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1. UVOD 

 

1.1. FIZIOLOGIJA RESPIRATORNE SLUZNICE U NOSU I 

PARANAZALNIM SINUSIMA 

 

Uloga je nosa u disanju višestruka. U minuti udahnemo između 12 i 24 puta, i to u 

prosjeku 12000 litara zraka na dan različite temperature i vlažnosti, pomiješanog s prašinom i 

mikroorganizmima. Funkcije su nosa: osjet njuha, imunološka uloga, mukocilijarni transport, 

filtracija zraka, zagrijavanje i ovlaživanje zraka, nosni ciklus i dinamika protoka zraka. U 

području etmoidne kosti nalaze se specijalizirane stanice za osjet njuha – završeci olfaktornoga 

živca koji su dio živčanoga sustava. Donji dio nosne šupljine prekriven je sluznicom, nosnim 

dlačicama i cilijama s pomoću kojih nos obavlja svoje funkcije (Slika 1). Nosne dlačice 

sprečavaju prolazak većih čestica prema plućima dok cilije i mukozni sekret prašinu i patogene 

transportiraju do ždrijela gdje dalje bivaju uništeni u probavnom traktu. Osim čišćenja zraka, 

nos zagrijava i vlaži udahnuti zrak i time ga priprema za prolazak do pluća. Šupljine 

paranazalnih sinusa prekrivene su respiratornim epitelom (jednoslojni cilindrični epitel s 

cilijama). Iako funkcija paranazalnih sinusa nije do danas u potpunosti razjašnjena, poznato je 

da im je uloga stvaranje i drenaža stvorenog sekreta prema nosnoj šupljini i nazofarinksu kako 

bi se regulirao tlak u nosnoj šupljini. Također, čine i imunološku barijeru stvarajući 

antimikrobne proteine i s pomoću mukoznog sekreta nakupljene mikrobe na sluznici nosa 

transportiraju prema nazofarinksu. Osim imunološke uloge, smatra se da imaju ulogu u 

rezonanciji glasa, potpori neurokranija i viscerokranija, zagrijavanju i ovlaživanju zraka (Beule, 

2010). Nosna sluznica predstavlja prvu barijeru obrane i kontakta sa svim inhaliranim česticama 

i antigenima (Himi T, 2011). Jedan od uzroka nastanka kroničnog rinosinuitisa, alergijskog 

rinitisa, ali i astme i atopijskog dermatitisa jest narušavanje epitelne barijere, tijesnih spojeva 

(eng.tight junction – TJ) i adherirajućih spojeva u epitelu, čime je patogenima i alergenima put 

prema unutarnjem tkivu slobodan (Steelant, 2018). U nosnoj sluznici imunološku barijeru čine 

T i B-limfociti, dentritičke stanice, makrofazi i antigen prezentirajuće stanice koje čine nosno 

limfoidno tkivo (engl. Nasal lymphoid tissue – NALT) (Heritage, 1997; Mutoh M, 2016). 

Inhalirani antigeni transportiraju se do NALT-a s pomoću antigen prezentirajućih stanica i 

obrađuju se s pomoću dentritičkih stanica za predočenje T-limfocitima. Aktivacijom T-



2 
 

limfocita i produkcijom citokina stvara se mikrookolina za IgA protutijela koja se pojačano 

stvaraju radi imunološke obrane od patogena (Himi T, 2011). 

 

 

Slika 1. Endoskopski prikaz zdrave nosne sluznice. Vlastiti izvor. 

 

1.2. KRONIČNI RINOSINUITIS 
 

Rinosinuitis je definiran kao upala sluznice nosne šupljine i paranazalnih sinusa i 

povezan je sa simptomima kao što su nosna opstrukcija i kongestija, sekrecija iz nosa, bol i 

pritisak u licu te poremećen osjećaj mirisa.  

