporedbi s odraslom populacijom (42). Unatoč tome što precizni podaci o prevalenciji 

laringofaringealnog refluksa kod djece nisu dostupni, smatra se da je ovaj oblik refluksa 

najprisutniji u prvoj godini života, što je djelomično posljedica nezrelosti jednjaka kod male 
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djece. Međutim, raznolikost simptoma i nedostatak adekvatnih dijagnostičkih alata otežavaju 

precizno određivanje prevalencije ovog stanja u pedijatrijskoj populaciji (49, 51).  

Unatoč činjenici kako mnoge studije ističu pepsin kao mogući medijator u razvoju 

hipertrofije limfatičnog tkiva Waldeyerovog limfatičnog prstena, važno je naglasiti da i drugi 

faktori mogu imati značajan utjecaj na povećanje limfatičnog tkiva u pedijatrijskoj populaciji. 

Na primjer, učestale infekcije dišnog sustava, alergije na inhalacijske alergene, izloženost 

duhanskom dimu i zagađenom zraku također su česti čimbenici koji mogu doprinijeti razvoju 

hipertrofije limfatičnog tkiva. Osim toga, ne smijemo zanemariti ni potencijalnu ulogu 

genetskih faktora u nastanku hipertrofije limfatičnog tkiva. Različite genetske predispozicije 

mogu imati značajan utjecaj na osjetljivost pojedinaca na različite okolišne čimbenike i na 

njihovu sklonost razvoju hipertrofije limfatičnog tkiva (185, 186). Više studija potvrdilo je 

moguću povezanost između razina vitamina D u krvi i hipertrofije nepčanih tonzila i adenoidnih 

vegetacija u populaciji pedijatrijskih ispitanika. Naime, studija Shina i suradnika pokazala je 

kako djeca koja imaju hipertrofiju adenoida, hipertrofiju nepčanih tonzila ili hipertrofiju obje 

sastavnice Waldeyerovog limfatičnog prstena također imaju snižene vrijednosti vitamina D u 

krvi. Ista studija upozorava na važnost daljnje otorinolaringološke obrade pedijatrijskih 

pacijenata kojima je postavljena sumnja na manjak vitamina D. Štoviše, jedna američka studija 

povezala je snižene vrijednosti vitamina D u krvi s nastankom opstruktivne apneje u snu kod 

pedijatrijskih ispitanika (187, 188). Važnost utjecaja vitamina D potvrđuje činjenica kako su 

osobe s manjkom ovoga vitamina znatno podložnije čestim infekcijama respiracijskog sustava, 

a upravo je vitamin D vrlo bitan čimbenik imunološkog sustava sa znatnim utjecajem na 

pojedine stanice imunološkog sustava u tonzilarnom tkivu (189, 190). S druge strane, jedna 

studija iz 2011. godine pokazala je kako nema razlike u razinama vitamina D u pacijenata s 

hipertrofijom nepčanih tonzila i adenoidnih vegetacija i kontrolne skupine zdravih 

pedijatrijskih ispitanika (191). Iako su neke studije pokazale kako hipertrofija nepčanih tonzila 

i adenoidnih vegetacija može biti povezana s manjkom vitamina D, nekoliko studija smatra 

kako bi manjak vitamina D kod pacijenata s hipertrofijom nepčanih tonzila i adenoidnih 

vegetacija mogao biti posljedica čestih upalnih procesa u navedenom limfatičnom tkivu (192, 

