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1. Uvod

1. UVOD

1.1. Nepcane tonzile

1.1.1. Anatomija nepcanih tonzila

Nepcana tonzila parni je limfoepitelni organ smjeSten u usnom dijelu Zdrijela ili
orofarinksu. Njihov razvoj zapo€inje iz druge Zdrijelne vrece izmedu Cetvrtog i petog mjeseca
gestacije. Omedene su dvama lukovima, palatofaringealnim straga i palatoglosalnim sprijeda,
dok su s lateralne strane ograniCene gornjim konstriktornim misi¢em zdrijela i
bukofaringealnom fascijom. Prema inferiorno, nepcane tonzile grani¢e s jezicnom tonzilom.
Navedeni prostor u kojem se nepéane tonzile nalaze naziva se tonzilarna loza (Slika 1A) (1, 2).

Arterijsku opskrbu nepcanih tonzila ¢ini ¢ak pet arterija: tonzilarna arterija i uzlazna nepéana
arterija kao ogranci li¢ne arterije, uzlazna zdrijelna arterija kao ogranak vanjske karotidne

arterije, manja nepcana arterija kao ogranak maksilarne arterije te dorzalna jezi¢na arterija kao
ogranak jezi¢ne arterije (3). Venski dio cirkulacije u nepéanih tonzila odvije se predominantno
putem spleta jezi¢nih i1 zdrijelnih vena, a usmjeren je prema unutarnjoj jugularnoj veni.
Znacajka nepcanih tonzila je, osim bogate arterijske i venske mreze krvnih zila, izrazito bogatu
limfnu odvodnju usmjerenu u jugulodigastri¢ne limfne ¢vorove na vratu. Za inervaciju podrucja
nepCanih tonzila odgovoran je deveti mozdani Zivac, n. glosspharyngeus, te manji nepcani Zivci

koji su ogranci petog mozdanog zivca, n. trigeminusa (1, 2).
1.1.2. HistoloSke karakteristike nepcane tonzile

Odavno je poznato kako se nepCane tonzile zbog svog karakteristicnog smjestaja na
kriziStu  gastrointestinalnog sustava 1 gornjih diSnth puteva smatraju klju¢nim
imunokompetentnim tkivom u ljudskom organizmu (4). Nepcane se tonzile histoloski mogu
podijeliti u ¢etiri odijeljenja: limfoepitel, germinativni centri lifmati¢nih folikula i zona plasta,
te podru¢je izmedu limfaticnih folikula (5). Vazno je naglasiti kako su nepcane tonzile
prekrivene mnogoslojnim plocastim epitelom ¢iji povrsinski sloj stanica snaznim medusobnim
vezama omogucuje kontinuitet epitela. Dubokom invaginacijom epitela u limfaticno tkivo

nepcanih tonzila nastaje izmedu 15 i 30 kripti koje su prostor za inicijalne kontakte ljudskog
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organizma s razli¢itim virusnim, bakterijskim ili drugim antigenima. Epitel tonzilarnih kripti,
koji se jo$ naziva 1 limfoepitel, mreZaste je strukture te stanice epitela tvore sloZenu mrezu s

medustani¢nim prostorom i stanicama koje se tamo nalaze. Nadalje, ispod epitela tonzilarnih
Kripti prisutne su fenestrirane kapilare. Ovisno o broju kripti, nep¢ane tonzile mogu dosegnuti
povrsinu veli¢ine i do tri kvadratna metra. Zbog velikog broja svakodnevnih kontakata s
razli¢itim antigenima koje unosimo hranom, teku¢inom i udisanjem, kripte nepcanih tonzila
ispunjene su velikom koli¢inom ostataka stanica i detritusom. Ispod mnogoslojnog plocastog
epitela nep€anih tonzila, nalazi se limfati¢nog tkivo s brojnim limfnim folikulima ¢iji limfociti
¢esto dolaze u kontakt sa stanicama plocastog epitela. Osim mnostva limfnih stanica koje ¢ine
limfne folikule, u gradi ovih struktura mogu se pronaci i nelimfne stanice koje se nalaze u
podrucju germinacijskih centara. U prostoru izmedu limfnih folikula prisutni su makrofagi,

dendritic¢ke stanice 1 visoke endotelne venule koje takoder imaju vrlo znac¢ajnu ulogu u nastanku

imunoloskog odgovora na izvanjske antigene (Slika 1B) (6 — 8).

Slika 1. (A) Anatomska pozicija nepcanih tonzila: 1 — tvrdo nepce; 2 — uvula; 3 — prednji
nepcani luk; 4 — straznji nepéani luk; 5 — nepcana tonzila. Izvor: fotografirao autor rada. (B)
Histoloski presjek kroz nepcanu tonzilu: 1 —XKripta; 2 — limfoepitel; 3 — germinativni centar
limfati¢nog folikula; 4 — zona plasta; 5 — podruc¢je izmedu limfati¢nih folikula. Uvecanje

200x; skala 50 um. Izvor: fotografirao autor rada.
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1.1.3. Imunoloske karakteristike i funkcije nep¢anih tonzila

Nepcane tonzile, uz jezi¢nu tonzilu, adenoidne vegetacije i tubarne tonzile spadaju u
grupu limfati¢nog tkiva pod nazivom Waldeyerov limfati¢ni prsten. Vrhunac imunoloske
aktivnosti nep¢anih tonzila najces¢e nastaje u prvom desetljecu ljudskoga zivota, a tijekom
zivota broj imunoloski aktivnih stanica postupno se smanjuje (9, 10). Sve strukture limfaticnog

prstena intenzivno sudjeluju u obrambenim mehanizmima ljudskoga organizma protiv raznih

bakterija, virusa i ostalih mikroorganizama koji se nadu na krizanju izmedu poc¢etka probavnog
i gornjeg disnog sustava. Stovise, sve ranije navedene histoloske podjedinice nep&anih tonzila
(limfoepitel, germinativni centri lifmati¢nih folikula i zona plaSta te podrucje izmedu
limfaticnih folikula) imaju vrlo znacajne zadatke i uloge u imunoloskom odgovoru.
Karakteristika limfoepitela jest da u svom sastavu, osim S$to se sastoji od epitelnih stanica, ima
brojne druge stanice poput M-stanica dendriti¢kih stanica, makrofaga i limfocita (11). Upravo
su M-(membranozne) stanice specificna skupina stanica koja je odgovorna za preuzimanje,
zarobljivanje i daljnji transport antigena. Obzirom da M-stanice slabo eksprimiraju molekule
glavnog kompleksa histokompatibilnosti klase Il (engl. Major histocompatibility complex;
MHC) i nemaju sposobnost daljnje obrade antigena, taj zadatak imaju B-limfociti, dendriti¢ke
stanice i makrofagi koji se nazivaju profesionalnim antigen-prezentiraju¢im stanicama. Osim
antigen prezentirajucih stanica 1 M-stanica, vazno je naglasiti kako vise od polovine stanica
limfoepitela ¢ine B-limfociti i pomo¢nicki T-limfociti €iji je zadatak proizvesti razlicite vrste
citokina poput interleukina-2 (IL - 2), interleukina-4 (IL - 4), interleukina-6 (IL - 6), tumorskog
faktora nekroze alfa (TNF-a) i drugih. Naime, citokini su izuzetno bitni u regulaciji
imunolo$kog odgovora te ih proizvode i druge limfati¢ne i nelimfati¢ne stanice (12).

Proces obrade i prezentiranja antigena pomo¢ni¢kim T-limfocitima odvija se u
ekstrafolikularnom prostoru. Pomoénicki 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 najveci broj IgG i IgA. Nadalje,
memorijske stanice u doticaju s izvanjskim antigenima omogucuju stvaranje protutijela visokog
afiniteta, a to je klju¢an dogadaj za sekundarni imunoloski odgovor kod ponovnog susreta s

istim antigenom (13, 14).
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1.1.4. Hipertrofija nep¢anih tonzila — tonzilarni problem

Imunoloska aktivnost nep¢anih tonzila kao dijela Waldeyerovog limfati¢nog prstena od
izuzetnog je znacaja za obrambene mehanizme ljudskoga organizma od razlicitih patogena. U
odredenog broja ljudi, a ponajvise kod djece u dobi izmedu 3 i 6 godina, dolazi do porasta u
veli¢ini nepcanih tonzila koji se jo§ naziva i hipertrofijom nepcanih tonzila. Ovisno o
izrazenosti hipertrofije nepCanih tonzila i ostalih limfati¢nih tkiva Waldeyerovog limfati¢nog
prstena, u pedijatrijskoj 1 odrasloj populaciji moze do¢i do pojave simptoma poput upala
srednjeg uha, nagluhosti, hrkanja, sinuitisa, kaslja, ucestalog budenja tijekom no¢i, ucestalih
prehlada i problema s gutanjem (15). Stovise, uz hipertrofiju adenoidnih vegetacija, hipertrofija
nepcanih tonzila jedan je od glavnih ¢imbenika nastanka opstruktivne apneje u snu kod djece
jer doprinosi opustenosti misi¢a zdrijela tijekom spavanja i posljedi¢no suzava gornje diSne
puteve (16). Opstruktivna apneja u snu nerijetko ostaje nedijagnosticirana, a posljedi¢no tomu
i nelijeCena. Oko 7 % sve djece hrée tijekom cijele no¢i, a oko 2 % djece imaju prestanke

disanja tijekom no¢i i opstruktivnu apneju u snu, a to za posljedicu dugoro¢no takoder moze

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

hiperaktivnost te kardiopulmonalne tegobe (17 — 21).
1.1.5. Indikacije i metode Kirurskog lijeCenja patologije nepcanih tonzila

Hipertrofija limfaticnog tkiva nepcanih tonzila jedna je od najc¢eS¢ih indikacija za
tonzilektomiju (22). Kirurskom lijeenju hipertrofije nepcanih tonzila i adenoidnih vegetacija
predstoji pravilno postavljanje indikacije, multidisciplinarni pristup i dosljednost smjernicama
za tonzilarni problem (23). Postavljanje indikacije podrazumijeva anamnesticki i
heteroanamnesticki dobivene podatke o ucestalosti tonzilitisa u jednoj godini, opem stanju
pacijenta tijekom bolesti i u fazi odsutnosti tonzilitisa, trajanju simptomatologije, prisutnost
opstrukcije disnih puteva ili sindroma opstruktivne apneje u snu te eventualnim komplikacijama
tonzilitisa kod pacijenta. Ne treba zaboraviti vaznost sinergistickog 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 azuriralo je

postojece smjernice o indikacijama za tonzilektomiju u dje¢joj populaciji. Drustvo u svojim
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smjernicama navodi kako postoji snazna indikacija za tonzilektomiju ako je pacijent imao vise

od 7 tonzilitisa u godinu dana ili viSe od 5 tonzilitisa u 2 uzastopne godine ili vise od 3 tonzilitisa
u 3 uzastopne godine. Nadalje, operacijsko je lijecenje indicirano ako je pacijent imao vise od
jednog peritonzilarnog apscesa ili ako mu je dijagnosticiran PFAPA (engl. Periodic Fever,
Aphthous Stomatitis, Pharyngitis, Adenitis) sindrom ili ako ima ucestale tonzilitise te je
alergican na viSe antibiotika. Preporuka organizacije jest takoder razmotriti tonzilektomiju kod
pacijenata s poremecajem disanja tijekom spavanja koji uz to imaju odredene komorbiditete
poput astme, ponasSajne 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 vise koristi kao glavna
operacijska tehnika. S druge strane, istrazivanje Hoeya i suradnika sugerira kako ostatno
tonzilarno tkivo nakon tonzilotomije nije pokazalo znacajne prednosti pri imunoloSkom
odgovoru u usporedbi s tonzilektomijom. Stovise, ostatno tonzilarno tkivo kod ove operacijske
tehnike mozebitni je rizik za ponovnu operaciju (25 — 27). Ako se osvrnemo na kvalitetu
respiracije tijekom spavanja, epizode tonzilitisa i kvalitetu zivota 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 mehanic¢ko usitnjavanje
hrane do veli¢ine koja je adekvatna za drugu fazu koja se odnosi na kemijsku obradu ranije
usitnjene hrane. Nakon pocetne obrade hrane u usnoj Supljini, gdje hrana dolazi u doticaj s
enzimima bogatom slinom, formirani bolus hrane kontrakcijama miS$i¢a zdrijela i jednjaka
dolazi do Zeludca. Glavnu ulogu u kemijskoj fazi imaju upravo enzimi Zzelu¢anog soka ¢iji je
zadatak rascijepiti hranjive tvari do razine aminokiselina, masnih kiselina i Secera. Kljucan
enzim zeluCanog soka koji sudjeluje u probavi proteina, ali i zastiti zeludca od brojnih bakterija
koje unosimo hranom, zove se pepsin (29, 30). U Zeludcu ga proizvode glavne stanice, ali u
neaktivnom obliku koji se naziva pepsinogen ¢ija je masa oko 42 kiloDaltona (kDa). U kontaktu

sa zeluCanom kiselinom dio proteina se autokataliti¢ki cijepa. Proces cijepanja proizvodi

pepsin, koji je aktivni oblik enzima s masom od oko 36 kDa (31, 32). Kako bi se pepsinogen
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aktivirao u pepsin, potrebni su kiseli uvjeti u ¢ijem stvaranju je kljucna jo$ jedna sastavnica
zeluCanog soka - klorovodi¢na kiselina. Naime, pepsin je endopeptidaza najaktivnija pri pH
vrijednostima od 1,5 do 2, a inaktivira se pri pH vrijednostima ve¢ima od 6,5. Vazna je ¢injenica
kako pepsin ostaje u stabilnom obliku pri vrijednostima pH do 8 te se u slu¢aju zakiseljavanja
uvjeta moze ponovno aktivirati (33, 34).

Unatoc tome §to ga proizvode glavne ZeluCane stanice, pepsin se moze naci i na drugim
mjestima u ljudskome organizmu kao §to su gornji i donji diSni putevi, a ako se nade na tim
mjestima, svojim djelovanjem na obrambene mehanizme diSnih puteva moze trajno narusiti

funkciju stanica sluznice, pojacati oksidativni stres, aktivirati upalne citokine te utjecati na
izrazaj gena koji sudjeluju u upalnim reakcijama. Stovise, kroni¢ni utjecaj pepsina na sluznicu

grkljana moze pogodovati nastanku prekanceroza i zlo¢udnih promjena (35, 36, 38).

1.2.1. Uloga pepsina u hipertrofiji limfaticnog tkiva nepcanih tonzila

Hipertrofija limfati¢nog tkiva nepcanih tonzila ¢esta je pojava u pedijatrijskoj populaciji
te je jedna od glavnih indikacija za operacijski zahvat tonzilektomiju (22, 39). lako su ranija
istrazivanja bila usmjerena na bakterijsku etiologiju nastanka hipertrofije limfati¢nog tkiva
nepCanih tonzila, novija istrazivanja primarni fokus usmjerila su na djelovanje pepsina i
ekstraezofagealnog refluksa kao potencijalnih okidaca ovakvih promjena u nepcanim tonzilama
(33, 40).