Akutni rinosinuitis (ARS) ima prevalenciju od 6 do 15 % i obično je posljedica virusne 

prehlade. ARS je bolest koja obično ima benigni tijek i spontano je izlječiva dok ozbiljne 

komplikacije bolesti koje su rijetke mogu biti životno ugrožavajuće. To je i najčešći razlog 

propisivanja antibiotika, a pravilno liječenje iznimno je bitno u kontekstu globalne antibiotske 

rezistencije. (Fokkens, 2020) 

Najčešći uzrok ARS-a jest virusna infekcija koja traje do 10 dana i može prethoditi 

akutnom bakterijskom sinuitisu. Najzastupljenije bakterije koje uzrokuju sinuitis jesu 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis and Streptococcus 

pyogenes (Kucuksezer, 2018). 
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Kronični rinosinuitis složena je heterogena upalna bolest s različitim fenotipovima i 

endotipovima. Prema EPOS smjernicama, klinička definicija kroničnog rinosinuitisa u odraslih 

definirana je kao upala nosa i paranazalnih sinusa karakteriziranih s dvama ili više simptoma 

od kojih vodeći simptom mora biti jedno od sljedećeg: nosna opstrukcija, nosna kongestija ili 

nosna sekrecija (prednji ili postnazalni drip), uz prisutnost ili pritiska/boli u licu ili gubitak ili 

poremećaj osjeta njuha uz trajanje opisanih simptoma duže od 12 tjedana uzastopno. 

Akutni i kronični rinosinuitis povezani su sa značajno lošijom kvalitetom života, što je dokazivo 

ispunjavanjem različitih upitnika od koji je najpoznatiji SNOT-22 (engl. sinonasal outcome 

score) koji bolesnici samostalno ispunjavaju i subjektivno procijenjuju intenzitet različitih 

simptoma.  

Fenotipski, dijeli se u dva glavna oblika: kronični rinosinuitis s nosnom polipozom 

(KRSsNP) i kronični rinosinuitis bez nosne polipoze (KRSbNP) (Mullol, 2022). Nosna 

opstrukcija i poremećaj osjeta njuha i okusa najčešće su smetnje kod bolesnika s KRSsNP, dok 

su kod bolesnika s KRSbNP najčešće i najteže tegobe nosna opstrukcija uz bol i pritisak u licu 

te nosna sekrecija.  

Nosni polipi benigne su tvorbe koje nastaju iz sluznice nosnih sinusa ili nosne šupljine. 

Etiologija nastanka polipa još u potpunosti nije razjašnjena; smatra se da su posljedica stanja 

kronične upale u nosu i nosnim sinusima, karakterizirani edemom strome i različitim infiltratom 

upalnih stanica (Newton, 2008). Smatra se da je nosna polipoza završni stadij manifestacije 

nekontrolirane i neodgovarajuće liječene alergije (del Toro E, 2023). 

Histološki gledano, polipi sadržavaju edematoznu stromu s oskudnim fibroblastima, 

mukoznim žlijezdama, metaplastični pločasti epitel, proliferativnu stromu i epitelne elemente 

uz zadebljanje bazalne membrane. Staničnu sastavnicu čine različite vrste stanica uključujući 

eozinofile, mastocite, limfocite, neutrofile i plazma stanice (Slika 2). U većini nosnih polipa, 

eozinofili čine 60 % stanične populacije, osim u cističnoj fibrozi. Postoji više histoloških vrsta 

nosnih polipa, od kojih su eozinofilni (alergijski) i kronični inflamatorni tip (sadržava više 

neutrofila i limfocita) najčešći (Pawankar R. N., 2007).  

Osim dvaju glavnih fenotipa, postoji i alergijski fungalni rinosinuitis (uključuje invazivne i 

neinvazivne podtipove), infektivni rinosinuitis, KRS u aspirin-intolerantnoj respiratornoj 

bolesti, KRS u sklopu cistične fibroze, pedijatrijski KRS i KRS povezan sa sistemskim 

bolestima.  
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Slika 2. Patohistološki nalaz tkiva nosne polipoze odstranjene tijekom operacije – stroma 

polipa. U stromi je vidljivo mnoštvo stanica u kojima prevladavaju eozinofili uz obilnu 

stromu. Izvor: ustupljeno ljubaznošću doc. dr. sc. Jasmine Rajc, dr. med. 