193). Kada govorimo o potencijalnom učinku mikroorganizama na hipertrofiju limfatičnog 

tkiva u  pedijatrijskoj populaciji, u posljednjih nekoliko godina porastao je interes za 

proučavanjem učinaka bakterije Helicobater pylori na učestale upale nepčanih tonzila i 
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adenoidnih vegetacija u dječjoj populaciji. Naime, meta-analiza Niu i suradnika analizirala je 

podatke triju studija koje su se bavile učincima ove bakterije na adenoidne vegetacije te su došli 

do zaključka kako je epifarinks vrlo pogodna okolina za rast ove gram – negativne bakterije te 

kako bi svojom prisutnošću mogle biti odgovorne za hipertrofiju limfatičnog tkiva u epifarinksu 

u dječjoj populaciji (194). Prisutnost bakterije Helicobacter pylori u uzorcima nepčanih tonzila 

također je utvrđena u studiji Siupsinskiena i suradnika koji navode kako postoji moguća 

poveznica između prisutnosti ove bakterije i učestalih upala nepčanih tonzila (195). S druge 

strane, novija studija Singha i suradnika analizom uzoraka nepčanih tonzila 50 pedijatrijskih 

ispitanika pokazala je kako pacijentima kojima je dijagnosticiran laringofaringealni refluks nije 

utvrđena prisutnost Helicobacter pylori u nepčanim tonzilama (196). Studija Zhanga i suradnika 

na više od 450 ispitanika analizirala je intenzitet simptoma laringofaringealnog refluksa između 

skupine ispitanika u kojih je dokazana prisutnost Helicobacter pylori i skupine ispitanika bez 

Helicobacter pylori infekcije. Rezultati studije upućuju na mogući učinak ove bakterije na 

povećanje razina pepsina i intenzitet simptoma laringofaringealnog refluksa (197). 

6.7. Pepsin kao dijagnostički marker za laringofaringealni refluks 

Brojne novije studije istaknule su pepsin kao potencijalni dijagnostički marker za larin-

gofaringealni refluks, uz više dijagnostičkih opcija za otkrivanje pepsina. Značajke kao što su 

pristupačnost, niska cijena i neinvazivnost dokazuju da testovi na pepsin u slini mogu biti 

adekvatna opcija u dijagnostici laringofaringealnog refluksa. S druge strane, neke studije 

sugeriraju da biopsijski testovi laringealne i hipofaringealne sluznice imaju veću osjetljivost od 

salivarnih testova, ali su i agresivnije metode u usporedbi s prikupljanjem sline ili ispljuvka. 

Također, ne postoji zajedničko mišljenje stručnjaka o najoptimalnijem mjestu uzimanja 

bioptata u svrhu dokazivanja prisutnosti pepsina, a neka od mjesta koji se spominju su stražnja 

komisura grkljana, hipofarinks i sluznica interaritenoidnog područja (198 – 200). Osim 

mogućeg učinka pepsina kao sastavnice laringofaringealnog refluksa na hipertrofiju limfatična 

tkiva Waldeyerovog limfatičnog prstena, u posljednjih nekoliko godina više je istraživanja na 

drugim tkivima istaknulo pepsin kao moguće dijagnostičko sredstvo u detekciji etiologije 

određenih bolesti. Naime, Klimara i suradnici u svom su istraživanju utvrdili značajnu 

prisutnost pepsina u uzorcima sekreta usne šupljine djece s laringomalacijom u odnosu na 

kontrolnu skupinu djece, a njihovim je ranijim istraživanjem potvrđena prisutnost pepsina u 

uzorcima više od 75 % djece sa teškim stupnjem laringomalacije koji je zahtijevao kirurško 
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liječenje. S obzirom na navedene rezultate, skupina istraživača predložila je širu upotrebu 

pepsina u dijagnostici laringomalacije (201, 202). Nadalje, studija Rena i suradnika pokazala 

je kako se pepsin u većim količinama može naći u nosnom sekretu i tkivu određene 

subpopulacije pacijenata koji boluju od kronične bolesti nosa i sinusa. Detekcijom pepsina kao 

potencijalnog markera za laringofaringealni refluks kod pacijenata s ovim tegobama značila bi 

prekretnicu  u liječenju tih pacijenata i značajno brži oporavak od dugogodišnjih tegoba (203). 