Kim i suradnici svojom su studijom iz 2016. godine dokazali kako je pepsin u
hipertrofi¢énim tonzilama najvise prisutan u epitelu tonzilarnih kripti te da okruZuje negativne
germinativne centre i limfaticne folikule sa znacajnim nastankom fibroze. lzuzetno bitno
saznanje jest i da su pepsin pozitivne stanice pronadene u podrucju oSteenog tonzilarnog
plocastog epitela. Daljnjim analizama Kim 1 suradnici predloZili su dvije hipoteze o moguc¢em
mehanizmu nastanka tonzilarne hipertrofije posljedi¢no djelovanju pepsina. Prva hipoteza
podrazumijeva izravan susret pepsina s limfocitima tonzilarnog tkiva koji posljedi¢no
proliferiraju i utjecu na rast limfati¢nih folikula 1 hipertrofiju tonzila. Druga hipoteza ukljucuje
djelovanje makrofaga c¢ija aktivacija u kontaktu s pepsinom izaziva lucenje citokina 1 upalnu
reakciju koja dovodi do hipertrofije limfaticnog tkiva (41). Ista grupa istrazivaca 2018. godine

proucavala je in vitro u¢inke pepsina na hipertrofiju tonzila te dosla do zakljucka kako broj

CD4-pozitivnih stanica iz tkiva dje¢jih hipertrofi¢nih tonzila znacajno poraste u prisutnosti
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pepsina te da je pedijatrijska populacija osjetljivija na izlozenost 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 Zelu¢anih sadrzaja u podrucje grkljana i zdrijela, a dolaskom u

doticaj sa sluznicom navedenog podru¢ja moze dovesti do brojnih stanja kao $to su laringitis,
nazofaringitis i uCestale upale srednjeg uha (43). Simptomi koji su karakteristi¢ni za LPR su
iritirajuci kasalj i laringospazam, disfagija, osjecaj postnazalnog slijevanja sekreta i osjecaj
upaljenog grla (44). Istrazivanja su pokazala izrazito velik globalni porast ovih simptoma u
mladoj populaciji (45). Stovise, u posljednih pedesetak godina prevalencija LPR-a poveéava se
za 4 % na godis$njoj razini (46). Klju¢no je naglasiti kako je prisutnost laringofaringealnog
refluksa jednako zastupljena i u dje¢joj populaciji. lako nema to¢nih podataka o prevalenciji
laringofaringealnog refluksa u pedijatrijskoj populaciji, pretpostavlja se da je najprisutniji u
prvoj godini zivota, uglavnom zbog nezrelih ezofagealnih sfinktera. Pedijatrijska populacija
pokazala je povecanu 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 izmedu ova dva stanja postoje znacajne razlike. Naime, nastanak LPR-a
posljedica je slabosti gornjeg i donjeg ezofagealnog sfinktera, dok je kod GERB-a prisutna
slabost donjeg ezofagealnog sfinktera. lako u patofiziologiji GERB-a ima zanemarivu ulogu,
upravo je pepsin esencijalni ¢imbenik za laringofaringealni refluks, za razliku od drugih
sastavnica ZeluCanog sadrZaja poput Zuci 1 kiselina koje ne moraju uvijek biti prisutne.

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

potvrduje 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 ograni¢enih dijagnosti¢kih alata (51). Vazna je Cinjenica i da su klini¢ki simptomi,
prezentacija 1 terapijski odgovor kod laringofaringealnog refluksa vrlo razli¢iti u odnosu na

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

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

direktan kontakt izmedu sluznice grkljana i zdrijela sa Zelucanim sadrzajem koji ima vise
sastavnica — pepsin, klorovodi¢na kiselina, voda, sluz, lipaze i intrinzi¢ni faktor (29). Fiziolosku
barijeru u sprjeCavanju takvog kontakta ¢ine gornji i donji ezofagealni sfinkter, motorika
muskulature jednjaka te otporna sluznica jednjaka. Tseng i suradnici svojim su istrazivanjem
postavili sumnju na moguée anatomske 1 fizioloske nepravilnosti u pojedinaca s
laringofaringealnim refluksom. Naime, pacijenti s potvrdenim laringofaringealnim refluksom
imali su znaajno kra¢i gornji i donji ezofagealni sfinkter te znacajno kracu duljinu
intraabdominalnog jednjaka u odnosu na kontrolnu grupu zdravih pojedinaca. Takoder je u
pacijenata s laringofaringealnim refluksom primjecena veca pojavnost poremecaja peristaltike
(54). Dodatnu obrambenu ulogu na razini gornjih di$nih puteva imaju karboanhidraza izoenzim
Il (engl. carbonic anydrase isoenzyme Ill, CAIIl) i stres protein plocastog epitela (engl.
squamos epithelium stress protein, Sep70). Naime, CAIII djeluje na lokalno zaluznjavanje i
posljedi¢nu deaktivaciju odredenih sastavnica Zelu¢anog sadrzaja, a Sep70 djeluje regulatorno
na stani¢ni prolazak bjelancevina. Osnovni ¢imbenik slabljenja ove fizioloske barijere jest
pepsin. Svojim djelovanjem pepsin narusava medustani¢ne svezei izravno smanjuje kvalitetu
cilijarne funkcije sluznice gornjih disnih puteva. Naime, upravo su CAlll i Sep70 glavna meta

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

1.3.2. Dijagnosticiranje laringofaringealnog refluksa

Postavljanje dijagnoze LPR-a snazno se oslanja na anamnesticke podatke i klinicki
pregled sluznice grkljana i zdrijela kod pacijenata. Medutim, 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
posljedi¢cno LPR-u koja se naziva Reflux Finding Score (RFS) .

Upitnik RSI primarno je usredotoen na definiranje intenziteta devet razlicitih
simptoma: promuklost, potreba za procis¢avanjem grla, osjec¢aj vece koli€ine sluzi u grlu ili

postnazalne sekrecije, otezano gutanje, kasalj nakon konzumacije hrane u sjede¢em polozaju,
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dispneja, osjecaj stranog tijela u grlu i zZgaravica. Svaki od simptoma boduje se na ljestvici od
0 (bez simptoma) do 5 (izrazeni simptomi). Ukupni zbroj veci od 12 od moguéih 45 bodova

temeljito postavlja sumnju na laringofaringealni refluks. Nadalje, ljestvica RFS sastavljena je
od 8 klini¢kih nalaza na grkljanu koje lije¢nik definira endovideolaringoskopskim pregledom:
subgloticni edem, ventrikularna obliteracija, hiperemija sluznice, edem glasnica, difuzni
laringealni edem, hipertrofija straznje komisure, laringealni granulom i gusta endolaringealna
sluz. Ukupni zbroj veéi od 7 od mogucih 26 bodova s velikom sigurno$c¢u potvrduje prisutnost
laringofaringealnog refluksa (37, 55, 56). S druge strane, novije studije pokazuju kako RSI i

RFS jos uvijek imaju mjesta za napredak te su u odredenim aspektima podlozni subjektivnom

dozivljaju simptoma od strane pacijenta ili pak ne uklju¢uju odredene simptome koji su
uobicajeni za pacijente s LPR-om (57). Vazno je naglasiti kako je napredak tehnologije u
kombinaciji s novim spoznajama o patogenezi ovog stanja doveo do novih metoda jos
preciznijeg postavljanja dijagnoze laringofaringealnog refluksa. Neke od koristenih metoda
SUPEP-TEST, imunohistokemija uzoraka grkljana i nazofarinksa te ELISA (engl.enzyme-linked
immunosorbent assay) . Trenutna metoda izbora u dijagnostici LPR-a jest visekanalni
intraluminalni impedancijski pH monitoring (engl. multichannel intraluminal impedance pH

monitoring) (58, 59). lako se 24-satno pH pracenje smatra zlatnim standardom za
dijagnosticiranje laringofaringealnog refluksa, RSI1i RFS pokazali su se prakti¢énim, dostupnim
1 pouzdanim dijagnostickim alatima, kao i alatima za praenje odgovora na terapiju

laringofaringealnog refluksa (44, 60).

1.3.3. Lije¢enje laringofaringealnog refluksa

Pristup laringofaringealnom refluksu 1 posljedicama koje moZe imati na zdravlje
ljudskog organizma uvelike se promijenio, pocevsi od najnovijih saznanja o patogenezi LPR-a
do korisnih tehnoloskih dostignuca koja su takoder doprinijela shvacanju ove bolesti. Stoga se

u posljednjem desetljecu sve ve¢i naglasak u lijeCenju laringofaringealnog refluksa u dojencadi

1 djece stavlja na promjenu prehrambenih navika, na¢ina unosa hrane i izloZenosti Stetnim
¢imbenicima okoline. Naime, istraZzivanja su pokazala kako dojenje smanjuje vjerojatnost
epizoda laringofaringealnog refluksa, narocito ako se podijeli u vise manjih obroka tijekom

dana. Izbjegavanje duhanskog dima, zacinjene hrane, ¢okolade, gaziranih napitaka i przene
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hrane u pedijatrijskoj populaciji takoder smanjuje vjerojanost nastanka laringofaringealnog
refluksa (61, 62). Drugi modaliteti lije¢enja poput farmakoterapije i kirurSkih oblika lije¢enja
smatraju se drugom i treCom linijom lijeCenja.Meta-analiza Lechiena i grupe suradnika

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

linijom konzervativnog lije¢enja LPR-a, ima tek neznatno bolji u¢inak na simptome u odnosu
na placebo. S druge strane, promjena prehrambenih navika i higijensko — dijetetske mjere
znacajno su utjecali na povlacenje simptoma i kvalitetu sluznice grkljana i u pacijenata koji su
uzimali inhibitore protonske pumpe i u onih koji su koristili placebo (57). Vazno je naglasiti
kako dugotrajno kori$tenje inhibitora protonske pumpe moze imati ozbiljne nuspojave te se ova
skupina lijekova stoga ne preporuca za produljenu primjenu (57, 63). Medu lijekovima koji se
preporucaju za lijeCenje LPR-a su i lijekovi koji sprjecavaju opustanje donjeg jednjacnog
sfinktera, prokineti¢ki lijekovi i alginska kiselina (59, 64). Ako simptomatologija LPR-a
perzistira unato¢ preporuc¢enim terapeuticima i dijetetskim mjerama, kao krajnji oblik lijecenja
U obzir dolazi kirursko lijecenje. Najcesce kirurSke tehnike u lijecenju laringofaringealnog
refluksa su fundoplikacija i magnetska augmentacija sfinktera. U¢inkovitost ovih operacijskih
tehnika jos$ je uvijek kontroverzna te zahtijeva snazniju multidisciplinarnu suradnju lije¢nika,
postavljanje jasnijih kriterija za dijagnosticiranje laringofaringealnog refluksa i snaznijih

indikacija za operacijski zahvat (65, 66).

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

Enzimi apolipoprotein B mRNA posredovanog katalitickog polipeptida (APOBEC)
obitelj su citidin deaminaza koje svojim djelovanjem pretvaraju citidin iz DNA i RNA u uracil.
Vazno je naglasiti kako ovi enzimi imaju znacajnu ulogu u brojnim procesima u organizmu
svih kraljeznjaka. Kod ljudi, ova se obitelj sastoji od 11 enzima: APOBEC1 (Al), AID,

APOBEC?2 (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 utjecu na oblikovanje ljudskog genoma. Naime,

APOBEC djeluju u sloZzenim procesima prirodene i steCene imunosti organizma, metabolizma,

virusne restrikcije te molekularne patogeneze odredenih malignih tumora poput karcinoma
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zeludca, karcinoma dojke, karcinoma mokra¢nog 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

......

prvotno mislilo kako se AID nalazi iskljuc¢ivo u zrelim B-limfocitima, istrazivanja 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 odredenim virusnim infekcijama (74, 75). AID
je izuzetno bitan u stvaranju steCene imunosti djelovanjem na rekombinacijske procese poput
konverzije gena, rekombinacije klasnih prekidaca (eng. Class switch recombination, CSR) i
somatskih hipermutacija, a ti se procesi odvijaju u germinativnim centrima sekundarnih
limfati¢nih organa. Stovige, stvaranjem razli¢litih mutacija takoder je odgovoran za preinaku
imunoglobulina (76). Osim pozitivnog utjecaja u stvaranju ste¢ene imunosti, smatra se kako su
greske u djelovanju AID povezane s nastankom limfomageneze i odredenih autoimunih bolesti
poput sistemskog eritematoznog lupusa i sistemske skleroze (77 — 79). Uslijed golemog utjecaja
u fiziologiji 1 patofiziologiji ljudskoga organizma, predlozeno je da se AID nalazi na kriZzanju

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

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

Kompleks za uredivanje apolipoproteina B tip 3 (APOBEC3) podobitelj je u skupini
enzima APOBEC koja se sastoji od sedam paraloga (APOBEC3A-D, APOBEC3F-H) ¢iji se

geni nalaze na kromosumu 22 (67). APOBEC3 jest grupa enzima koja ima ulogu inhibitora
velikog broja virusa i retroelemenata u prirodenoj imunosti (81). Neki od virusa na koje djeluju

su koronavirusi, herpesvirusi i humani papilomavirus (82 — 85). Osim brojnih interakcija s
raznim virusima, vazno je naglasiti kako se u posljednje vrijeme istrazuje 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
ograniCavanju, 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 istraZivanja o infekcijama virusom hepatitisa B, Epstein-Barr virusom i
virusom humane imunodeficijencije (HIV) (90 — 92). Nadalje, istrazivanje na mi§jem modelu
melanoma pokazalo je kako je pojacana ekspresija APOBEC3B za posljedicu imala poboljsani

uc¢inak imunoterapije (93).
1.4.4. APOBEC3C i APOBEC3D

Za razliku od vecine 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 neistrazena enzimska varijanta s

ograni¢enom sposobno$¢u deaminacije. Primarno ima znacajan utjecaj na genom HIV-1 i
njegovu diversifikaciju, a uz druge je ¢lanove podobitelji u fokusu istrazivanja patogeneze

nastanka multiplog mijeloma (95 — 97).

1.4.5. APOBEC3F, APOBEC3G i APOBEC3H

Enzimska varijanta APOBEC3F ponajvise je istrazivana 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 znacajno je
mutagenija i djeluje inhibitorno na veéi broj virusa. Stovise, ova varijanta predmet je najveceg
broja istrazivanja medu svim ¢lanovima APOBEC3 podobitelji (69, 99). Posljednji ¢lan
podobitelji APOBEC3H ujedno je i enzim s najviSe varijanti te vrlo malom antivirusnom

aktivnoScu.

1.4.6. Stani¢na i podstani¢na lokalizacija APOBEC enzima

StajaliSta o stani¢noj i podstani¢noj lokalizaciji enzima APOBEC obitelji pokazala su

se oprecnima. Kada govorimo o podstani¢noj lokalizaciji enzima, ranija istraZivanja pokazala
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kako se AID nalazi u citoplazmi te kruzi izmedu jezgre i citoplazmatskog prostora. Jezgra je
glavna lokalizacija APOBEC3B, dok se u citoplazmi mogu prona¢i APOBEC3D, APOBEC3F
i APOBEC3G. Dvojnu lokalizaciju, onu u jezgri i citoplazmi, imaju APOBEC3A, APOBEC3C

i APOBEC3H (100 — 102). S druge strane, istrazivanje Seishime i suradnika na uzorcima
adenoidnih vegetacija i nepCanih tonzila pokazalo je kako su svi ¢lanovi APOBEC3 podobitelji
bili zastupljeni i u jezgri i u citoplazmi, a razlika u rezultatima moguca je posljedica razli¢itosti
tkiva na kojima su provedena istrazivanja. Ista je grupa istraziva¢a analizama stanicne
lokalizacije enzima utvrdila kako je izrazaj aktivacijom inducirane citidin deaminaze u
stanicama epitela bio je vrlo sli¢an izrazaju u germinacijskim centrima, a taj podatak ne korelira
s ranijim istrazivanjima. Slino kao u epitelnim stanicama, u kriptama nepcanih tonzila
veéinom su bili prisutni APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F, APOBEC3G i
APOBEC3H, dok je APOBEC3D predominantno bio izrazen u krvnim zilama. Najzastupljeniji
u germinacijskim centrima bili su APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3F, APOBEC3G i
APOBEC3H (103 - 105).

1.4.7. Izrazaj APOBEC enzima u tkivu nep¢anih tonzila

lako su saznanja o izraZzaju APOBEC enzima u hipertroficnom limfati¢nom tkivu

nepcanih tonzila vrlo ogranicena, istrazivanje Seishime i suradnika sugerira kako su razine
APOBEC3 enzima i enzima AID u ovom tkivu medusobno u korelaciji. Usporedujuci

hipertrofi¢no tkivo adenoidnih vegetacija s tkivom nepcanih tonzila, snazniji izrazaj u tkivu
nepcanih tonzila imali su APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3G i APOBEC3H, dok je razina

izrazaja AID i APOBEC3F bila veca u hipertrofiénima adenoidnim vegetacijama (104). S druge

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

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

hipertofija limati¢nog tkiva nepéanih tonzila (106).
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2. HIPOTEZA

Pepsin utjece na izrazaj AID i APOBEC3 u limfati¢nom tkivu nepcanih tonzila.
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3. CILJISTRAZIVANJA

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

blot metodom.