 

1.3. EPIDEMIOLOGIJA KRONIČNOG RINOSINUITISA 
 

Kronični rinosinusitis (KRS)  izrazito je zastupljeno upalno stanje paranazalnih sinusa i 

nosne šupljine koje pogađa 5-12 % opće populacije pogađajući sve dobne skupine.  Incidencija 

u SAD-u iznosi približno 12,3 %, 10,9 % u Europi i 13 % u Kini. Smatra se da KRS ima veći 

utjecaj na društvene funkcije nego ishemijska bolest srca ili kronično srčano zatajenje. Osim 

društvenog utjecaja, KRS je teret i za ekonomiju. Procjenjuje se da trošak povezan sa KRS u 

SAD-u iznosi 10-13 milijardi USD godišnje. Također, neizravni trošak vezan za bolovanja i 

smanjenu produktivnost iznosti dodatnih 20 milijardi američkih dolara godišnje u SAD-u 

(Albu, 2020). Prevalencija KRSsNP u hospitaliziranih bolesnika jest 4,2 %, dok je u astmatičara 

prevalencija nešto veća i iznosi 6,7 %. Prosječna je dob pojave polipa 42 godine (Beule A. , 

2015). 

Znakovi kroničnog rinosinuitisa detektirani CT snimkom paranazalnih sinusa postoje u 

20-40 % opće populacije koji nemaju simptoma bolesti (Dietz de Loos, 2019).  
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1.4. ETIOLOGIJA KRONIČNOG RINOSINUITISA 
 

Povijesno gledano, KRSbNP smatrao se kao posljedica nedovoljno zaliječene 

bakterijske infekcije, dok se za KRSsNP povezivalo s alergijama. Istraživanja u proteklih 20 

godina pokazala su da su etiologija i patogeneza tih oblika bolesti daleko kompleksnija. 

Pregledom literature sa sigurnošću se može reći da postoji konsenzus u dvjema točkama: a) 

specifični čimbenici vjerojatno se razlikuju u pojedinačnih bolesnika i b) KRS je proces u kojem 

je upaljena sluznica potaknuta egzogenim čimbenikom udahnutim kroz nos. Smatra se da je 

KRS posljedica disfunkcionalnih odnosa između domaćina i okolišnih čimbenika. Imunološki 

sustav domaćina obično reagira hiperreaktivno pod utjecajem okolišnih čimbenika poput 

alergena, toksina i mikrobiote (Lam K, 2015). 

Osim eozinofilije u nekih bolesnika, gotovo polovica Azijata sa KRSsNP pokazuju 

karakteristike neutrofilne upale, koja se primarno prezentira Th1 i Th17 tipom upale. 

(Takabayashi T, 2020). Na temelju tkivne eozinofilije, KRSsNP može se podijeliti u dva 

podtipa: eozinofilni KRS (eKRS) i neeozinofilni KRS (neKRS). Poznato nam je da je KRSsNP 

zahtjevno liječiti zbog visoke stope recidiva bolesti unatoč dostupnoj kvalitetnoj 

medikamentnoj i kirurškoj terapiji, no bolesnici s mukoznom eozinofilijom imaju značajno 

veću stopu recidiva polipoze i lošiji kirurški ishod. Također, eozinofilna upala  u uskoj je vezi 

s težinom astme u bolesnika koji boluju od KRS uz pridruženu astmu. Kod bolesnika s teškom 

astmom (potvrđene razinom eozinofila u sputumu ili perifernoj krvi te razinom NO u ekspiriju) 

dokazani su teži simptomi i veći opseg upalno zahvaćene sluznice sinusa potvrđene CT 

paranazalnih sinusa (Maniscalco, 2019). Također, bolesnici s KRSsNP i astmom imaju težu 

bolest koja je karakterizirana visokim udjelom recidiva nosne polipoze i većom ovisnošću o 

kortikosteroidima (Laidlaw TM, 2021). 

Eozinofilni KRS (eKRS) potaknut je Th2 upalnim procesom koji obuhvaća infiltraciju 

eozinofila i drugih upalnih stanica u podsluznicu nosa potaknuti  Th2 citokinima proizvedenima 

od CD4+ Th2 stanica. Poznato je i da, ovisno o zemljopisnoj regiji, dobi, etničkoj skupini i 

komorbiditetima, varira i inflamatorni profil stanica koje dominiraju u KRSsNP. Upala Th2 

glavni je pokretač u patogenezi KRSsNP i povezana je s češćim recidivom bolesti te astmom 

(Maspero, 2022).  
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1.5. DIJAGNOSTIKA I LIJEČENJE KRONIČNOG RINOSINUITISA 
 

Dijagnostikom i liječenjem KRS bavi se otorinolaringolog, koji obradu i dijagnostiku 

započinje anamnezom i kliničkim pregledom. Potrebno je prikupiti važne informacije o duljini, 

težini i vrsti simptoma povezanih s nosom i paranazalnim sinusima. Klinička dijagnoza 

kroničnog rinosinuitisa može se postaviti ako bolesnik ispunjava kriterije prema EPOS 2020 

smjernicama, no zbog potrebe za optimalnom terapijom i uspješnom kontrolom bolesti 

potrebno je pregled upotpuniti ostalim dijagnostičkim metodama.  