Pepsin se kao pouzdano dijagnostičko sredstvo za laringofaringealni refluks spominje i kod 

sekretorne upale srednjeg uha u pedijatrijskoj populaciji. Česte neliječene sekretorne upale 

srednjeg uha dugoročno mogu dovesti do ljepljivog uha i posljedično značajno oslabljenog 

sluha. Istraživanje El-Fattaha i suradnika pokazalo je kako razine pepsina u uzorcima sekreta 

iz srednjeg uha ispitanika koreliraju s epizodama laringofaringealnog refluksa te kako bi upravo 

te epizode mogle imati učinak na nastanak sekretorne upale srednjeg uha u pedijatrijskoj 

populaciji (204). Studija Upendrana i suradnika spominje moguću ulogu pepsina u detektiranju 

aspiracije refluksnog sadržaja u pedijatrijskoj populaciji koja boluje od atrezije jednjaka (205). 

Ukoliko u obzir uzmemo sva spomenuta recentnija istraživanja o mogućem učinku pepsina i 

laringofaringealnog refluksa na hipertrofiju limfatičnog tkiva Waldeyerovog limfatičnog 

prstena, jasno je kako su potrebne nove studije u svrhu još boljeg razumijevanja mehanizama 

djelovanja pepsina i eventualnog razvoja ciljane terapije za liječenje hipertrofije limfatičnog 

tkiva. Sustavni pregled literature Calvo-Henriqueza i suradnika pokazao je kako bi pepsin 

mogao biti pouzdano dijagnostičko sredstvo za laringofaringealni refluks, ali uz definiranje 

određenih uvjeta prilikom provođenja dijagnostičkih postupaka otkrivanja pepsina u 

adekvatnim uzorcima (119). Novije istraživanje Divakarana i suradnika pokazalo je kako 

pozitivan test prisutnosti pepsina u slini u kombinaciji s visokim rezultatima RSI i RFS upitnika 

te kvalitetnim odgovorom na terapiju inhibitorima protonske pumpe u pacijenata upućuje na 

prisutnost laringofaringealnog refluksa (206). S druge strane, meta – analiza Jinga i suradnika 

iz 2022. godine koja obuhvaća 16 studija pokazala je kako je dijagnostička vrijednost pepsina 

iz sline u detekciji laringofaringealnog refluksa niska te kako je potrebno istražiti optimalne 

načine poboljšanja dijagnostičke vrijednosti ovog testa s obzirom na njegovu jednostavnost, 

pristupačnost i lako korištenje (207). Jung i suradnici u svojoj su studiji analizirali povezanost 

između različitih razina prisutnosti pepsina u slini ispitanika dokazanih ELISA-om i intenziteta 

simptomatologije laringofaringealnog refluksa. Analizom dobivenih rezultata utvrdili su kako 
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nema značajne povezanosti između razina pepsina i simptoma refluksa (117). Unatoč 

invazivnosti i visokim troškovima, 24-satna višekanalna intraluminalna impedancija i pH-

metrija (MII-pH, engl. Multichannel Intraluminal Impedance and pH Monitoring) i dalje se 

smatra zlatnim standardom u dijagnostici laringofaringealnog refluksa. Studija Yua i suradnika 

iz 2022. godine usporedila je više dijagnostičkih metoda za dokazivanje prisutnosti 

laringofaringealnog refluksa. Upravo je 24-satna višekanalna intraluminalna impedancija i pH-

metrija pokazala najveću osjetljivost i specifičnost od svih testiranih metoda (208). Osim ranije 

navedene problematike oko MII-pH, velik ograničavajući čimbenik je činjenica kako pacijenti 

tijekom 24-satnog ispitivanja ne moraju imati epizode refluksa, a takvi nalazi mjerenja ne 

isključuju prisutnost laringofaringealnog refluksa kod pacijenta. Stoga neki autori predlažu 

značajno produljenje praćenja putem MII-pH u svrhu objektivnijih mjerenja (209, 210).  