2. Ispitati prisutnost pepsina u uzorcima nepcanih tonzila ispitanika imunohistokemijskim
bojenjima.

3. lIspitati povezanost prisutnosti pepsina s izrazajem gena AID i APOBEC3 u limfati¢cnom

tkivu nepcanih tonzila ispitanika PCR (engl. Polymerase chain reaction) metodom.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao izvorni (originalni) znanstveno-istrazivacki rad po tipu presjecnog

istrazivanja.
4.2. 1zjava o eti¢nosti

Istrazivanje je provedeno uz odobrenje Eti¢kih povjerenstava Klinickog bolni¢kog centra
Osijek i Medicinskog fakulteta Osijek Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera Osijek

(R1/13151/2021), uz strogo pridrzavanje prema etickim nacelima navedenim u NiirnberSkom

kodeksu i Helsinskoj deklaraciji. Svi pacijenti uklju€eni u studiju bili su mladi od 18 godina.

4.3. Ispitanici i materijali

Istrazivanje je zapocelo 16. lipnja 2021., a zavrsilo je 15. rujna 2023. U istrazivanje je
bilo uklju¢eno 80 pedijatrijskih bolesnika Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek s indikacijom za
tonzilektomiju uz odredene kriterije uklju¢ivanja i iskljuc¢ivanja (Tablica 1). Navedena veli¢ina
uzorka donesena je na temelju istrazivanja Seishime i suradnika u kojem je na osnovu 67
uzoraka dobivena statistiCki znaCajna razlika u izraZaju aktivacijom inducirane citidin
deaminaze u hipertroficnim nepcanim tonzila ispitanika mladih od 16 godina u odnosu na
populaciju stariju od 16 godina, uz snagu od 0,8 i odabranu razinu znacajnosti alpha (o) = 0,05
(104).

Uzorci limfati¢nog tkiva prikupljeni su od ispitanika/djece koja su bila podvrgnuta
operativnom zahvatu tonziloadenotomija na Klinici za otorinolaringologiju i Kirurgiju glave i
vrata Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Svi roditelji, zakonski skrbnici ispitanika prije
pristupanja postupku ispitivanja bili su upoznati sa svrhom i protokolom studije te su odobrili
sudjelovanje vlastoru¢nim potpisom informiranog pristanka.

Izvor dobivenih podataka su heteroanamneza, op¢éi ORL pregled koji ukljucuje
otoskopiju, prednju rinoskopiju, orofaringoskopiju, indirektoskopski pregled larinksa te

proSireni ORL endoskopski fiberopticki pregled straznjeg dijela nosne Supljine, nazofarinksa,
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retropalatuma, orofarinksa te larinksa te rezultati PCR i imunohistokemijske analize
limfaticnog tkiva adenoidnih vegetacija i tonzila. Podaci su redovno unoSeni u, za ovo
istrazivanje, kreiranu bazu podataka. Unos podataka raden je tijekom istrazivanja, a baza je
redovito pohranjivana uz izradu sigurnosnih kopija.

Kriteriji za ukljucivanje bili su dob ispod 18 godina, detaljna anamneza i hipertrofija
nepcanih tonzila potvrdena fizikalnim pregledom, te ocjena Brodsky tonzila od 2+ i viSe.
Ljestvica ocjenjivanja po Brodskyju klasificirana je u pet stupnjeva: stupanj O 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 Zdrijela, stupan;
3 oznacava da krajnici su izvan stupova i zauzimaju 50-75 % faringealnog prostora, a stupanj
4 oznaCava da tonzile zauzimaju vise od 75 % faringealnog prostora (107). Kriteriji za

iskljucenje bili su pozitivan antistreptolizinski titar, maligne bolesti, sistemske reumatoloske

bolesti, trauma glave i vrata, prethodno onkolosko lijeCenje i kontraindikacije za
tonzilektomiju.

Indikacije za tonzilektomiju ukljucuju prisutnost opstruktivne apneje tijekom spavanja
u djece i ucestale upale krajnika vise od 7 godisnje ili 5 upala krajnika godisnje tijekom dvije
godine. Tonzilektomije su obavljene u op¢oj anesteziji, uz uzimanje uzorka tkiva iz podrucja
donjih krajnika. Nisu zabiljezene postoperativne komplikacije. Uzorci nepéanih tonzila

fiksirani su u neutralnoj puferiranoj 4 % otopini formaldehida (Biognost, Zagreb, Hrvatska),
dehidrirani u uzlaznoj alkoholnoj seriji (Biognost, Zagreb, Hrvatska), proc¢is¢eni u ksilenu

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Sjedinjene Drzave) i ugradeni u histoloski parafinski
vosak (Merck, Darmstadt, Njemacka). Uzorci sline uzeti prije operacije pohranjeni su u
transportne epruvete i pohranjeni u hladnjaku na -80 °C nakon dodatka 10x otopine kompletnih
mini inhibitora proteaze (Roche, Basel, Svicarska). Tkivo krajnika koristeno je za
imunohistokemijsku detekciju anti-pepsina A, dok su uzorci sline koristeni za Western blot

analizu anti-pepsina A.
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Tablica 4. 1. Ukljucni i isklju¢ni kriteriji istrazivanja

Uklju¢ni kriteriji Iskljucni Kkriteriji

e Dob ispod 18 godina e Pozitivan antistreptolizinski titar

e Hipertrofija nepcanih tonzila potvrdena e  Kontraindikacije za tonzilektomiju

klini¢kim pregledom i uvidom u e Sistemske reumatoloske bolesti, trauma
medicinsku povijest pacijenta glave i vrata, prethodno onkoloSko
e Velicina tonzila po Brodsky ljestvici > 2 lijecCenje

4.4. Western Blot analiza pepsina A u slini

Prije elektroforeze, ukupni proteini u uzorcima sline odredeni su Bradfordovom
metodom u jazicama ravnog dna mikroplocice prema uputama proizvodaca (Biorad, Hercules,
CA, SAD), a rezultati su koristeni za normalizaciju uzorka. Uz uzorke subjekata, prethodno
obojena proteinska ljestvica — srednja molekularna tezina (Abcam, Cambridge, UK) i
standardni uzorci od 1 pgi 0,1 pg svinjskog zelu¢anog mukoza pepsina A (sc-271798, Santa
Cruz Biotechnology, Portland, OR, SAD) koristeni su u prvoj, drugoj i trecoj jazici. 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 koriSten je za provodenje uzoraka pri 25 mA po gelu.
Uzorci su blotirani na PVDF membranu (Merck) u Towbin puferu s 20 % metanola pomocu
TE22 Mini Tank Blotting Unit (Hoeffer inc. San Francisco, CA, SAD). Nakon toga, membrane
su inkubirane u otopini za blokiranje koja je sadrzavala 3 % m/v govedeg 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 sljedec¢em koraku, membrane su inkubirane u primarnoj otopini
antitijela do 48 sati uz rotaciju na 4 °C. Primarno koriSteno protutijelo bilo je anti-Pepsin A u
razrjedenju 1:500 (sc-271798, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, SAD). Nakon inkubacije
u primarnoj otopini antitijela, membrane su isprane u 1xXPBS-T puferu, nakon ¢ega je uslijedila
inkubacija u odgovarajucoj sekundarnoj otopini antitijela dva sata na sobnoj temperaturi uz
rotaciju. Nakon toga, membrane su ponovno isprane u 1xPBS-T, zatim inkubirane u
odgovarajucoj otopini dobavljac¢a (Immun-Star WesternC Kit, Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) i
vizualizirane koriStenjem sustava za vizualizaciju ChemiDocTM Imaging system (Bio -Rad,

Hercules, CA, SAD). Dobiveni rezultati analizirani su i kvantificirani pomocu softvera
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ImageJ/FIJ1 (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 pomocu 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. lzvor: fotografirao

autor rada.
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~43 kDa

~35 kDa

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

autor rada.

~35 kDa

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

autor rada.
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EEF-SoeRew=-
i i S y

~48 kDa
~35 kDa

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

autor rada.

~43 kDa

~35 kDa

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. lzvor: fotografirao

autor rada.

4.5. Imunohistokemijska detekcija pepsina u tonzilarnom tkivu

Imunohistokemijska detekcija pepsina u tonzilarnom tkivu izvedena je u Klini¢kom

zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek sustavom VENTANA Bench Mark Ultra
prema protokolu proizvodaca. Prilikom unosa postupka za anti-Pepsin A anti-tijelo (sc-271798,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, SAD) u sustav Ventana Bench Mark Ultra, u uredaj je
unesen i njegov protokol. Svaki je uzorak bio oznacen barkodom. Dio tkiva 2 s parafinom na

stakalcu umetnut je u uredaj i podvrgnut je potpuno automatiziranom procesu deparafinizacije
pomocu koncentrata EZ Prep (LOT 206236-01, REF 950-102), koji je razrijeden u omjeru 1:10,

stavljen u spremnik, a zatim nanesen na stakalca pomocu uredaja. Detekcija Pepsina A
provedena je pomoc¢u kompleta Ultra View Universal DAB Detection (REF 760-500, LOT
G07369) prema protokolu proizvodaca. Nakon deparafinizacije stakalca su isprana reakcijskim
puferom, koji je razrijeden mijeSanjem 2 L reakcijskog pufera s 18 L destilirane vode (REF
950-300, LOT D05414). Razrijedeni pufer stavljen je u spremnik iz kojeg je uredaj izvukao
otopinu. Inhibicija endogene peroksidaze provedena je koristenjem Ultra View Universal DAB
inhibitora (3 % H202) tijekom 10 minuta, nakon Cega je slijedilo ispiranje u reakcijskom
puferu. Vracanje antigena u tkivo, kao potencijalno mjesto vezivanja, postignuto je
inkubacijom s Ultra CC1 (Ultra Cell Conditioner 1, pH 8,4) tijekom 30 minuta, nakon Cega je
uslijedilo ispiranje u reakcijskom puferu. Koristeno anti-pepsin A antitijelo bilo je misje
monoklonsko antitijelo iz Santa Cruz Biotechnology, razrijedeno u omjeru 1:100. Inkubacija je
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trajala 40 minuta na sobnoj temperaturi. Oznafena mjesta imunoreakcije vizualizirana su
pomocu Ultra View DAB Chromogena i Ultra View Universal DAB Coppera tijekom 5 minuta.
Nakon bojenja stakalca su isprana reakcijskim puferom. Bojanje hematoksilinom izvedeno je
pomocu automatiziranog sustava iz kompleta Ventana. Stakalca su isprana destiliranom
vodom, rehidrirana nizom alkoholnih kupki od nizih do visih koncentracija i ru¢no ocis¢ena u
zamjeni za ksilen izvan uredaja (53). Nakon c¢iS¢enja 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 povecanju od 200%. Pozitivha kontrola bio je ljudski
zeludac u kojem je navedena pozitivnost bila puno izraZenija i intenzivnije izrazena u svim

stani¢nim 1 miSiénim strukturama.
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Slika 4. 8. Imunohistokemija tkiva tonzila obojenog protiv pepsina i vizualiziranog s DAB-

HRP reakcijom. Povecanje 200%; mjerilo 50 um. Na slikama su prikazani ljudski Zeludac kao
pozitivna kontrola (a); tkivo nep¢ane tonzile - negativno bojenje (b) i tkivo nep¢ane tonzile -
pozitivno bojenje (c). U svim staniénim i mi$i¢nim strukturama ljudskog Zeludca pozitivna

reakcija bila je puno izrazenija. lzvor: fotografirao autor rada.
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Slika 4. 9. Imunohistokemija tkiva tonzila obojenog protiv pepsina i vizualiziranog s DAB-
HRP reakcijom. Povecanje 400%; mjerilo 20 um. Na slikama su prikazani ljudski zeludac kao
pozitivna kontrola (a); tkivo nepcane tonzile - negativno bojenje (b) i tkivo nepcane tonzile -
pozitivno bojenje (c). Izvor: fotografirao autor rada.
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Slika 4. 10. Raspodjela pepsin pozitivno obojenih stanica. Povecanje 200%; mjerilo 50 pm.

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

centara (c i d) te u podruéju s izrazenom fibrozom u odnosu na ostatak tkiva nepcanih tonzila

(e 1 f). Izvor: fotografirao autor rada.
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Slika 4. 11. Raspodjela pepsin pozitivno obojenih stanica. Povecanje 400x; mjerilo 20 pm.

Stanice su uglavnom vizualizirane u podrucju kripti (a i b), u podruéju oko germinacijskih
centara (c i d) te u podrucju s izrazenom fibrozom u odnosu na ostatak tkiva nepc¢anih tonzila

(e 1 f). Izvor: fotografirao autor rada.
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4.6. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR, eng. Real Time-
Polymerase chain reaction)

Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu izvedena je u Laboratoriju za
analizu DNA pri Medicinskom fakultetu u Osijeku uz pomo¢ Quant Studio 3/5 Real Time PCR

racunalnog programa na Quant Studio 5 uredaju prema protokolu proizvodaca (Qiagen, Hilden,

Njemacka).

4.6.1. Izolacija RNA iz tkiva nepcanih tonzila

Kako bi se prvotno izolirala RNA iz ciljanog tkiva, svaki uzorak nepcane tonzile
prethodno je bio otopljen na sobnoj temperaturi te je od svakog uzorka mehanicki izdvojeno
150-200 mg tkiva. Potom se u pothladenim uvjetima, nakon dodavanja 1 mL trireagensa u svaki
uzorak, u¢inila homogenizacija uzorka. Dobiveni homogenat pohranjen je u sterilne tubice te
je u svaki dodano 550 uL 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

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

faze uzorka te je dodano 500 pL 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 ucinjeno 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 o0 njegovoj veli¢ini, dodalo 30-
50 uL Accugene vode slobodne od DNA i RNA nukleaza te se potom pelet otopio na 60 °C

kroz 2 minute. Cistoéa dobivenih izolata RNA izmjerena je pomoéu 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 nepc¢anih tonzila

Postupak sinteze cDNA iz RNA izolata tkiva nepcanih tonzila ucinjen je pomocu

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

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

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

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

Tablica 4. 2. Komponente za postupak eliminacije gDNA

Komponenta

Volumen

Koncentracija

Pufer za eliminaciju gDNA 7x

2 uL

1x

RNA uzorak 360/600 ng(do 1 png)
RNA-za free voda Variable
Ukupni volumen 14 uL

Pomijesane komponente su inkubirane na 42 °C kroz 2 minute. Sljede¢i korak podrazumijevao

je pripremu smjese za sintezu cDNA ukupnog volumena od 20 uL (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 uL

Quantiscript RT Pufer, 5x 4 uL 1x

RT Primer Mix 1 uL

Cjelovita genomska DNA 14 pl

Ukupni volumen 20 L
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4.6.3. Kvantitativna analiza genske ekspresije primjenom lancane reakcije polimerazom
u stvarnom vremenu

4.6.3.1. Priprema standardnih krivulja

Nakon ucinjene sinteze cDNA, pristupilo se pripremi standardnih krivulja

amplifikacijom ciljnih (A3B, A3G, AID) i referentnog (ACTB) gena u 5 serijskih razrjedenja
standardnog uzorka A. Standardni uzorak A pripremljen je udruzenjem vise cDNA uzoraka, a

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

razrijedenjem dobiva S$iroki koncentracijski raspon za testiranje ucinkovitosti PCR
amplifikacije i ciljnih i referentnih genskih meta. Svi ispitivani kompleti pocetnica pokazali su
podjednako visoku ucinkovitost amplifikacije cDNA kalupa, u rasponu od 88.3 — 117.5 %
(Slike 5 - 8). Preciznost JPCR mjerenja odredena je linearnim korelacijskim koeficijentom
(R2), koji je varirao u rasponu od 0.989-0.997. Sva mjerenja provedena su na uredaju
QuantStudio 5 real-time PCR (Thermo Fisher Scientific, SAD) u duplikatu, a podaci su

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

Za pripremu standardne krivulje, odabrano je 3 uzorka (RNA radne koncentracije 50
ng/ul (ukupno 600 ng/uzorku), te je za svaki uzorak u¢injena reverzna transkripcija u ukupnom
volumenu od 20 pl, dodatkom 4 pl Quantiscript RT pufera, 1 pl RT Primer mjesavine, 1 pl

enzimske smjese Quantiscript Reverse Transcriptase, 2 ul vode slobodne od DNA i1 RNA
nukleaza te 12 ul ukupne RNA koncentracije 50 ng/pl. Dobivena cDNA 3 uzorka udruzena je
u jedan uzorak volumena 60 pl koji je potom razrijeden 4 puta dodatkom 180 pl vode slobodne
od RNA nukleaza na ukupni volumen od 240 pl. U sljede¢em koraku pripremljeno je 5 serijskih
razrjedenja (A, B, C, D, E), pri ¢emu je svaki uzorak razrijeden 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.
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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
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Slika 4. 15. Prikaz standarne krivulje A za ciljni gen A3G
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4.6.3.2. Analiza izraZaja genskih prijepisa

Za provodenje posljednjeg koraka lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu
koristen je komercijalni komplet reagensa QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen,
Hilden, Njemacka), i poCetnice za amplifikaciju prijepisa gena koji kodiraju beta-aktin, A3G,
A3B i AID (Metabion International AG, Planegg, Njemacka). Smjesa za amplifikaciju genskih

prijepisa u ukupnom volumenu od 10 pl, pripremljena je mijeSanjem 5 ul QuantiNova SYBR
Green PCR Master Mix reagensa, 0,7 ul obje pocetnice koncentracije 10uM i 3,6 ul cDNA

(Tablica 4.). Lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu ué¢injena je na uredaju Quant
Studio 5 sukladno temperaturnim uvjetima koji su prikazani u Tablici 5., a zabiljezene Ct
vrijednosti analizirane su uz pomo¢ Quant Studio 3/5 Real Time PCR ra¢unalnog programa.