Nakon anamneze i kliničkog pregleda potrebno je učiniti prednju rinoskopiju i 

endoskopiju nosa. Prednja rinoskopija neinvazivna je pretraga kojom vizualiziramo nosnu 

sluznicu. Nedostatak prednje rinoskopije jest to što je često teško vizualizirati stražnji dio nosne 

šupljine, čak i nakon primjene topičkih dekongestiva. Endoskopija nosa, iako invazivnija 

metoda, omogućava vizualizaciju nosne sluznice u stražnjim dijelovima nosa te nosne školjke 

u cijelosti. Endoskopskim pregledom mogu se uzorkovati i mikrobiološki brisevi sinusa ili 

drugih lokalizacija (Meltzer EO, 2004). Endoskopski nalaz nosne polipoze kvantificiran je u 

četiri stupnja prema Malmu (0-3) (Tablica 1), kojima se označava klinički stadij bolesti (Malm, 

1997). 

 

Tablica 1. Klasifikacija endoskopskog nalaza nosne polipoze po Malmu. Izvor: (Malm, 

1997). 

Bodovi Nalaz 

0 Nema vidljivih polipa 

1 Polipi unutar OMC-a 

2 Polipi izvan OMC-a 

3 Polipi ispunjavaju čitavu nosnu šupljinu 

 

Zlatni standard za vizualizaciju nosne šupljine i paranazalnih sinusa jest 

kompjutorizirana tomografija paranazalnih šupljina (CT PNŠ) (AR, 2017). Koronarni presjeci 

CT-a omogućuju jasan pogled koštanih struktura i stanja sluznice. Ti presjeci korisni su kod 

bolesnika s rekurentnim sinuitisom ili za procjenu stanja KRS radi određivanja terapije. Kod 

kandidata za kirurško liječenje, s pomoću CT-a prikazana je jasno anatomija i proširenost 

bolesti (Slika 3). Osim kirurške anatomije, prikazuje se i zadebljanje sluznice, promjene na 

kosti i količina zraka i tekućine u sinusima.  
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Slika 3. Koronarni presjek CT-a paranazalnih šupljina. Maksilarni sinus djelomično ispunjen 

polipoidnim tvorbama, kao i etmoidni sinusi. Ostiomeatalni kompleks s desne strane 

opstruiran polipima. Vlastiti izvor. 

Nakon snimanja CT PNŠ, određuje se Lund-Mackey sustavi (eng. Lund-Mackey score) 

s pomoću kojeg se objektivizira stanje bolesti (Tablica 2). Lund-Mackey sustav dobije se 

pregledavanjem ukupno šest lokalizacija (frontalni, prednji i stražnji etmoidni, sfenoidni, 

maksilarni sinus i ostiomeatalni kompleks) na CT snimci i određivanjem stanja svake od šest 

lokalizacija dobije se ukupni broj bodova. Za svaku lokalizaciju dodjeljuje se 0 bodova ako je 

fiziološko stanje, 1 bod ako je djelomično opstruiran, a 2 boda u slučaju potpune opstrukcije 

sinusa ili ostiomeatalnog kompleksa (u slučaju ostiomeatalnog kompleksa postoji 0 ili 2, ovisno 

o opstrukciji). 

 

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

Sinus 

Maksilarni  

Prednji etmoid 

Stražnji etmoid 

Sfenoid 

Frontalni  

OMC 

Ukupno bodova 

Lijevo  Desno  

0-2 0-2 

0-2 0-2 

0-2 0-2 

0-2 0-2 

0-2 0-2 

0 ili 2  0-2 

0-12 0-12 
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Dosadašnje studije pokazale su da Lund-Mackey korelira s drugim pokazateljima težine 

stanja KRS (Hopkins C, 2007). Osim CT PNŠ, ponekad se može učiniti i magnetna rezonancija 

(MR) paranazalnih sinusa. MR može razlučiti stupanj proširenosti bolesti prema orbiti i 

intrakranijalno, no za diferencijaciju infektivnih stanja (bakterijska ili gljivična podloga) od 

maligniteta CT superiorniji je u odnosu na MR (Benninger MS, 2003).  