6.8. Utjecaj sastavnica želučanog sadržaja na laringofaringealni refluks 

Bobin i suradnici smatraju kako uzrok značajnih odstupanja u izmjerenim 

koncentracijama pepsina u slini ovisno o vremenu uzimanja leži i u individualnosti pacijenata, 

higijensko-dijetetskim mjerama u periodu prije testiranja, komorbiditetima koje pacijenti imaju, 

ali i sastavu želučanog sadržaja koji dospije u područje grkljana i ždrijela. Štoviše, upravo 

utjecaj različitih komponenti želučanog sadržaja na laringofaringealni refluks može biti razlog 

zbog kojeg pepsin negativne osobe pokazuju jasne simptome laringofaringealnog refluksa (117, 

211, 212). Osim značajnog utjecaja pepsina, uloga sastavnica želučanog sadržaja poput 

klorovodične kiseline, žučnih kiselina i tripsina predmet je sve većeg broja istraživanja (213). 

Upravo bi utjecaj klorovodične kiseline i tripsina na zaštitne mehanizme sluznice grkljana i 

ždrijela mogao bi biti ključan za simptomatologiju laringofaringealnog refluksa, ali i za 

staničnu karcinogenezu u području grkljana i ždrijela. Naime, tripsin, kojega izlučuju stanice 

gušterače, aktiviranjem određenih receptora utječe na otvaranje i zatvaranje donjeg jednjačnog 

sfinktera i time omogućuje prolaz sastavnica želučanog sadržaja u područje grkljana i ždrijela 

uzrokujući simptomatologiju laringofaringealnog refluksa. Važnost klorovodične kiseline, 

jedne od najbitnijih determinanti izraženosti simptomatologije laringofaringealnog refluksa, 

krije se u enzimu koji se naziva H+/K+ ATP-aza. Taj se enzim, osim u želudcu, u manjim 

količinama nalazi i u sluznici grkljana i ždrijela. Snažnim djelovanjem ovog enzima dolazi do 

sekrecije klorovodične kiseline i posljedičnog razaranja lokalnih zaštitnih mehanizama sluznice 

grkljana i ždrijela. Takav učinak klorovodične kiseline za posljedicu ima pojačavanje lokalnog 
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upalnog odgovora, izraženije simptome laringofaringealnog refluksa i, ukoliko je prisutnost ove 

kiseline produljena, pokretanje procesa nastanka karcinoma ždrijela i grkljana (214 – 219).  De 

Corso i suradnici svojim su istraživanjem pokazali kako razine žučnih kiselina koreliraju sa 

intenzitetom simptoma laringofaringealnog refluksa te kako bi žučne kiseline mogle biti 

adekvatan dijagnostički marker za laringofaringealni refluks (220).  Važno je naglasiti kako je 

nekoliko studija pokazalo kako sastavnice želučanog refluksa sinergistički djeluju na oštećenje 

sluznice grkljana, ždrijela i usne šupljine. Naime, djelovanje žučnih kiselina na savladavanje 

staničnih barijera sluznice grkljana i ždrijela značajno je učinkovitije uz prisutnost klorovodične 

kiseline, a slični uvjeti niskog pH odgovaraju i djelovanju pepsina na navedene strukture. Jedna 

studija pokazala je kako učinak više sastavnica želučanog sadržaja daje izraženiju 

simptomatologiju u usporedbi s nekiselim refluksom (212, 221 – 223). S obzirom na zajednički 

učinak sastavnica želučanog refluksa, potrebno je dodatno istražiti mogući zajednički učinak 

klorovodične kiseline, tripsina i žučnih kiselina na hipertrofiju limfatičnog tkiva nepčanih 

tonzila i drugih sastavnica Waldeyerovog limfatičnog prstena. Najnovija studija Lechiena i 

suradnika iz 2024. godine usmjerila je pozornost na potragu za potencijalnim biomarkerima iz 

sline u svrhu preciznijeg dijagnosticiranja laringofaringealnog refluksa. Naime, istraživanje je 

pokazalo mogući značaj prisutnosti elastaze i kolesterola u slini pacijenata u svrhu 

rasvjetljavanja patifizoloških mehanizama laringofaringealnog refluksa. Mogući utjecaj 

elastaze u epizodama refluksa prvi puta je spomenut u studiji Saccoa i suradnika (224).  Elastaza 

je enzim koji proizvode stanice gušterače te bi njegova prisutnost u slini pacijenata s 

laringofaringealnim refluksom mogla biti posljedica epizoda refluksa iz želudca i duodenuma 

te poremećaja pokretljivosti muskulature gornjeg dijela probavnog sustava. S druge strane, 