Sva mjerenja serijskih razrjedenja standarda i uzoraka provedena su u duplikatu, pa je za
cjelovitu analizu izraZaja svakog pojedinog gena bilo potrebno uciniti dvije qPCR reakcije, pri

¢emu 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 jazica Koncentracija

2x QuantiNova SYBR Green | 5 uL 1x
PCR Master Mix

Pocetnica A 0,7 uL 0,7 uM

Pocetnica B 0,7 uL 0,7 uM

RNA-za free voda

Uzorak cDNA 3,6 uL < 100ng/ reakcija

Ukupni volumen 10 uL
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Tablica 4. 5. Uvjeti ciklusa izvodenja RT-PCR

Korak Vrijeme Temperatura | Nacin rada Komentari
Inicijalna aktivacija 2 min 95°C Maksimum Aktivacija
Denaturacija 5s 95°C Maksimum

Combined/annealing 10s 60 °C Maksimum Skupljanje
extension podataka 0

fluorescenciji

Broj ciklusa 35-40 Ovisno o koli¢ini
cDNA

4.7, Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su Hi kvadrat (3?) testom. Normalnost raspodijele kontinuiranih
varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Kontinuirani podatci su opisani aritmetickom
sredinom 1 standardnom devijacijom u slucaju raspodjele koja slijedi normalno, a u ostalim
slucajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike kontinuiranih varijabli

izmedu 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 slucaju tri i viSe nezavisnih razlika se testirala
analizom varijance (ANOVA), a u slucaju odredivanja 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 ucinila se analizom kovarijance
(ANCOVA). Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znac¢ajnosti je postavljena na o. = 0,05. Za
statisticku analizu koriSteni su statisticki 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 obiljeZja ispitanika

5. Rezultati

U istrazivanje je ukljuc¢eno 80 bolesnika kojima je prijeoperacijski u¢injena timpanometrija,

odredena klinicka procjena veli¢ine nepcanih tonzila prema Brodsky klasifikaciji, a tijekom

operacijskog zahvata uzet je uzorak nepcane tonzile za imunohistokemijsku analizu prisutnosti

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

u nepCanim tonzilama.

Medijan dobi bolesnika je 8 godina, u rasponu od 4 do najvise 16 godina, bez znacajne razlike

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

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

B tip. Veli¢ina nepc¢anih tonzila (Brodsky klasifikacija) je medijana 3, u rasponu od 2 do najvise

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

Tablica 5. 1. Obiljezja bolesnika prema imunohistokemijskom nalazu pepsina u nepéanim

tonzilama
Pepsin+  Pepsin—  Ukupno Razlika
(n=45) (n=35) (n=80) E)%i;ﬁ;ﬁggﬁr)‘ P
FI\;Sd(ing;): I(ri]rp;ierkvartilni ! 8 8 L 0,28"
raspon)] (6-95) (6-10) (6-10) (-1do 2) ’
Spol
Muski 28(62)  16(46) 44 (55) 0,14
Zenski 17 (38) 19 (54) 36 (45)
Timpanogram
Atip 21(46)  18(51)  39(49) 0,10
B tip 12 (27) 3(9) 15 (19)
C tip 12 (27) 14 (40) 26 (32)
ot et 2 0
raspon)] (3-4) (2-3) (3-4) (-1do0) ’

“Mann Whitney U test (Hodges — Lehmannova razlika medijana); * Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Nisu uocene znacajne razlike u dobi bolesnika i u veliini nepéanih tonzila (Brodsky

klasifikacija) glede spola bolesnika, kao $to nisu uocene razlike u raspodjeli bolesnika uslijed

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

Tablica 5. 2. Obiljezja bolesnika prema spolu

Muski spol Zenski Ukupno Razlika
(= 44) spol (n = 80) (95 % raspon P
- (n =36) h pouzdanosti)
Dob (_godlr_le) N 8 75 8 0 )
[Medijan (interkvartilni 0,77

raspon)] (6-10) (6-9,5)  (6-10) (-1do 1)

Timpanogram

A tip 20 (45) 19 (53) 39 (49) 0,597
B tip 10 (23) 5 (14) 15 (19)
C tip 14 (32) 12 (33) 26 (32)
Brodsky klasifikacija 3 3 3 )
[Medijan (interkvartilni 0(0do0) 0,82

raspon)] (3-3) (2,5-4) (3-4)

“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 znacajne razlike u razinama pepsina izmedu
imunohistokemijski (IHC) pozitivnih i IHC negativnih skupina. Prikaz rezultata Western blot
analize podrazumijeva postotak signala pepsina izracunat u odnosu na 1 pg standarda proteina

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

Signali pepsina bili su slabi i prvenstveno detektirani na oko 36 kDa. Koristenje standarda
proteina pepsina kao prva dva uzorka pomoglo je ublaziti probleme u vezi s polozajem 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 znacajne povezanosti izmedu vrijednosti (Tablica 5.3.).

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

. . Broj Aritmeti¢k di 0
Spol Imunohistokemija . J rime lc_ a srecina 95% raspon p*
djece dobi (SD) pouzdanosti
o Negativno 18 6,88 (0,78) 5,54 do 8,23
Muski
spol o
Pozitivno 23 7,87 (0,57) 6,45 do 9,29
0,77
. ) Negativno 17 7,00 (0,69) 5,42 do 8,57
Zenski
spol o
Pozitivno 18 7,55 (0,76) 5,86 do 9,25

SD - standardna devijacija; *dvosmjerna ANOVA
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5. Rezultati

5.3. PCR analiza uzoraka nepc¢anih tonzila

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

a 33 (44 %) su negativna nalaza.

Nema znacajne razlike u dobi, spolu, nalazu timpanometrije i veli¢ini nepcanih tonzila
(Brodsky Klasifikacija) izmedu pepsin pozitivnih i pepsin negativnih bolesnika kojima je

uc¢injen PCR (Tablica 5.4.).
Takoder, u skupini bolesnika kojima je uc¢injen PCR ne uocavaju se znacajne razlike u dobi i
veli¢ini nepcanih tonzila (Brodsky klasifikacija) glede spola, kao §to se ne razlikuje znacajno

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

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

Pepsin Pepsin Ukupno Razlika
PCR + PCR — (n =175) (95 % raspon P
(n=42) (n=33) pouzdanosti)
F'\‘/I):d(?;’: I(rilszerkvartilni ] ; 8 1 0,41
Fasp0 r{)] (6-10) (6-105)  (6-10) (-2 do 1) !
Spol
Muski 27 (64) 15 (45) 42 (56) 0,107
Zenski 15 (36) 18 (55) 33 (44)
Timpanogram
Atip 19 (45) 17 (52) 36 (48) 0,107
B tip 12 (29) 3(9) 15 (20)
Ctip 11 (26) 13 (39) 24 (32)
Brodsky klasifikacija 3 3 3
Eggsglr{ia]n (interkvartilni (3-4) 2-3) (3_4) 0(0do0) 0,45

“Mann Whitney U test (Hodges — Lehmannova razlika medijana); * Hi kvadrat test
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Tablica 5. 5. Obiljezja bolesnika kojima je u¢injen PCR (n = 75) prema spolu (PCR)

: y . Razlika
Muski spol  Zenski spol
PCR PCR Ukupno (95 % P
(n=75) raspon

(n=42) (n=33) pouzdanosti)

Dob (godine)

8 8 8 0 .

Eggsggﬁn (interkvartilni (6 10) (6 10) (6 10) (-1do2) 0,37
Timpanogram

Atip 19 (45) 17 (52) 36 (48) 0,65

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

Ctip 13 (31) 11 (33) 24 (32)
Brodsky klasifikacija 3 3 3 .
[Medijan (interkvartilni 0(0do0O) 045

raspon)] (3-3) (2,5-4) (3-4)

“Mann Whitney U test (Hodges — Lehmannova razlika medijana); * Hi kvadrat test

Ispitao se izrazaj gena A3G, A3B i AID (logaritamska transformacija) i uoc¢ava se da nema

znacajne razlike u izrazaju izmedu A3G, A3B i AID (Tablica 5.6. i Slika 5.2.).

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

sre(;s;;i:zlseg(;k[ellog] Minimum Maksimum pP*
A3G -0,147 (0,97) -2,12 3,09
A3B -0,137 (1,16) -3,04 3,68 0,49
AID -0,092 (1,53) -3,84 4,34

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

Pearsonovim koeficijentom korelacije R ocijenila se medusobna povezanost izrazaja gena,

povezanost izrazaja gena s dobi bolesnika i s veli¢inom nepcanih tonzila (Brodsky

klasifikacija).

Sto je veéi izrazaj gena A3G, to je veéi i izrazaj gena A3B (R = 0,505). Znadajna je i povezanost
izrazaja gena A3B s AID, odnosno kod veceg izrazaja gena A3B vecdi je i izrazaj gena AID (R
= 0,348). Uocava se da postoji znacajna, pozitivna i slabija veza izmedu dobi bolesnika i
izrazaja gena A3G (R = 0,373), dok izrazaji drugih gena nisu u znacajnoj vezi s dobi bolesnika

(Tablica 5.7.).
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5. Rezultati

Tablica 5. 7. Medusobna povezanost izrazaja gena A3G, A3B i AIDs dobi bolesnika i veli¢inom

nepcanih tonzila (Brodsky klasifikacija)

Pearsonov koeficijent korelacije R (P vrijednost)

Genl A3G A3B AID Dob Bgokd;rky
0,373 10,027
ASG ) (0,001) (0,82)
s 0,505 _ 0,234 10,026
(<0,001) (0,05) (0,83)
D 0,162 0,348 _ 0,130 10,032
(0,17) (0,003) (0,27) (0,78)

Nisu uocene znacajne razlike u izrazaju gena uslijed imunohistokemijskog nalaza pepsina u

neplanim tonzilama, a takoder, ne razlikuje se izrazaj gena unutar pojedine skupine prema

imunohistokemijskom nalazu pepsina u nep¢anim tonzilama (Tablica 5.8., Slika 5.3.).

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

Aritmeticka sredina (SD) [log]

Pepsin Pepsin Razlika
P . P . (95 % raspon P’
PCR + P PCR - P pouzdanosti)
(n=42) (n=33)
-0,263 4,63-10 0,263
A3G ’ ’ 0,25
(0,93) (1,03) (-0,188 do 0,713)
-0,241 -1,36-10° 0,241
A3B ’ 0,92 ’ >0,99 ’ 0,39
(1,01) (1,33) (-0,309 do 0,791)
-0,164 2,83-10° 0,165
AID 0,65
(1,48) (1,60) (-0,548 do 0,877)

*ANOVA: Tt-test
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Slika 5. 3. Razlike u izrazaju gena uslijed imunohistokemijskog nalaza pepsina u nepéanim

tonzilama (PCR) (logaritamska transformacija)

Uzimajuéi u obzir povezanost gena A3G s dobi bolesnika ucinjena je analiza kovarijance

(ANCOVA) izrazaja svih gena izmedu pepsin pozitivne i negativne skupine bolesnika uz

korekciju za dob, te je potvrdeno da

pepsina (Tablica 5.9.).

Tablica 5. 9. Izrazaj gena AS3G,

nema znacajne razlike u izrazaju gena uslijed nalaza

A3B i AID (logaritamska transformacija) uslijed

imunohistokemijskog nalaza pepsina u nep¢anim tonzilama uz korekciju za dob

Aritmeticka sredina

(95 % raspon pouzdanosti) p*
PepsinPCR + Pepsin PCR —
-0,224 -0,049
A3G ’ ’ F(1,72) = 0,66 0,42
(-0,505 do 0,058) (-0,367 do 0,269) (172)
-0,217 -0,031
A3B ’ ’ F(1,69) = 0,47 0,50
(-0,572 do 0,138) (-0,440 do 0,378) (169)
-0,144 -0,027
AID F(1,72) =0,11 0,75

(-0,618 do 0,330)

(-0,562 do 0,508)

*ANCOVA (korekcija za dob)
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5. Rezultati

Nisu uo¢ene znacajne razlike u izrazaju gena glede spola. Takoder, ne razlikuje se izrazaj gena

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

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

Aritmeticka sredina (SD) [log] Razlika
Muski spol . Zenski spol p* (95 % raspon P’
(n=42) (n=33) pouzdanosti)
-0,111 -0,194 -0,08
A3G 0,70
(1,12) (0,77) (-0,52 do 0,35)
-0,155 -0,113 0,04
A3B ’ 0,97 ’ 0,94 ’ 0,88
(1,29) (0,96) (-0,51 do 0,60)
-0,082 -0,105 -0,02
AID 0,95
(1,60) (1,46) (-0,74 do 0,69)
*ANOVA,; Tt-test
I A3G
I A3B
0. - - I AD
0,27 T T T
T oo
& ¢
S T 4 t 1
5 o ®
2
>
-0,4]
-0,61 o - A4
-0,871

T 1
Muski spol Zenski spol

Slika 5. 4. Razlike u izrazaju gena glede spola (logaritamska transformacija)
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5. Rezultati

Nisu uocene znacajne razlike u izrazaju gena uslijed nalaza timpanometrije. Takoder, ne

razlikuje se izrazaj gena niti unutar pojedinog nalaza timpanometrije (Tablica5.11., Slika 5.5.).

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

transformacija)

Aritmeticka sredina (SD) [log] uslijed nalaza timpanometrije

Timpanogram P* Timpanogram P* Timpanogram P* P*
A B C
A3G  -0,127 (0,96) -0,449 (0,84) 0,011 (1,06) 0,36
A3B -0,099 (1,11) 0,80 -0,116(0,69) 0,67 -0,203(1,45) 0,79 0,94
AID 0,055 (1,52) -0,199 (1,49) -0,247 (1,61) 0,73
*ANOVA
I A3G
I A3B
I AD
0,57
§ 0,0 1 ¢
n [
o .
<] [ ]
<] -057
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I I I
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Slika 5. 5. Razlike u izrazaju gena uslijed nalaza timpanometrije (logaritamska transformacija)
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6. RASPRAVA

Dosadasnja znanstvena istrazivanja o hipertrofiji nepcCanih tonzila uglavnom su se
fokusirala na pojedine ¢imbenike kao mogucée uzro¢nike hipertrofije limfaticnog tkiva, poput
pojedinih sastavnica Zelu¢anog sadrzaja ili odredenih mikroorganizama. Do danas, pregledom
dostupne znanstvene literature, ovo je prvo znanstveno istrazivanje kojem je cilj bio analizirati
ucinak pepsina na ekspresiju gena A3B, A3G i AID i na hipertrofiju nepéanih tonzila u
pedijatrijskoj populaciji. Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su kako u odabranoj
populaciji pedijatrijskih ispitanika nema povezanosti izrazaja gena AID, A3G i A3B i

prisutnosti pepsina u nep¢anim tonzilama.