Lechien i suradnici navode kako su u pacijenata s potvrđenim laringofaringealnim refluksom 

pronašli visoke razine žučnih soli, dok su u asimptomatskih ispitanika uočili više razine 

kolesterola. S obzirom na činjenicu kako žučne soli vežu kolesterol u određenim tjelesnim 

tekućinama, grupa istraživača zaključila je kako bi detekcija razina kolesterola i žučnih soli u 

slini mogla biti vrijedno dijagnostičko sredstvo za laringofaringealni refluks. Ista je skupina 

istraživača uočila lužnatije vrijednosti pH u slini pacijenata s dijagnosticiranim 

laringofaringealnim refluksom, a takav nalaz objašnjavaju kao moguću sluzničku reakciju na 

sadržaj iz želučanog refluksa i posljedično veću proizvodnju bikarbonata. Iako ova studija baca 

potpuno novo svjetlo na moguću borbu protiv laringofaringealnog refluksa, važno je naglasiti 
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kako ona ima određena ograničenja u vidu broja ispitanika, ali i činjenice kako asimptomatski 

pacijenti nisu podvrgnuti istim dijagnostičkim metodama kao ciljna skupina kojoj je 

dijagnosticiran laringofaringealni refluks (225).  

6.9. Utjecaj laringofaringealnog refluksa na kvalitetu života 

Uz brojna istraživanja koja pokušavaju rasvijetliti patofiziološke mehanizme nastanka 

laringofaringealnog refluksa, u posljednjih nekoliko desetljeća objavljen je velik broj studija 

čiji je glavni fokus bila kvaliteta života pacijenata s laringofaringealnim refluksom. Liu i 

suradnici napravili su pregled dosadašnje literature glede kvalitete života i psiholoških aspekata 

ispitanika kojima je dijagnosticiran laringofaringealni refluks te su došli do zaključka kako, u 

usporedbi s ispitanicima iz kontrole grupe i ispitanicima kojima je dijagnosticirana 

gastroezofagealna refluksna bolest, ispitanici s laringofaringealnim refluksom znatno više pate 

na socijalnom i psihološkom aspektu. Ova je skupina istraživača poseban naglasak na potrebu 

daljnjih istraživanja u svrhu razumijevanja utjecaja ove bolesti na svakodnevno funkcioniranje 

i psihosocijalni status pacijenata (226). Cheung i suradnici u svojoj su studiji usporedili 76 

ispitanika s dijagnosticiranim laringofaringealnim refluksom i skupinu zdravih ispitanika te 

uvidjeli kako je grupa ispitanika s laringofaringealnim refluksom znatno tjeskobnija, lošije se 

snalazi u uobičajenim socijalnim situacijama te smatra svoju bolest velikim teretom. Također, 

u odnosu na skupinu zdravih ispitanika, grupa od 76 ispitanika pokazala je sklonost depresivnim 

epizodama (227). Jedna američka studija iz 2021. godine na više od stotinu ispitanika pokazala 

je kako prisutnost laringofaringealnog refluksa znatno više utječe na fizički aspekt zdravlja 

ispitanika u odnosu na druge svakodnevne životne aspekte. Također, ispitanici ove studije kao 

glavni problem vezan s bolešću naveli su otežano gutanje. Autori studije napominju kako 

utjecaj laringofaringealnog refluksa na kvalitetu života treba dodatno analizirati s ozbirom na 

mogući utjecaj drugih medicinskih stanja koje ispitanici mogu imati (228). Gong i suradnici 

analizirali su ispitanike s gastroezofagealnom refluksnom bolešći kojima je također 

dijagnosticiran laringofaringealni refluks te su došli do zaključka kako ta skupina pacijenata 

ima znatno više tegoba glede bolova i depresivnih epizoda u usporedbi sa skupinom pacijenata 

bez laringofaringealnog refluksa. Također, skupina ispitanika s laringofaringealnim refluksom 

osjećala se znatno nespremnijom glede poslovnih obaveza te su značajno dulje izostajali s posla 

u usporedbi s grupom ispitanika bez laringofaringealnog refluksa. U istoj je studiji analizirana 

razina zadovoljstva ispitanika nakon medikamentoznog liječenja te se pokazalo kako je 



6. Rasprava 

64 
 

značajno veće zadovoljstvo nakon liječenja bilo prisutno među ispitanicima grupe s 

gastroezofagealnom refluksnom bolešću bez laringofaringealnog refluksa. Važno je 

napomenuti kako pacijenti s laringofaringealnim refluksom obično zahtijevaju znatno duže i 

temeljitije liječenje od pacijenata s gastroezofagealnom bolešću te bi bilo opravdano sagledati 

rezultate ove studije iz te perspektive. S druge strane, Lee i suradnici na gotovo 200 ispitanika 

s laringofaringealnim refluksom analizirali su kvalitetu života nakon primjenjene tromjesečne 

terapije inhibitorima protonske pumpe. Rezultati studije pokazali su značajno poboljšanje 

kvalitete života ispitanika u gotovo svim ispitivanim domenama dodijeljenih upitnika, osim u 

fizičkom aspektu svakodnevnog djelovanja (229, 230). Uz učinak medikamentoznog liječenja, 

izuzetno bitan aspekt vezan za poboljšanje kvalitete života pacijenata s laringofaringealnim 

refluksom krije se u promjeni prehrambenih navika i dijetetskih mjera. Naime, studija Prpića i 

suradnika pokazala je značajne razlike u konzumaciji namirnica između pacijenata s 

laringofaringealnim refluksom i zdravih pojedinaca. Naime, pacijenti s dijagnosticiranim 

refluksom češće su konzumirali namirnice koje potiču refluksne epizode, ali je studija također 

pokazala kako je ista skupina pacijenata nakon promjena prehrambenih navika bila značajno 

zadovoljnija kvalitetom života i smanjenom učestalošću simptoma laringofaringealnog refluksa 

(231). Učinkovitost promjena prehrambenih navika uz medikamentoznu terapiju pokazala je i 

jedna američka studija na više od sto ispitanika koji su podvrgnuti antirefluksnom programu 

koji je podrazumijevao higijensko – dijetetske mjere i  lijekove. Nakon završetka programa više 

od 90 % ispitanika pokazalo je poboljšanje simptomatologije laringofaringealnog refluksa 

(232). Studija Avincsala i suradnika analizirala je mogući učinak laringofaringealnog refluksa 

na loš zadah 42 pacijenta kojima je prethodno dijagnosticiran refluks. Koristeći testove za 

dokazivanje spojeva sumpora iz izdaha pacijenata pokazali su značajno veću prisutnost spojeva 

sumpora u izdahu pacijenata s ranije potvrđenim laringofaringealnim refluksom u odnosu na 

kontrolnu skupinu ispitanika. S obzirom na učinak lošeg zadaha na kvalitetu života pacijenata, 

naglasili su potrebu za detaljnijem pristupu takvim pacijentima u svrhu pronalaženja točnog 

uzroka i adekvatnog individualnog pristupa liječenju takvih pacijenata. Autori studije također 

su predložili potrebu za daljnjim istraživanja oko moguće dijagnostičke vrijednosti spojeva 

sumpora u dijagnosticiranju laringofaringealnog refluksa kod osoba s lošim zadahom (233). U 

cjelini, ovi nalazi istraživanja sugeriraju kompleksnost utjecaja LPR-a na život pacijenata te 

ističu potrebu za multidisciplinarnim pristupom u liječenju, koji bi uzimao u obzir fizičke, 
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psihološke i prehrambene aspekte ove bolesti. Osim toga, naglašavaju potrebu za daljnjim 

istraživanjima koja bi produbila naše razumijevanje mehanizama i komplikacija povezanih s 

LPR-om kako bi se osigurala optimalna skrb za pacijente s ovim stanjem. 