6.1. Osnovna obiljeZja ispitanika

U ovoj je studiji operacijskom zahvatu tonzilektomiji podvrgnuto 80 ispitanika, od kojih
je 44 bilo muskoga spola, a 37 Zenskoga spola. Medijan dobi bolesnika je 8 godina, u rasponu
od 4 do 16 godina. Za utvrdivanje veli¢ine nep¢anih tonzila koriStena je Brodsky klasifikacija,
a medijan veli¢ine nep¢anih tonzila za ovu grupu ispitanika bio je 3, u rasponu od 2 do 4 (107).
Vazno je napomenuti kako postoji vise klasifikacija veli¢ine nep&anih tonzila. Osim Brodsky
klasifikacije, postoji 1 klasifikacija veli€ine nep€anih tonzila po Friedmanu, a ona
podrazumijeva odredivanje veli¢ine nepcanih tonzila usporeduju¢i odnose tonzile s okolnim
strukturama usne Supljine i orofarinksa (108). Takoder, u klini¢koj praksi koristi se i djelomi¢no
izmijenjena Brodsky klasifikacija koja se jo$ naziva ljestvicom tri stadija (engl. three-grade
scale). S obzirom na postojanje razlika u klasifikacijskim sistemima veli¢ine nep¢anih tonzila,
analiziranjem znanstvene literature pokusali smo odabrati najoptimalniju klasifikaciju za ovu
studiju. Prema studiji Kumara i suradnika koja je usporedivala tri navedena klasifikacijska
sustava na uzorku od 116 pedijatrijskih ispitanika, klinicki najoptimalniji sustav za klasifikaciju
veli¢ine tonzila bila bi Brodsky klasifikacija (109). Studija Nga i suradnika takoder navodi
Brodsky klasifikaciju kao najbolju opciju za $to preciznije definiranje veli¢ine nepcanih tonzila
(110). Osim navedenih klasifikacijskih sustava, fokus odredenih istrazivanja bio je usmjeren
na jo$ preciznije definiranje veliine nepcanih tonzila, a to ponajviSe podrazumijeva koristenje
fotografija i odredenih radioloskih tehnika (111, 112). S obzirom na potencijalne dodatne

troskove, dodatno definiranje veli¢ine nepcanih tonila nije uzeto u obzir u ovome istrazivanju.
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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 pic¢a te oralnu
higijenu. Obzirom da je prije izvodenja same studije pretpostavljeno kako ¢e prikupljanje
uzoraka sline za minimalno 80 ispitanika u studiji trajati viSe mjeseci te kako ¢e uzorci morati
biti pohranjeni u adekvatnim uvjetima sve do ispunjenja ciljanog broja ispitanika, pregledom
dostupne literature zeljeli smo provjeriti moze li tijekom vremena doc¢i 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 izmedu jednog tjedna i Sest 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 istrazivanju ukupno 56 % ispitanika imalo
pozitivan nalaz pepsina u slini koji je detektiran Western blot metodom. Istrazivanje Wanga i

suradnika na slicnom uzorku ispitanika pokazalo je pozitivan nalaz u gotovo 80 % slucajeva,
dok je studija Haddada i suradnika pokazala prisutnost salivarnog pepsina u 48 % pedijatrijskih
ispitanika. U istrazivanju 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 ¢ija 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

vecu zastupljenost pozitivnih uzoraka sline, dok je u kontrolnoj skupini medu zdravim
pojedincima izostao pozitivan nalaz pepsina u slini. S druge strane, vise studija potvrdilo je
kako pepsin moZe biti prisutan i u slini zdravih ispitanika koji nisu imali simptomatologiju
laringofaringealnog refluksa (117 — 119).

Obzirom da smo uzorke sline ispitanika uzimali isklju¢ivo u jutarnjim satima prethodno

operacijskom zahvatu, usporedili smo rezultate drugih studija o vremenu i frekvenciji uzimanja
uzoraka sline s nasim rezultatima. Studija Na i suradnika pokazala je kako je razina pepsina u
slini znacajno veca u periodu nakon jutarnjeg budenja u odnosu na period nakon konzumacije

hrane. Iako su u svojoj studiji takoder imali najviSe vrijednosti pepsina u slini u jutarnjim

46



6. Rasprava

uzorcima ispitanika, Zhang i suradnici smatraju kako takav nain uzorkovanja nema dobru

dijagnosticku vrijednost (120, 121). Ispitanici Weitzendorfera i suradnika imali su najvise

izmjerene razine pepsina u slini nakon rucka i vecere (122). Takoder, Hayat i suradnici svojom
su studijom utvrdili viSe razine pepsina u slini nakon konzumacije hrane i pi¢a u odnosu na
period nakon jutarnjeg budenja (123). Istrazivanje Fortunata i suradnika stavilo je naglasak na
visestruko uzimanje uzoraka sline u razli¢itim periodima dana u svrhu pojacavanja osjetljivosti
samoga testa i dobivanja objektivnih mjerenja koncentracije pepsina u slini pojedinaca.
Istrazivanje Lechiena i suradnika prvo je istrazivanje koje je prilikom visestrukih mjerenja
pepsina tijekom dana iz uzoraka sline ispitanika ispitivalo osjetljivost, specifi¢nost, preciznost

mjerenja i prediktivnu vrijednost i dokazalo to¢nije rezultate kod visestrukih 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 doSli do zaklju¢ka kako se povecanjem broja

uzorkovanja tijekom dana povecava osjetljivost, a bez promjena u specificnosti samoga testa
(121). Studija Wanga i suradnika viSestrukim je testiranjem pepsina u slini 138 ispitanika
dokazala prisutnost pepsina u viSe od 100 ispitanika. Daljnjom analizom dosli su do zakljucka
kako je kod gotovo polovine ispitanika s viSestrukim pozitivnim testovima sline na pepsin
jutarnje testiranje bilo negativno. Stoga je glavna preporuka ove skupine istrazivaca uzimanje
viSe uzoraka sline ispitanika tijekom dana u svrhu objektivnijih rezultata ispitivanja (127).
Preporuku o viSestrukom uzorkovanju sline ispitanika takoder je dala 1 skupina istrazivaca
jedne kineske studije iz 2021. godine. Njihovi rezultati pokazali su dvostruko vecu preciznost
u detekciji laringofaringealnog refluksa kod ispitanika koji su podvrgnuti viSestrukim
uzorkovanjima sline u odnosu na uzimanje jednog uzorka sline (128).

Obzirom na €injenicu kako je velik broj istraZivanja u posljednjim desetlje¢ima pokazao
varijabilnost u postotku pozitivnih uzoraka sline ispitanika na pepsin, fokus odredenih studija

bio je usmjeren na osjetljivost i specificnost metoda kojima se analiziraju uzorci sline
ispitanika. Naime, prednost metoda poput ELISA-e i Western blota je moguénost
kvantificiranja rezultata, ali visoki financijski zahtjevi 1 nedostupnost ograniCavaju Siru
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

1 suradnika dokazala je wumjerenu dijagnosti¢ku vrijednost koriStenja Peptesta u
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dijagnosticiranju pepsina u slini i posljedi¢nom 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 pomocu Peptesta dokazati prisutnost pepsina u uzorcima sline u vise od 85 %
ispitanika. Prema njihovoj studiji, specifi¢nost 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 istrazivanje je pokazalo kako

orofaringealni pH monitoring nema znacajnu dijagnosticku vrijednost u detekciji ove bolesti

(122). Vazno je naglasiti kako za detekciju pepsina u slini takoder postoji novi fluorescencijski

test ¢ija bi u¢inkovitost mogla biti predmet brojnih istraZivanja u budu¢nosti (132, 133).

6.3. Imunohistokemijska analiza uzoraka nep¢anih tonzila

Ispitanicima koji su sudjelovali u ovom je istrazivanju, osim uzoraka sline za analizu
prisutnosti pepsina, uzet je i uzorak tkiva nepcane tonzile. Uzorci tkiva nepcanih tonzila
ispitanika podvrgnuti su imunohistokemijskim bojenjima u svrhu utvrdivanja prisutnosti
pepsina. Od ukupnog broja od 75 ispitanih uzoraka, 45 uzoraka tkiva nepéanih tonzila (56 %)
bilo je pozitivno na pepsin, §to odgovara jednakom broju uzoraka sline koji su bili pozitivni na
pepsin. S druge strane, u svim uzorcima nepcanih tonzila 54 pedijatrijska ispitanika u studiji
Kima i suradnika imunohistokemijskim bojenjima dokazana je prisutnost pepsina. Stovige,
prisutnost pepsina dokazana je i u 30 odraslih ispitanika iste skupine istraZivaca uz napomenu
kako postoje razlike u pozitivitetu bojenja medu pacijentima (41). Huang i suradnici
imunohistokemijskim bojenjima dokazali su prisutnost pepsina u 73 % uzoraka uvecanih
adenoidnih vegetacija pedijatrijskih ispitanika. Takoder su uocili kako razina prisutnosti
pepsina pozitivno korelira s veli¢inom adenoidnih vegetacija, dok u ovome doktorskome radu
nije bilo znacajnih razlika u veli¢ini nepCanih tonzila izmedu pepsin pozitivnih i pepsin
negativnih pacijenata (134). Imunohistokemijskim bojenjima uzoraka hipertrofi¢nih lingvalnih

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

daljnjim analizama dosli do spoznaje kako makrofazi mogu imati utjecaj na hipertrofiju ove
sastavnice Waldeyerovog limfaticnog prstena. Slicne rezultate glede prisutnosti pepsina u
uzorcima hipertrofi¢nih lingvalnih tonzila dobila je jo§ jedna grupa istraZivaca, ali na nesto

ve¢em uzorku (135, 136). Harris i suradnici analizirali su prisutnost pepsina u uvecanim
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adenoidnim vegetacijama pedijatrijskih pacijenata te usporedivali rezultate s kontrolnom

grupom zdravih pedijatrijskih ispitanika. Imunohistokemijskim bojenjima uzoraka obje

skupine nisu utvrdili prisutnost pepsina ni u jednom uzorku. Prisutnost pepsina u bioptatima
hipertrofi¢nih adenoidnih vegetacija nije utvrdena ni u studiji Formaneka i suradnika (137,
138). Za razliku od studija koje su analizirale prisutnost pepsina u uzorcima limfati¢nih tkiva

Waldeyerovog limfaticnog prstena, istrazivanje Luoa i suradnika svoj je primarni fokus
usmjerila na dokazivanje prisutnosti pepsinogena, prekursora pepsina, i pepsina u uzorcima

adenoidnih vegetacija i sadrzaja iz srednjeg uha pedijatrijskih ispitanika koji su imali sekretorne
upale srednjeg uha. Studija je pokazala znaajno veée koli¢ine 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
istrazivaca dovelo do pretpostavke o moguéem pojavljivanju pepsinogena, a potom i aktivnog
oblika pepsina, u podru¢ju adenoidnih vegetacija putem laringofaringealnog refluksa (139).

Imunohistokemijskom analizom uzoraka nepcanih tonzila pedijatrijske populacije
pacijenata, u ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je kako je pozitivho bojenje na pepsin
uglavnom vizualizirano oko germinativnih sredista, vezivnog tkiva i u marginalnim zonama.
Kim 1 suradnici su, u svojoj studiji, otkrili da je pepsin najvise koncentriran u epitelu tonzilarnih
kripti, te da okruZuje negativne germinativne centre i limfati¢ne folikule, §to moZze pridonijeti
razvoju fibroze. Osim toga, njihova istrazivanja su pokazala da je pepsin prisutan i u podrucju
osteCenog tonzilarnog epitela, sugerirajuéi potencijalnu ulogu pepsina u ostecenju tkiva i
aktivaciji upalnih procesa. lako su mehanizmi djelovanja pepsina na hipertrofiju nepcanih
tonzila i dalje nedovoljno istrazeni, Kim 1 njegovi suradnici predlozili su nekoliko moguéih
mehanizama. Jedan od njih je izravan susret pepsina s limfocitima, koji moze djelovati kao
okida¢ za razvoj hipertrofije limfati¢nog tkiva. Nadalje, istrazivanja sugeriraju da pepsin moze
izazvati snazan upalni odgovor i oslobadanje citokina, Sto moze doprinijeti razvoju hipertrofije.
U dodatnim in vitro istraZivanjima, Kim i suradnici su otkrili da je pokretljivost i odrzivost
makrofaga direktno ovisna o koli¢ini pepsina s kojima dolaze u kontakt. Ti nalazi pruzaju
dodatnu podrsku hipotezi da pepsin moze aktivirati makrofage i potaknuti upalni odgovor, §to
bi moglo doprinijeti razvoju hipertrofije limfati¢nog tkiva (41).

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

pepsina s drugim sastavnicama Waldeyerovog limfatiénog prstena. Naime, jedna studija
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pokazala je kako su visoke razine pepsina pozitivho povezane s izrazenoS$¢u hipertrofije
lingvalne tonzile (135). Huang i suradnici takoder smatraju kako pepsin ima izuzetno bitnu
ulogu u laringofaringealnom refluksu te da bi stimulacija makrofaga pepsinom mogla dovesti
do hipertrofije lingvalne tonzile (136). Vise istrazivanja o hipertrofiji adenoidnih vegetacija u
pedijatrijskoj populaciji pokazalo je znaCajnu prisutnost pepsina u uvecanim adenoidnim
vegetacijama, Sto govori u prilog pepsinu kao vrlo moguéem okida¢u u mehanizmu nastanka
hipertrofije ovog dijela Waldeyerova limfaticnog prstena (114, 134, 140). Studija Purnella i

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

gotovo polovine ispitanika postavljena sumnja na laringofaringealni refluks, a treéina tih
ispitanika imala je izraZzene simptome bolesti (141). Istrazivanje Hana i suradnika prometnulo
je laringofaringealni refluks kao moguci rizi¢ni ¢imbenik za komplikacije nakon operacijskog

zahvata uklanjanja adenoidnih vegetacija u pedijatrijskoj populaciji (142).

6.4. AID, A3B i A3G i njihov izrazaj u limfati¢nim tkivima
Aktivacijom inducirana citidin deaminaza 1 kompleks za uredivanje apolipoproteina B

tip 3 spadaju u skupinu citidin deaminaza sa Sirokim djelovanjem na ljudski organizam,
poglavito u nastanku brojnih patoloskih stanja poput karcinoma i autoimunih bolesti. AID i
APOBEC3 takoder su predmet mnogih istraZzivanja o ponaSanju virusa u ljudskom organizmu
(143, 144). Unato¢ velikom interesu znanstvene zajednice za otkrivanjem mehanizama
djelovanja ovih citidin deaminaza, djelovanje AID i APOBEC u nepcanim tonzilama i ostalim
sastavnicama Waldeyerovog limfatinog prstena neistrazeno je podruéje. Hipoteza ovog
istrazivanja bila je da upravo pepsin ima utjecaj na ekspresiju AID i APOBECS3 i hipertrofiju
limfati¢nog tkiva nepc€anih tonzila. S obzirom da APOBECS3 obitelj broji 11 ¢lanova od kojih
neki zbog svoje slabe mutacijske aktivnosti nisu bili istrazivani, u srediSte su ovog istrazivanja
uz AID postavljena 2 ¢lana APOBEC3 obitelji: A3B 1 A3G. Varijanta A3G predmet je najveceg
broja istrazivanja medu ¢lanovima APOBEC3 obitelji, dok je A3B varijanta karakteristi¢na po
izrazitom mutacijskom potencijalu (99). Istrazivanje Koninga i suradnika pokazalo je kako su
A3G, zajedno s A3F, znacajno izraZzeni u limfocitima te da profil izraZaja ova dva clana
APOBEC obitelji uvelike ovisi o koli¢ini limfati¢nog tkiva pojedinog tkiva koje se analizira.
Znacaj AID ponajvise je izrazen u Cinjenici da ova citidin deaminaza ima veliku ulogu u
rekombinacijskim procesima steCene imunosti koji se odvijaju u sekundarnim limfaticnim

organima poput nepcanih tonzila i adenoidnih vegetacija (76). Seishima i suradnici po prvi su
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puta proucavali ekspresiju AID i 5 ¢lanova obitelji APOBEC3 u nepfanim tonzilama i
adenoidnim vegetacijama pacijenata. Prilikom pretrazivanju literature tijekom pisanja
doktorskog rada ovaj je znanstveni rad bio jedini rad koji se bavi problematikom izrazaja
obitelji citidin deaminaza u limfati¢nim tkivima Waldeyerovog limfaticnog prstena.

Za razliku od naseg istrazivanja u kojemu su ciljana populacija bila osobe mlade od 18
godina uz medijan dobi bolesnika od 8 godina, Seishima i suradnici u svoje su istrazivanje
ukljucili razlic¢ite dobne kategorije. Takoder, potonje istraZzivanje analiziralo je ekspresijske
profile citidin deaminaza na uzorcima nepcanih tonzila pacijenata koji su imali kroni¢ne
tonzilitise i peritonzilarni apsces, dok je u nasem istrazivanju jedan od isklju¢nih kriterija bio
pozitivan antistreptolizinski titar koji pokazuje prisutnost protutijela na streptolizin O koji
stvara beta hemoliticki streptokok grupe A (145). Osim analize izrazaja citidin deaminaza u
tkivu nepcanih tonzila, Seishima i suradnici istu su analizu proveli i na jos jednog sastavnici
Waldeyerovog limfati¢nog prstena, a to su adenoidne vegetacije. Rezultati Seishimine analize
pokazuju kako razine izrazaja AID i drugih ¢lanova APOBEC3 obitelji u adenoidnim

vegetacijama, uz iznimku varijante A3F, koreliraju s razinama izrazaja istih citidin deaminaza
u nep¢anim tonzilama. U usporedbi s izrazajem u adenoidnim vegetacijama, razine A3B 1 A3G
bile su znacajno viSe u nepanim tonzilama. Izrazaj AID bio je veé¢i u adenoidnim vegetacijama
nego u nepcanim tonzilama. U ovome doktorskom ispitivanjem izraZaja gena uocava se kako
nema znacajne razlike u izraZzaju izmedu A3G, A3B 1 AID u nep¢anim tonzilama.

Nadalje, Seishima i suradnici ispitali su povezanost dobi i izraZajnih profila citidin
deaminaza u tkivu nepc¢anih tonzila i adenoidnih vegetacija. Analizom podataka dosli su do
zaklju€ka kako razine izrazaja A3G 1 A3H znacajno koreliraju s dobi pacijenata podvrgnutih
operacijskom zahvatu tonzilektomije. S druge strane, izrazaj AID nema znac¢ajnu korelaciju s
dobi pacijenata. Takvi rezultati pokazuju stabilnost uz moguci porast izrazaja analiziranih
¢lanova APOBECS3 obitelji tijekom starenja. NaSe istraZivanje pokazalo je kako uz ve¢i izrazZaj
gena A3G postoji 1 ve€i izrazaj gena A3B. Znacajna je 1 povezanost ekspresije gena A3B s
AID, odnosno kod vece ekspresije gena A3B, veca je 1 ekspresija gena AID. Takoder je uoceno
kako postoji znacajna, pozitivna i slabija veza izmedu dobi bolesnika i ekspresije gena A3G,
dok ekspresije drugih gena nisu u znacajnoj vezi s dobi bolesnika. Seishima zaklju¢no navodi
kako su podaci o znacajnim infekcijama prije operacije uz razli¢itu dob bolesnika mogli utjecati

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

nedostatku aktivacijom inducirane citidin deaminaze. Uc¢estali klini¢ki nalaz kod pacijenata s

ovim sindromom je hipertrofija nep¢anih tonzila i limfadenopatija. HistoloSkom analizom
limfaticnog tkiva pacijenata uoCeni su izrazito veliki germinacijski centri s brojnim
makrofagima ispunjenim apoptoti¢kim tjeleScima. Pretpostavka autora jest da u nedostatku
adekvatne aktivacijom inducirane citidin deaminaze ne postoji mehanizam ograni¢avanja
proliferacije limfocita B i posljedi¢ne hipertrofije limfati¢nog tkiva (106). Za razliku od
autosomno recesivne varijante bolesti, u X-vezanom Hiper-IgM sindromu postoji nedostatak
germinacijskih centara u lifmati¢nim tkivima (146).

Osim ne toliko istrazenog izrazaja aktivacijom inducirane citidin deaminaze i sastavnica
obitelji kompleksa za uredivanje apolipoproteina B tip 3 u limfaticnim tkivima Waldeyerovog
limfatiénog prstena, ove sastavnice predmet su brojnih istrazivanja o limfomagenezi i
karcinogenezi. Naime, aberantan izrazaj aktivacijom inducirane citidin deaminaze kod
odredenog dijela pedijatrijske populacije moze dovesti do nastanka Burkittovog limfoma, vrlo
agresivnog limfoma B-stani¢nog porijekla (147). Takoder, ne treba zanemariti utjecaj
aktivacijom inducirane citidin deaminaze u nastanku difuznog B velikostani¢nog limfoma,
oblika limfoma koji ¢ini gotovo petinu Non-Hodgkin limfoma u pedijatrijskoj populaciji (148).
Zabrinjavajuca je 1 ¢injenica kako se sastavnice kompleksa za uredivanje apolipoproteina B tip
3 smatraju jednim od glavnih izvora mutageneze kod nastanka karcinoma u ljudskom
organizmu (91, 149). Od svih sastavnica kompleksa za uredivanje apolipoproteina B tip 3,
A3B ima najve¢i izrazaj u ljudskom organizmu, dok je jo$§ veci, patoloSki izrazaj A3B
primjecen je u primarnom efuzijskom limfomu 1 desetak razli¢itih karcinoma medu kojima je

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

koji je najizraZeniji u nastanku karcinoma mokra¢nog mjehura (152).

6.5. Tonzilarni problem i utjecaj na kvalitetu Zivota pedijatrijskih ispitanika

Limfati¢no tkivo nepCanih tonzila, uz druge sastavnice Waldeyerovog limfati¢nog
prstena, predstavlja klju¢no tkivo u imunoloskom obrambenom mehanizmu ljudskog tijela (4).
Hipertrofija nepcanih tonzila vrlo je ¢esto stanje u pedijatrijskoj populaciji, a uz hipertrofiju
adenoidnih vegetacija smatra se jednim od naj¢es¢ih uzroka opstruktivne apneje u snu. Vazno

je valjano procijeniti optimalni modalitet lijeCenja 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 uzimajudi u obzir potencijalne posljedice dugotrajne opstruktivne apneje u snu, kao $to su

povecani kardiovaskularni rizik te problemi u ponasanju i koncentraciji, postaje klju¢no donijeti
odluke o optimalnom modalitetu lijecenja (19, 153, 154). Stoga je tonzilarni problem oduvijek

je predstavljao izazov za lije¢nike obiteljske medicine, pedijatre i otorinolaringologe, ali i druge

lije¢nike poput infektologa 1 mikrobiologa koji se jednako cesto susre¢u s ovom
problematikom. Ne treba zaboraviti kako hipertrofija sastavnica Waldeyerovog limfati¢nog
prstena znacajno narusava kvalitetu zivota u pedijatrijskoj populaciji. Kako bi lije¢nik donio
valjanu i pravovremenu odluku o lijeGenju, u tome veliku ulogu imaju smjernice za tonzilarni
problem s naglaskom na vaznost multidisciplinarnog pristupa ovome problemu (23). lako je
istrazivanje Marcusa i suradnika pokazalo kako gotovo 80 % pedijatrijskih pacijenata s
opstruktivnom apnejom u snu nakon tonziloadenotomije viSe nema izrazene simptome,
operacijsko lijeCenje moze imati ozbiljne komplikacije poput dehidracije, primarnog i
sekundarnog krvarenja i smrtnog ishoda (155, 156). Jedna Spanjolska studija pokazala je kako

tonziloadenotomija u pedijatrijskom populaciji ima izuzetno bitan u¢inak na sniZavanje razina

upalnih citokina te kako je ucinak operacijskog zahvata na smanjenje razina odredenih
proupalnih ¢imbenika vidljiv ve¢ u prvom mjesecu nakon zahvata (157). Ako simptomatologija

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

nekirurSki oblici lije€enja poput neinvazivne ventilacije, protuupalnih lijekova kao §to su
antagonisti leukotrienskih receptora i intranazalni kortikosteroidi te udlage za donju Celjust.
Jedna indijska studija iz 2024. godine analizirala je ucinke homeopatskih lijekova na

hipertroficno limfati¢no tkivo adenoidnih vegetacija i nep¢anih tonzila pedijatrijskih ispitanika

te su rezultati pokazali kako je personalizirana terapija ovim lijekovima znacajno utjecala na
smanjenje simptomatologije kod pedijatrijskih ispitanika (158 — 161). Vazno je naglasiti kako
se Cesto zanemaruje segment kvalitete zivota djece prije i nakon operacijskog zahvata na
nepcanim tonzilama i adenoidnim vegetacijama. Naime, jedna turska studija iz 2021. godine
bavila se analizom ucinka hipertrofije limfaticnog tkiva nepcanih tonzila i adenoidnih
vegetacija na higijenu usne Supljine pedijatrijskih ispitanika te su dosli do zakljucka kako djeca
S tonzilarnim problemom znacajno ¢eS¢e imaju tegobe s loSim zadahom, patologijom zubnog
mesa i karijesom. Stovise, perzistirajuéi tonzilarni problem takoder moZe utjecati na pojavu
loseg zagriza i dentofacijalnih promjena. Na kraju, autori studije naglasavaju kako je u
sprjecavanju loSeg utjecaja tonzilarnog problema na pedijatrijsku populaciju kljucan
multidisciplinarni pristup lije¢nika (162). Stovise, jedna kineska studija iz 2022. godine na vise
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od 700 pedijatrijskih ispitanika pokazala je kako hipertrofija nep¢anih tonzila, naro¢ito u visim
stadijima uvecanja, negativno utjece 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 nepcéanih tonzila pokazala je kako kvaliteta zivota pedijatrijskih ispitanika mjesec
dana nakon operacijskog zahvata nije optimalna. Losija kvaliteta zivota povezana je s dobi
ispitanika manjom od 5 godina, ali i dugotrajno$¢éu simptomatologije zbog koje su ispitanici
bili podvrgnuti operacijskom zahvatu. Kao ograni¢enje studije spominje se nedovoljna
istrazenost ¢imbenika u okruZenju pacijenta koji bi mogli utjecati na kvalitetu zivota poput
izloZenosti duhanskom dimu i alergenima (164). Studija Huynha i suradnika pokazala je
znacajno poboljSanje u kvaliteti zivota pedijatrijskih ispitanika kojima je ucinjena
tonzilektomija, ¢ak i gotovo pola godine nakon izvedenog operacijskog zahvata. Ista studija
navodi kako bi skra¢ivanje vremenskog perioda do operacijskog zahvata utjecalo na kvalitetu
Zivota ispitanika (165). Lushington i suradnici u svojoj su studiji analizirali uéinak
tonziloadenotomije na kvalitetu spavanja i Zivota ispitanika te na ponaSanje ispitanika u
dvogodisnjem periodu nakon operacijskog zahvata. Njihova studija na 64 pedijatrijska
ispitanika pokazala je znacajno poboljsanje kvalitete spavanja u poslijeoperacijskom periodu
pracenja, ali bez znacajnog poboljSanja u ponaSanju pacijenata dvije godine nakon
tonziloadenotomije. Grupa istrazivaca objasnjava kako se izostanak ucinka operacijskog
zahvata na ponasanje pacijenata moze pripisati nesto starijoj dobi pedijatrijskih ispitanika te,
shodno tomu, duljem periodu izrazenih 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 poboljSanje u ponasanju nakon ucinjenog
operacijskog zahvata (167). Jedna brazilska studija koja je analizirala pedijatrijske ispitanike u
dobi od 3 do 13 godina takoder je pokazala zna¢ajno poboljsanje cjelodnevne kvalitete Zivota
ispitanika i do 22 mjeseca nakon operacijskog zahvata (168). Studija Turkoglua i suradnika na
64 pedijatrijska ispitanika pokazala je poboljsanje simptomatologije kod ispitanika koji su imali
tegobe s koncentracijom, cjelodnevnom pospanoséu, tjeskobom oko spavanja i drugim

tegobama u Sestomjese¢nom periodu pracenja nakon operacijskog zahvata uklanjanja nepcanih
tozila i adenoidnih vegetacija (169). Studija Shana i suradnika pokazala je kako pedijatrijska

populacija koja ima dijagnosticiranu opstruktivnu apneju u snu posljedi¢no uve¢anim nepéanim
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tonzilama 1 adenoidnim vegetacijama takoder moZe imati tegobe s vizualnim ili slu$nim
opazanjem. Autori studije na 49 pedijatrijskih ispitanika navode kako je vise od trecine
pedijatrijskih ispitanika imalo neki stupanj tegoba s vizualnim segmentom paznje, a vise od 80
% ispitanika imalo je tegobe sa slu$nim segmentom paznje. Nakon uéinjene tonziloadenotomije
u pedijatrijskih ispitanika zna¢ajno se smanjio stupanj navedenih smetnji u poslijeoperacijskom
intervalu pra¢enja od 6 mjeseci (170). Tonzilarni problem ne utjece isklju¢ivo na kvalitetu
djeteta, nego ima znacajan utjecaj na kvalitetu Zivota cjelokupne obitelji. Naime, studija
Shteinberga i suradnika pokazala je vrlo losu kvalitetu Zivota roditelja djece koja imaju tegobe
posljedi¢no hipertrofiji limfaticnog tkiva nepéanih tonzila i adenoidnih vegetacija. Izrazita

zabrinutost za zdravlje djeteta uz lo$iju kvalitetu spavanja i zanemarivanje poslovnih obaveza

samo su neke od situacija koje su ispitani roditelji naveli kao ¢imbenike koji su utjecali na
kvalitetu njihovog zivota. S druge strane, ispitanici su naveli znac¢ajno poboljSanje kvalitete
zivota nakon §to su njihova djeca podvrgnuta operacijskom zahvatu uklanjanja nep¢anih tonzila
I adenoidnih vegetacija (171). Jedna indijska studija iz 2022. godine na 50 pedijatrijskih
ispitanika s hipertofijom adenoidnih vegetacija i/ili nepCanih tonzila pokazala je kako je vise
od treCine ispitanika imalo nepravilnosti u sranom ritmu prilikom snimanja
elektrokardiograma. Takoder, ispitanici s ve¢im stadijem hipertrofije adenoidnih vegetacija i
nepcanih tonzila pokazali su znacajno losije rezultate spirometrijskih testiranja u usporedbi s
pacijentima koji su imali nizi stadij opstrukcije hipertroficnim limfaticnim tkivom. Takvi
rezultati vrlo su alarmanti glede Cinjenice da odredeni dio pedijatrijske populacije ve¢ u
pubertetskoj dobi pokazuje slabost plu¢ne funkcije, a moguci uzrok lezi upravo u dugotrajnom
ucinku hipertrofi¢nih nepcanih tonzila i adenoidnih vegetacija na disni sustav. lako su rezultati
ove studije zabrinjavajuci, potrebno je provesti detaljna istraZivanja na puno ve¢em uzorku u
svrhu preciznijih saznanja vezanih za funkciju srca i pluca pedijatrijske populacije (172). Autori
jedne indijske studije iz 2022. godine predlozili su redovne kardioloSke preglede u djece s
opstruktivhom apnejom u snu uzrokovanom hipertroficnim limfati¢nim tkivom adenoidnih
vegetacija i nepCanih tonzila (173).

Utjecaj nekirurS$kih metoda lijeCenja takoder ne treba biti zanemaren. Naime, studija
Bluhera i suradnika analizirala je ufinak montelukasta i flutikazona na 31 pedijatrijskom
ispitaniku s umjerenim oblikom opstruktivne apneje u snu. Rezultati studije pokazali su

poboljSanje kvalitete Zivota ispitanika u periodu do 6 mjeseci davanja ovih lijekova, uz
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napomenu da dugoro¢ni utjecaj na kvalitetu Zivota tek treba biti istrazen (174). Tocno
prepoznati i adekvatno lije¢iti hipertrofiju nepcanih tonzila i adenoidnih vegetacija od klju¢ne
je vaznosti za zdravlje i kvalitetu Zivota pedijatrijske populacije. Multidisciplinarni pristup,
temeljen na smjernicama 1 istrazivanjima, omogucuje lijeCnicima da pruze najbolju mogucu
skrb svakom pacijentu. lako operativni zahvati mogu biti u¢inkoviti, vazno je razmotriti i
nekirurSke alternative kako bi se postigao optimalan ishod lijeCenja i smanjio rizik od

komplikacija u pedijatrijskoj populaciji.