6.10. Ograničenja studije i daljnja istraživanja 

Analizirajući dostupna znanstvena istraživanja, došli smo do zaključka kako ova studija 

ima svoja ograničenja. Prvo ograničenje vidljivo je u jednokratnom uzimanju uzorka sline kod 

pacijenata jer, prema dostupnim istraživanjima, objektivniji rezultati prisutnosti ili odsutnosti 

pepsina u slini dobiveni su češćim uzorkovanjima tijekom cijeloga dana (127, 128). Nadalje, 

ograničenost financijskih resursa onemogućio je detaljniju analizu izražaja drugih gena iz 

APOBEC obitelji koja broji 11 članova, a njihova analiza u daljnjim istraživanjima mogla bi 

biti od velike koristi u razumijevanju mehanizama nastanka hipertrofije nepčanih tonzila.  

Ograničen je broj istraživanja i podataka na ovu kompleksnu temu te su potrebna nova 

istraživanja kako bi se preciznije definirala uloga pepsina, citidin deaminaza i mehanizmi 

nastanka hipertrofije limfatičnog tkiva Waldeyerovog limfatičnog prstena. Glede složenosti 

interakcija između ovih komponenti i njihovih potencijalnih učinaka na patogenezu tonzilarnog 

problema, ali i ozbiljnih stanja kao što su limfomi i karcinomi, daljnja istraživanja mogla bi 

pružiti ključne uvide u razvoj novih dijagnostičkih i terapijskih strategija za ove ozbiljne 

bolesti.  
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7. ZAKLJUČAK 

 

Temeljem provedenog istraživanja i dobivenih rezultata može se zaključiti sljedeće:  

 

 Prisutnost pepsina potvrđena je u više od polovine uzoraka sline i nepčanih 

tonzila ispitanika. 

 Rezultati nisu pokazali povezanost izražaja gena AID, A3G i A3B i prisutnosti 

pepsina u nepčanim tonzilama. 

 Rezultati su pokazali kako uz izražaj gena A3G u nepčanim tonzilama bude i 

veći izražaj gena A3B.  

 Rezultati su pokazali kako uz veći izražaj gena A3B jača i izražaj gena AID u 

uzorcima nepčanih tonzila. 

 Izražaj gena A3G u analiziranim uzorcima nepčanih tonzila u značajnoj je 

korelaciji s dobi bolesnika.  

 Nije nađena povezanost izražaja gena AID i A3B u analiziranim uzorcima 

nepčanih tonzila i dobi ispitanika.  

 Nije nađena povezanost izražaja gena AID, A3G i A3B i spola ispitanika.  
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8. SAŽETAK 

 

CILJEVI ISTRAŽIVANJA: Ispitati prisutnost pepsina u uzorcima sline ispitanika 

elektroforezom i u uzorcima nepčanih tonzila ispitanika imunohistokemijskim bojenjima. 

Ispitati povezanost prisutnosti pepina s profilom izražaja AID i APOBEC3 u limfatičnom tkivu 

nepčanih tonzila ispitanika. Ispitati izražaj AID i APOBEC3 u limfatičnom tkivu nepčanih 

tonzila ispitanika PCR metodom. 

NACRT STUDIJE: Istraživanje je ustrojeno kao izvorni (originalni) znanstveno-istraživački 

rad po tipu presječnog istraživanja. 