6.6. Etiologija hipertrofije limfati¢nog tkiva Waldeyerovog limfati¢nog prstena

Obzirom na ¢injenicu kako je limfati¢no tkivo nep¢anih tonzila lokalizirano u podrucju
cirkulacije velike koli¢ine izvanjskih mikroorganizama poput virusa i bakterija, logi¢no je
pretpostaviti kako je upravo utjecaj tih patogena jedan od glavnih okidaca u nastanku
tonzilarnog problema u pedijatrijskoj, ali i odrasloj populaciji. Vaznost poznavanja prisutnosti
raznih mikroorganizama u podru¢ju nepéanih tonzila pokazala je studija Katundua i suradnika
iz 2024. godine. Naime, autori ovog istrazivanja analizirali su uzorke briseva povrsine i
sredi$njeg dijela nepcanih tonzila pedijatrijskih ispitanika te dosli do zakljucka kako postoje
razlike u prisutnosti i koli¢ini izoliranih bakterija ovisno o lokalizaciji uzetog brisa. U vise od
70 % pedijatrijskih ispitanika na povrSini je nep€anih tonzila izolirano dvije ili viSe bakterija.
Ista studija navodi kako bi upravo prisutnost viSe mikroorganizama na povrsini i u sredistu
limfati¢nog tkiva nep€anih tonzila mogla biti klju¢na za veli€inu nepcanih tonzila 1 stvaranje
bakterijskog biofilma. Takoder je zanimljiva opservacija kako nije bilo znacajne razlike u vrsti
izoliranih mikroorganizama glede indikacije za operacijski zahvat, bilo da je rije¢ o kroni¢nom
tonzilitisu ili opstruktivnoj apneji u snu (175). lako je studija Katundua i suradnika pokazala
kako nema znacajne razlike u vrsti izoliranih bakterija, jedna japanska studija pokazala je kako
postoji razlika u i1zoliranim patogenima izmedu skupine pedijatrijskih ispitanika s kroni¢nim
upalama tonzila i hiperplazijom tonzila. Dodatno, razlike u profilu izoliranih patogena mogle
bi podrazumijevati aktivaciju razli€itih puteva imunoloskog odgovora i izraZaj razli€itih vrsta
citokina izmedu dviju skupina pedijatrijskih ispitanika (176 — 178). Vise studija potvrdilo je
kako se u podrucju limfati¢nog tkiva Waldeyerovog limfati€énog prstena mogu naci razliciti
mikrobiomi uz porodicu gram — pozitivnih bakterija Streptococcaceae kao najcesce prisutnu u
podru¢ju nepcanih tonzila. Prisutnost razlicitth mikrobioma ovisno o dijelu Waldeyerovog

limfaticnog prstena dodatni je potporanj hipotezi o rezervoaru patogena koji svojom
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prisutnos¢u konstatno generiraju infekcijske procese u podrucju gornjeg diSnog sustava
pedijatrijskih ispitanika. Obzirom da je i u podruéju srednjeg uha i nepcanih tonzila
pedijatrijskih ispitanika detektirana razli¢ita paleta bakterija koja se preklapala u podrucju
adenoidnih vegetacija, jedna americka studija pretpostavila je kako bi adenoidne vegetacije
mogle biti osnova za daljnje Sirenje patogena (179 — 181). Studija Choija i suradnika analizirala
je mikrobiome sline i nepcanih tonzila pedijatrijskih ispitanika koji su zbog hipertofije
limfaticnog tkiva nepéanih tonzila podvrgnuti operacijskom lijeCenju. Rezultati studije
pokazali su znaCajne sliCnosti izmedu dvaju usporedenih mikrobioma te moguce
medudjelovanje ovih sastavnica ¢ije je obrasce potrebno dodatno istraziti (182). Studija Duana
1 suradnika analizirala je razlike u bakterijskom sastavu uzoraka nepc€anih tonzila ispitanika koji
su u poslijeoperacijskom intervalu imali krvarenje iz tonzilarnih loza te su ih usporedili s
kontrolnom skupinom ispitanaka koji nisu imali komplikacije nakon tonzilektomije. Rezultati
analize pokazali su znacajne razlike u prisutnoj mikrobioti izmedu dvije skupine te su u skupini
pacijenata s poslijeoperacijskim krvarenjem izolirane bakterije poput Neisserie i Veillonelle
oznaene kao moguci ¢imbenik u nastanku krvarenja kod pedijatrijskih ispitanika (183). S
druge strane, jedna nepalska studija iz 2023. godine ponudila je novu perspektivu glede uzroka
nastanka hipertrofije nepcanih tonzila u pedijatrijskoj populaciji. Naime, autori ove studije
hipotetizirali su o utjecaju citokina, interleukina i stanje hipoksija na nenormalnu stimulaciju
mezenhimalnih mati¢nih stanica u nepCanim tonzilama. Zaklju¢no, autori smatraju kako
slozeni imunoloski procesi koji ukljucuju djelovanje interleukina — 4, interferona — gama i
tumorskog faktora nekroze trebaju biti dodatno istrazeni u rasvjetljivanju hipertrofije nepcanih
tonzila (184).

lako se utjecaj virusa i bakterija u procesu hipertrofije limfati¢cnog tkiva ne moze
odbaciti, brojna su znanstvena istrazivanja o uzroku hipertrofije limfatiénog tkiva
Waldeyerovog limfati¢nog prstena u posljednjem desetljecu stavila naglasak na moguci utjecaj

pepsina i laringofaringealnog refluksa u nastanku hipertrofije u pedijatrijskoj populaciji (33,
40). Naime, pedijatrijska populacija pokazala je povecanu osjetljivost na prisutnost pepsina u
usporedbi s odraslom populacijom (42). Unato¢ tome Sto precizni podaci o prevalenciji

laringofaringealnog refluksa kod djece nisu dostupni, smatra se da je ovaj oblik refluksa

najprisutniji u prvoj godini Zivota, §to je djelomic¢no posljedica nezrelosti jednjaka kod male
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djece. Medutim, raznolikost simptoma i nedostatak adekvatnih dijagnostic¢kih alata otezavaju
precizno odredivanje prevalencije ovog stanja u pedijatrijskoj populaciji (49, 51).

Unato¢ cCinjenici kako mnoge studije isticu pepsin kao mogu¢i medijator u razvoju
hipertrofije limfaticnog tkiva Waldeyerovog limfaticnog prstena, vazno je naglasiti da i drugi
faktori mogu imati znacajan utjecaj na povecanje limfati¢nog tkiva u pedijatrijskoj populaciji.
Na primjer, ucestale infekcije diSnog sustava, alergije na inhalacijske alergene, izlozenost
duhanskom dimu i zagadenom zraku takoder su ¢esti ¢cimbenici koji mogu doprinijeti razvoju
hipertrofije limfatiénog tkiva. Osim toga, ne smijemo zanemariti ni potencijalnu ulogu
genetskih faktora u nastanku hipertrofije limfati¢nog tkiva. Razlicite genetske predispozicije
mogu imati znacajan utjecaj na osjetljivost pojedinaca na razlic¢ite okoliSne ¢imbenike i na
njihovu sklonost razvoju hipertrofije limfati¢nog tkiva (185, 186). Vise studija potvrdilo je
mogucu povezanost izmedu razina vitamina D u krvi 1 hipertrofije nepcanih tonzila i adenoidnih
vegetacija u populaciji pedijatrijskih ispitanika. Naime, studija Shina i suradnika pokazala je
kako djeca koja imaju hipertrofiju adenoida, hipertrofiju nep€anih tonzila ili hipertrofiju obje
sastavnice Waldeyerovog limfaticnog prstena takoder imaju snizene vrijednosti vitamina D u

krvi. Ista studija upozorava na vaznost daljnje otorinolaringoloske obrade pedijatrijskih

pacijenata kojima je postavljena sumnja na manjak vitamina D. Stovise, jedna ameri¢ka studija
povezala je sniZene vrijednosti vitamina D u krvi s nastankom opstruktivne apneje u snu kod
pedijatrijskih ispitanika (187, 188). Vaznost utjecaja vitamina D potvrduje ¢injenica kako su
osobe s manjkom ovoga vitamina znatno podloZnije ¢estim infekcijama respiracijskog sustava,
a upravo je vitamin D vrlo bitan ¢imbenik imunoloskog sustava sa znatnim utjecajem na
pojedine stanice imunolo$kog 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 nepéanih tonzila i adenoidnih vegetacija i kontrolne skupine zdravih
pedijatrijskih ispitanika (191). Iako su neke studije pokazale kako hipertrofija nepcanih tonzila
1 adenoidnih vegetacija moZe biti povezana s manjkom vitamina D, nekoliko studija smatra
kako bi manjak vitamina D kod pacijenata s hipertrofijom nepcanih tonzila i adenoidnih
vegetacija mogao biti posljedica ¢estih upalnih procesa u navedenom limfaticnom tkivu (192,
193). Kada govorimo o potencijalnom u¢inku mikroorganizama na hipertrofiju limfati¢nog
tkiva u pedijatrijskoj populaciji, u posljednjih nekoliko godina porastao je interes za

proucavanjem ucinaka bakterije Helicobater pylori na ucestale upale nepcanih tonzila i
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adenoidnih vegetacija u djecjoj populaciji. Naime, meta-analiza Niu i suradnika analizirala je

podatke triju studija koje su se bavile u¢incima ove bakterije na adenoidne vegetacije te su dosli
do zakljucka kako je epifarinks vrlo pogodna okolina za rast ove gram — negativne bakterije te

kako bi svojom prisutnos¢u mogle biti odgovorne za hipertrofiju limfati¢nog tkiva u epifarinksu
u djecjoj populaciji (194). Prisutnost bakterije Helicobacter pylori u uzorcima nep¢anih tonzila
takoder je utvrdena u studiji Siupsinskiena i suradnika koji navode kako postoji moguca
poveznica izmedu prisutnosti ove bakterije i ucestalih upala nep¢anih tonzila (195). S druge
strane, novija studija Singha i suradnika analizom uzoraka nepc¢anih tonzila 50 pedijatrijskih
ispitanika pokazala je kako pacijentima kojima je dijagnosticiran laringofaringealni refluks nije
utvrdena prisutnost Helicobacter pylori u nep¢anim tonzilama (196). Studija Zhanga i suradnika

na vise od 450 ispitanika analizirala je intenzitet simptoma laringofaringealnog refluksa izmedu

skupine ispitanika u kojih je dokazana prisutnost Helicobacter pylori i skupine ispitanika bez
Helicobacter pylori infekcije. Rezultati studije upuéuju na moguéi uc¢inak ove bakterije na

povecanje razina pepsina i intenzitet simptoma laringofaringealnog refluksa (197).

6.7. Pepsin kao dijagnosticki marker za laringofaringealni refluks

Brojne novije studije istaknule su pepsin kao potencijalni dijagnosti¢ki marker za larin-
gofaringealni refluks, uz vise dijagnostickih opcija za otkrivanje pepsina. Znacajke kao §to su
pristupacnost, 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 vecu osjetljivost od
salivarnih testova, ali su i agresivnije metode u usporedbi s prikupljanjem sline ili ispljuvka.
Takoder, ne postoji zajednicko misljenje stru¢njaka o najoptimalnijem mjestu uzimanja
bioptata u svrhu dokazivanja prisutnosti pepsina, a neka od mjesta koji se spominju su straznja
komisura grkljana, hipofarinks i sluznica interaritenoidnog podru¢ja (198 — 200). Osim
moguceg ucinka pepsina kao sastavnice laringofaringealnog refluksa na hipertrofiju limfati¢na
tkiva Waldeyerovog limfati¢nog prstena, u posljednjih nekoliko godina vise je istrazivanja na
drugim tkivima istaknulo pepsin kao moguée dijagnosticko sredstvo u detekciji etiologije
odredenih bolesti. Naime, Klimara i suradnici u svom su istrazivanju utvrdili znacajnu
prisutnost pepsina u uzorcima sekreta usne Supljine djece s laringomalacijom u odnosu na
kontrolnu skupinu djece, a njihovim je ranijim istrazivanjem potvrdena prisutnost pepsina u

uzorcima vise od 75 % djece sa teSkim stupnjem laringomalacije koji je zahtijevao kirursko
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lije€enje. S obzirom na navedene rezultate, skupina istrazivaca predlozila je Siru upotrebu
pepsina u dijagnostici laringomalacije (201, 202). Nadalje, studija Rena i suradnika pokazala
je kako se pepsin u veé¢im koli¢inama moze na¢i u nosnom sekretu i tkivu odredene
subpopulacije pacijenata koji boluju od kroni¢ne bolesti nosa i sinusa. Detekcijom pepsina kao
potencijalnog markera za laringofaringealni refluks kod pacijenata s ovim tegobama znacila bi
prekretnicu u lijeenju tih pacijenata i znacajno brzi oporavak od dugogodisnjih tegoba (203).
Pepsin se kao pouzdano dijagnosticko sredstvo za laringofaringealni refluks spominje i kod
sekretorne upale srednjeg uha u pedijatrijskoj populaciji. Ceste nelije¢ene sekretorne upale
srednjeg uha dugorono mogu dovesti do ljepljivog uha 1 posljedi¢no znacajno oslabljenog
sluha. Istrazivanje 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 u¢inak na nastanak sekretorne upale srednjeg uha u pedijatrijskoj
populaciji (204). Studija Upendrana i suradnika spominje mogucu ulogu pepsina u detektiranju
aspiracije refluksnog sadrzaja u pedijatrijskoj populaciji koja boluje od atrezije jednjaka (205).
Ukoliko u obzir uzmemo sva spomenuta recentnija istrazivanja o moguéem ucinku pepsina i
laringofaringealnog refluksa na hipertrofiju limfaticnog tkiva Waldeyerovog limfaticnog
prstena, jasno je kako su potrebne nove studije u svrhu jos boljeg razumijevanja mehanizama
djelovanja pepsina i eventualnog razvoja ciljane terapije za lijeCenje hipertrofije limfaticnog
tkiva. Sustavni pregled literature Calvo-Henriqueza i suradnika pokazao je kako bi pepsin
mogao biti pouzdano dijagnosti¢ko sredstvo za laringofaringealni refluks, ali uz definiranje
odredenih uvjeta prilikom provodenja dijagnostickih postupaka otkrivanja pepsina u
adekvatnim uzorcima (119). Novije istrazivanje 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 upucuje na
prisutnost laringofaringealnog refluksa (206). S druge strane, meta — analiza Jinga i suradnika
iz 2022. godine koja obuhvaca 16 studija pokazala je kako je dijagnosticka vrijednost pepsina
iz sline u detekciji laringofaringealnog refluksa niska te kako je potrebno istraziti optimalne
na¢ine pobolj$anja dijagnosticke vrijednosti ovog testa s obzirom na njegovu jednostavnost,
pristupacnost i lako koristenje (207). Jung i suradnici u svojoj su studiji analizirali povezanost
izmedu razli¢itih 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 znacajne povezanosti izmedu razina pepsina i simptoma refluksa (117). Unatoc
invazivnosti 1 visokim troSkovima, 24-satna viSekanalna 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 viSe dijagnostickih metoda za dokazivanje prisutnosti
laringofaringealnog refluksa. Upravo je 24-satna visekanalna intraluminalna impedancija i pH-
metrija pokazala najvecu osjetljivost i specificnost od svih testiranih metoda (208). Osim ranije
navedene problematike oko MII-pH, velik ograni¢avajuci ¢imbenik je ¢injenica kako pacijenti
tijekom 24-satnog ispitivanja ne moraju imati epizode refluksa, a takvi nalazi mjerenja ne

iskljucuju prisutnost laringofaringealnog refluksa kod pacijenta. Stoga neki autori predlazu

znacajno produljenje pracenja putem MII-pH u svrhu objektivnijih mjerenja (209, 210).