ISPITANICI I METODE: U istraživanje je uključeno 80 pacijenata mlađih od 18 godina s 

ranije postavljenom indikacijom za tonzilektomiju. Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine na 

temelju Western blot analize pepsina u uzorku sline uzetom prije operacijskog zahvata. Uzorci 

odstranjenih nepčanih tonzila podvrgnuti su imunohistokemijskim bojenjima radi potvrde 

prisutnosti pepsina, a potom je pomoću RT-PCR metode mjeren izražaj gena AID, A3B i A3G 

u uzorcima. 

REZULTATI: Nisu uočene značajne razlike u izražaju gena AID, A3B i A3G obzirom na 

imunohistokemijski nalaz pepsina u nepčanim tonzilama. Postoji značajna, pozitivnai slabija 

veza između dobi bolesnika i izražaja gena A3G u uzorcima nepčanih tonzila. Kod većeg 

izražaja gena A3B, veći je i izražaj gena AID u uzorcima nepčanih tonzila. Veći izražaj gena 

A3G podrazumijeva veći izražaj gena A3B u uzorcima nepčanih tonzila. Nisu uočene značajne 

razlike u izražaju gena obzirom na spol.  

ZAKLJUČAK: Provedenim istraživanjem utvrđena je prisutnost pepsina u više od polovine 

uzoraka sline i nepčanih tonzila ispitanika. Nije potvrđen značajan utjecaj pepsina na izražaj 

AID i APOBEC3 sastavnica i hipertrofiju limfatičnog tkiva nepčanih tonzila u istraživanoj 

pedijatrijskoj populaciji.  

KLJUČNE RIJEČI: aktivacijom inducirana citidin deaminaza; kompleks za uređivanje 

apolipoproteina B tip 3; nepčane tonzile; pepsin A; Waldeyerov limfatični prsten 
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9. SUMMARY 

 

The effect of pepsin A on Activation – induced Cytidine Deaminase and Apolypoprotein 

B Editing Complex Type 3 expression and hypertrophy of lymphatic tissue of palatine 

tonsils  

OBJECTIVES: The study aimed to test the presence of pepsin in saliva samples of subjects 

by electrophoresis, and in samples of palatine tonsils by immunohistochemical staining. 

Furthermore, the study focues on examining the association between the presence of pepsin and 

the expression profile of AID and APOBEC3 in the lympathic tissue of the palatine tonsils. 

Finally, the objective of this study was to test the expression of AID and APOBEC3 in the 

lymphatic tissue of the palatine tonsils using the RT – PCR method.  

STUDY DESIGN: The research was structured as original cross – sectional study. 

PARTICIPANTS AND METHODS: There were 80 patients under the age of 18 with a 

previously established indication for tonsillectomy who were included in the study. Participants 

were divided into two groups based on Western blot analysis of pepsin in the saliva sample 

taken before surgery. Samples of removed palatine tonsils were subjected to 

immunohistochemical staining to confirm the presence of pepsin, and then the expression of 

AID, A3B and A3G genes in the samples were measured using the RT – PCR method.  

RESULTS: No significant differences were observed in the expression of AID, A3B and A3G 

genes with regard to the immunohistochemical findingof pepsin in the palatine tonsils. There is 

significant, positive and weaker relationship between patient age and A3G gene expression in 

palatine tonsil samples. With higher expression of A3B gene, the expression of the AID gene 

in palatine tonsil samples is also higher. A higher expression of the A3G gene implies a higher 

expression of the A3B gene in palatine tonsil samples. No significant differences in gene 

expression were observed with respect to gender.  

CONCLUSION: This research confirmed the presence of pepsin in more than half of the 

subjects' saliva and palatine tonsil samples. There was no significatnt influence of pepsin on 

the expression of AID and APOBEC3 components and the hypertrophy of the lymphatic tissue 

of palatine tonsils in the investigated pediatric population.  

KEYWORDS: Activation – induced cytidine deaminase; Apolipoprotein B Editing Complex 

type 3; Palatine tonsils; Pepsin A; Waldeyer's lymphatic ring
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