6.8. Utjecaj sastavnica Zelu¢anog sadrzaja na laringofaringealni refluks

Bobin i suradnici smatraju kako uzrok znaéajnih odstupanja u izmjerenim
koncentracijama pepsina u slini ovisno o vremenu uzimanja lezi i u individualnosti pacijenata,
higijensko-dijetetskim mjerama u periodu prije testiranja, komorbiditetima koje pacijenti imaju,
ali i sastavu Zelu¢anog sadrzaja koji dospije u podrudje grkljana i zdrijela. Stovise, upravo
utjecaj razli¢itih komponenti Zelu¢anog sadrzaja na laringofaringealni refluks moze biti razlog
zbog kojeg pepsin negativne osobe pokazuju jasne simptome laringofaringealnog refluksa (117,
211, 212). Osim znaajnog utjecaja pepsina, uloga sastavnica ZeluCanog sadrzaja poput
klorovodi¢ne kiseline, Zu¢nih kiselina i tripsina predmet je sve veéeg broja istrazivanja (213).
Upravo bi utjecaj klorovodi¢ne kiseline i tripsina na zastitne mehanizme sluznice grkljana i
zdrijela mogao bi biti kljuan za simptomatologiju laringofaringealnog refluksa, ali 1 za
stani¢nu karcinogenezu u podruc¢ju grkljana i zdrijela. Naime, tripsin, kojega izlucuju stanice
gusterace, aktiviranjem odredenih receptora utjece na otvaranje i zatvaranje donjeg jednjacnog
sfinktera 1 time omogucuje prolaz sastavnica Zeluanog sadrzaja u podrucje grkljana 1 zdrijela
uzrokujuéi simptomatologiju laringofaringealnog refluksa. Vaznost klorovodi¢ne kiseline,
jedne od najbitnijih determinanti izraZenosti simptomatologije laringofaringealnog refluksa,
krije se u enzimu koji se naziva H+/K+ ATP-aza. Taj se enzim, osim u Zeludcu, u manjim
koli¢inama nalazi i u sluznici grkljana i zdrijela. Snaznim djelovanjem ovog enzima dolazi do
sekrecije klorovodi¢ne kiseline 1 posljedi¢nog razaranja lokalnih zaStitnih mehanizama sluznice
grkljana i zdrijela. Takav ucinak klorovodi¢ne kiseline za posljedicu ima pojacavanje lokalnog
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upalnog odgovora, izrazenije simptome laringofaringealnog refluksa i, ukoliko je prisutnost ove
kiseline produljena, pokretanje procesa nastanka karcinoma zdrijela i grkljana (214 — 219). De

Corso i suradnici svojim su istrazivanjem pokazali kako razine zu¢nih kiselina koreliraju sa

intenzitetom simptoma laringofaringealnog refluksa te kako bi Zzu¢ne kiseline mogle biti
adekvatan dijagnosticki marker za laringofaringealni refluks (220). Vazno je naglasiti kako je
nekoliko studija pokazalo kako sastavnice zelu¢anog refluksa sinergisticki djeluju na oStecenje
sluznice grkljana, zdrijela i usne Supljine. Naime, djelovanje zu¢nih kiselina na savladavanje
stani¢nih barijera sluznice grkljana i zdrijela znacajno je ucinkovitije uz prisutnost klorovodicne
kiseline, a sli¢ni uvjeti niskog pH odgovaraju i djelovanju pepsina na navedene strukture. Jedna
studija pokazala je kako ucCinak viSe sastavnica zeluCanog sadrzaja daje izraZeniju
simptomatologiju u usporedbi s nekiselim refluksom (212, 221 — 223). S obzirom na zajednicki

ucinak sastavnica zeluanog refluksa, potrebno je dodatno istraziti moguéi zajednicki ucinak

klorovodi¢ne kiseline, tripsina i zu¢nih kiselina na hipertrofiju limfati¢nog tkiva nepcanih
tonzila i drugih sastavnica Waldeyerovog limfati¢nog 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, istrazivanje je
pokazalo mogu¢i znacaj prisutnosti elastaze i kolesterola u slini pacijenata u svrhu
rasvjetljavanja patifizoloskih mehanizama laringofaringealnog refluksa. Moguéi utjecaj
elastaze u epizodama refluksa prvi puta je spomenut u studiji Saccoa i suradnika (224). Elastaza

je enzim koji proizvode stanice guSterace te bi njegova prisutnost u slini pacijenata s

laringofaringealnim refluksom mogla biti posljedica epizoda refluksa iz Zeludca i duodenuma
te poremecaja pokretljivosti muskulature gornjeg dijela probavnog sustava. S druge strane,

Lechien 1 suradnici navode kako su u pacijenata s potvrdenim laringofaringealnim refluksom

pronasli visoke razine zu¢nih soli, dok su u asimptomatskih ispitanika uocili vise razine
kolesterola. S obzirom na ¢injenicu kako Zucne soli vezu kolesterol u odredenim tjelesnim
tekuc¢inama, grupa istraZivaca zakljucila je kako bi detekcija razina kolesterola i Zu¢nih soli u
slini mogla biti vrijedno dijagnosticko sredstvo za laringofaringealni refluks. Ista je skupina

istrazivaa uocila luznatije vrijednosti pH u slini pacijenata s dijagnosticiranim

laringofaringealnim refluksom, a takav nalaz objaSnjavaju kao mogucu sluznicku reakciju na
sadrzaj iz zeluCanog refluksa i posljedi¢no vecu proizvodnju bikarbonata. lako ova studija baca

potpuno novo svjetlo na mogucu borbu protiv laringofaringealnog refluksa, vazno je naglasiti
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kako ona ima odredena ogranicenja u vidu broja ispitanika, ali i ¢injenice kako asimptomatski
pacijenti nisu podvrgnuti istim dijagnostickim metodama kao ciljna skupina kojoj je

dijagnosticiran laringofaringealni refluks (225).

6.9. Utjecaj laringofaringealnog refluksa na kvalitetu Zivota

Uz brojna istrazivanja koja pokusavaju rasvijetliti patofizioloske mehanizme nastanka
laringofaringealnog refluksa, u posljednjih nekoliko desetljec¢a objavljen je velik broj studija
¢iji je glavni fokus bila kvaliteta zivota pacijenata s laringofaringealnim refluksom. Liu i
suradnici napravili su pregled dosadasnje literature glede kvalitete Zivota i psiholoskih aspekata
ispitanika kojima je dijagnosticiran laringofaringealni refluks te su dosli do zakljucka kako, u
usporedbi s ispitanicima iz kontrole grupe i ispitanicima kojima je dijagnosticirana
gastroezofagealna refluksna bolest, ispitanici s laringofaringealnim refluksom znatno vise pate
na socijalnom i psiholoskom aspektu. Ova je skupina istrazivaca poseban naglasak na potrebu
daljnjih istrazivanja 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, loSije se
snalazi u uobicajenim socijalnim situacijama te smatra svoju bolest velikim teretom. Takoder,
u odnosu na skupinu zdravih ispitanika, grupa od 76 ispitanika pokazala je sklonost depresivnim
epizodama (227). Jedna americka studija iz 2021. godine na viSe od stotinu ispitanika pokazala
je kako prisutnost laringofaringealnog refluksa znatno vise utjece na fizicki aspekt zdravlja
ispitanika u odnosu na druge svakodnevne Zivotne aspekte. Takoder, ispitanici ove studije kao
glavni problem vezan s bole$¢u naveli su otezano gutanje. Autori studije napominju kako
utjecaj laringofaringealnog refluksa na kvalitetu zivota treba dodatno analizirati s ozbirom na
moguéi utjecaj drugih medicinskih stanja koje ispitanici mogu imati (228). Gong i suradnici
analizirali su ispitanike s gastroezofagealnom refluksnom boles¢i kojima je takoder
dijagnosticiran laringofaringealni refluks te su dosli do zakljucka kako ta skupina pacijenata
ima znatno vise tegoba glede bolova i depresivnih epizoda u usporedbi sa skupinom pacijenata
bez laringofaringealnog refluksa. Takoder, skupina ispitanika s laringofaringealnim refluksom
osjecala se znatno nespremnijom glede poslovnih obaveza te su znacajno dulje izostajali s posla
u usporedbi s grupom ispitanika bez laringofaringealnog refluksa. U istoj je studiji analizirana

razina zadovoljstva ispitanika nakon medikamentoznog lijeCenja te se pokazalo kako je
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znaajno veée zadovoljstvo nakon lijeenja bilo prisutno medu ispitanicima grupe s
gastroezofagealnom refluksnom boles¢éu bez laringofaringealnog refluksa. Vazno je

napomenuti kako pacijenti s laringofaringealnim refluksom obi¢no zahtijevaju znatno duze i

temeljitije lije¢enje od pacijenata s gastroezofagealnom bolescu 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 zivota nakon primjenjene tromjesecne
terapije inhibitorima protonske pumpe. Rezultati studije pokazali su zna¢ajno poboljSanje
kvalitete zivota ispitanika u gotovo svim ispitivanim domenama dodijeljenih upitnika, osim u
fizickom aspektu svakodnevnog djelovanja (229, 230). Uz u¢inak medikamentoznog lijecenja,
izuzetno bitan aspekt vezan za poboljSanje kvalitete Zivota pacijenata s laringofaringealnim
refluksom krije se u promjeni prehrambenih navika i dijetetskih mjera. Naime, studija Prpica i
suradnika pokazala je znacajne razlike u konzumaciji namirnica izmedu pacijenata s
laringofaringealnim refluksom i zdravih pojedinaca. Naime, pacijenti s dijagnosticiranim

refluksom ¢eSc¢e su konzumirali namirnice koje poticu refluksne epizode, ali je studija takoder
pokazala kako je ista skupina pacijenata nakon promjena prehrambenih navika bila znac¢ajno

zadovoljnija kvalitetom Zivota i smanjenom ucestalos¢u simptoma laringofaringealnog refluksa
(231). Ucinkovitost promjena prehrambenih navika uz medikamentoznu terapiju pokazala je i
jedna americka studija na viSe od sto ispitanika koji su podvrgnuti antirefluksnom programu
koji je podrazumijevao higijensko — dijetetske mjere i lijekove. Nakon zavr$etka programa vise
od 90 % ispitanika pokazalo je poboljsanje simptomatologije laringofaringealnog refluksa
(232). Studija Avincsala i suradnika analizirala je moguci u¢inak laringofaringealnog refluksa
na lo§ zadah 42 pacijenta kojima je prethodno dijagnosticiran refluks. Koristeéi testove za

dokazivanje spojeva sumpora iz izdaha pacijenata pokazali su znacajno vecu prisutnost spojeva

sumpora u izdahu pacijenata s ranije potvrdenim laringofaringealnim refluksom u odnosu na
kontrolnu skupinu ispitanika. S obzirom na uc¢inak loSeg zadaha na kvalitetu Zivota pacijenata,
naglasili su potrebu za detaljnijem pristupu takvim pacijentima u svrhu pronalazenja to¢nog
uzroka i adekvatnog individualnog pristupa lijeCenju takvih pacijenata. Autori studije takoder
su predlozili potrebu za daljnjim istrazivanja oko moguce dijagnosticke vrijednosti spojeva
sumpora u dijagnosticiranju laringofaringealnog refluksa kod osoba s lo§im zadahom (233). U

cjelini, ovi nalazi istrazivanja sugeriraju kompleksnost utjecaja LPR-a na zivot pacijenata te

isticu potrebu za multidisciplinarnim pristupom u lije¢enju, koji bi uzimao u obzir fizicke,
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psiholoske i prehrambene aspekte ove bolesti. Osim toga, naglaSavaju potrebu za daljnjim
istrazivanjima koja bi produbila nase razumijevanje mehanizama i komplikacija povezanih s

LPR-om kako bi se osigurala optimalna skrb za pacijente s ovim stanjem.

6.10. Ogranicenja studije i daljnja istraZivanja

Analiziraju¢i dostupna znanstvena istrazivanja, dosli smo do zakljucka kako ova studija
ima svoja ogranicenja. Prvo ogranicenje vidljivo je u jednokratnom uzimanju uzorka sline kod
pacijenata jer, prema dostupnim istrazivanjima, objektivniji rezultati prisutnosti ili odsutnosti
pepsina u slini dobiveni su ¢es¢im uzorkovanjima tijekom cijeloga dana (127, 128). Nadalje,
ogranicenost financijskih resursa onemogucio je detaljniju analizu izrazaja drugih gena iz
APOBEC obitelji koja broji 11 €lanova, a njihova analiza u daljnjim istraZivanjima mogla bi
biti od velike koristi u razumijevanju mehanizama nastanka hipertrofije nepcanih tonzila.

Ogranicen je broj istrazivanja i podataka na ovu kompleksnu temu te su potrebna nova
istrazivanja kako bi se preciznije definirala uloga pepsina, citidin deaminaza i mehanizmi
nastanka hipertrofije limfati¢nog tkiva Waldeyerovog limfati¢nog prstena. Glede slozenosti

interakcija izmedu ovih komponenti i njihovih potencijalnih u¢inaka na patogenezu tonzilarnog
problema, ali i ozbiljnih stanja kao $to su limfomi 1 karcinomi, daljnja istrazivanja mogla bi
pruziti klju¢ne uvide u razvoj novih dijagnostickih 1 terapijskih strategija za ove ozbiljne

bolesti.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

66

Prisutnost pepsina potvrdena je u vise od polovine uzoraka sline i nepcanih
tonzila ispitanika.

Rezultati nisu pokazali povezanost izrazaja gena AID, A3G i A3B i prisutnosti
pepsina u nepanim tonzilama.

Rezultati su pokazali kako uz izrazaj gena A3G u nepfanim tonzilama bude i
veli izrazaj gena A3B.

Rezultati su pokazali kako uz ve¢i izrazaj gena A3B jaca i izrazaj gena AID u
uzorcima nepcanih tonzila.

Izrazaj gena A3G u analiziranim uzorcima nepcanih tonzila U znacajnoj je
korelaciji s dobi bolesnika.

Nije nadena povezanost izrazaja gena AID i A3B u analiziranim uzorcima
nepcanih tonzila i dobi ispitanika.

Nije nadena povezanost izrazaja gena AlD, A3G i A3B i spola ispitanika.



8. Sazetak

8. SAZETAK

CILJEVI ISTRAZIVANJA: Ispitati prisutnost pepsina u uzorcima sline ispitanika
elektroforezom i1 u uzorcima nepcanih tonzila ispitanika imunohistokemijskim bojenjima.
Ispitati povezanost prisutnosti pepina s profilom izrazaja AID i APOBEC3 u limfaticnom tkivu
nepcanih tonzila ispitanika. Ispitati izrazaj AID i APOBEC3 u limfaticnom tkivu nepcanih
tonzila ispitanika PCR metodom.

NACRT STUDIJE: Istrazivanje je ustrojeno kao izvorni (originalni) znanstveno-istrazivacki
rad po tipu presjecnog istrazivanja.

ISPITANICI | METODE: U istrazivanje je uklju¢eno 80 pacijenata mladih 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 nepcanih tonzila podvrgnuti su imunohistokemijskim bojenjima radi potvrde
prisutnosti pepsina, a potom je pomoc¢u RT-PCR metode mjeren izrazaj gena AID, A3B i A3G
u uzorcima.

REZULTATI: Nisu uocene znacajne razlike u izrazaju gena AID, A3B i A3G obzirom na
imunohistokemijski nalaz pepsina u nepanim tonzilama. Postoji znacajna, pozitivnai slabija
veza izmedu dobi bolesnika 1 izrazaja gena A3G u uzorcima nepc¢anih tonzila. Kod veéeg
izrazaja gena A3B, veci je 1 izrazaj gena AID u uzorcima nepcanih tonzila. Vecéi izraZaj gena
A3G podrazumijeva veci izrazaj gena A3B u uzorcima nepcanih tonzila. Nisu uocene znacajne
razlike u izrazaju gena obzirom na spol.

ZAKLJUCAK: Provedenim istraZivanjem utvrdena je prisutnost pepsina u vise od polovine
uzoraka sline i nep€anih tonzila ispitanika. Nije potvrden znacajan utjecaj pepsina na izrazaj
AID 1 APOBEC3 sastavnica 1 hipertrofiju limfaticnog tkiva nepcanih tonzila u istrazivanoj
pedijatrijskoj populaciji.

KLJUCNE RIJECI: aktivacijom inducirana citidin deaminaza; kompleks za uredivanje

apolipoproteina B tip 3; nepcane tonzile; pepsin A; Waldeyerov limfaticni 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 APOBECS3 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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