Pri dijagnosticiranju KRSsNP i KRSbNP konzervativno liječenje započinje s topičkim 

kortikosteroidima koji su u više dosadašnjih studija pokazali učinkovitost u odnosu na placebo 

te, veću učinkovitost u kontroli bolesti nakon kirurškog liječenja u odnosu na bolesnike koji 

nisu bili podvrgnuti kirurškom liječenju.  

Upotreba antibiotika kod KRSbNP opravdana je u slučaju akutne egzacerbacije, i to se 

preporučuje amoksicilin uz klavulansku kiselinu ili cefuroksim. Kod KRSsNP korištenje 

doksiciklina tijekom 20 dana pokazalo se učinkovito u smanjenju veličine polipa uz redukciju 

postnazalne sekrecije. Dugotrajno neprestano liječenje antibioticima u bolesnika s KRSbNP 

nije pokazalo značajan utjecaj (Rotter, 2016).  

Slana otopina za ispiranje nosne šupljine pokazuje brojne koristi u liječenju KRS. Osim 

niske cijene i najmanjih mogućih nuspojava, poboljšava mukocilijarni transport, smanjuje edem 

sluznice i otplavljuje antigene s nosne sluznice, stoga bi trebala uvijek biti potporna terapija uz 

druge medikamente (Orlandi RR, 2016). 

U slučaju neuspješnog konzervativnog liječenja KRS, potrebno je razmotriti kirurško 

liječenje. Preoperativno potrebno je učiniti CT PNŠ radi uvida u proširenost bolesti, stanje 

sluznice i anatomiju paranazalnih sinusa te odnos prema vitalnim strukturama. Točan opis 

kirurške anatomije paranazalnih sinusa koji će učiniti radiolog značajno pozitivno korelira sa 

sigurnim i preciznim operativnim zahvatom gdje su komplikacije značajno smanjene (Chong 

VF, 1998).  

Funkcionalna endoskopska sinusna kirurgija (eng.functional endoscopic sinus surgery) 

pripada minimalno invazivnim kirurškim zahvatima za bolesti sinusa. Kirurg 

(otorinolaringolog) za operativni zahvat koristi se nosnim endoskopom s lećom i izvorom 

svjetla s pomoću kojeg uz rinokirurške instrumente otvara zračne šupljine u sinusima i dilatira 

(po potrebi širi) prirodna ušća sinusa. Cilj operacije jest omogućiti ventilaciju sinusa i 

uspostavljanje normalne funkcije i drenaže. Tijekom operativnog zahvata uklanjaju se i 

polipoidne tvorbe ako ih ima.  

Ako kirurško liječenje u kombinaciji s optimalnom medikamentoznom terapijom ne 

ostvari zadovoljavajuće rezultate, potrebno je razmotriti i dodatnu terapiju, u prvome redu 

biološku terapiju. Kirurško liječenje KRS-a  samo je jedan korak u kroničnom liječenju te 



9 
 

bolesti, gdje se pripremaju bolji uvjeti za lokalnu terapiju koju će bolesnik nastaviti nakon 

operativnog zahvata. 

Kada su Američka institucija za hranu i lijekove (FDA) i Europska agencija za lijekove 

(EMA) 2019. prihvatile dupilumab (anti IL-4) za liječenje KRSsNP, značajno su se promjenile 

terapijske opcije za liječenje eKRS. Zbog visoke cijene postoje kriteriji prema kojima se 

biološka terapija može propisati, a to su prije svega bolesnici s obostranom nosnom polipozom, 

koji su ranije kirurški liječeni i unatoč tomu i dalje imaju simptome i objektivne znakove bolesti 

ili bolesnici koji nisu kandidati za operativni zahvat zbog općeg stanja, a uz to zadovoljavaju 

barem 3 od navedenih 5 kriterija:  

1) dokazani eKRS (≥ 10 tkivnih eozinofila na preparatu ili ≥250 eozinofila u krvi ili ≥ 

ukupni IgE u krvi) 

2) potreba za barem 2 ciklusa sistemskih kortikosteroida ili kontinurana primjena 

sistemskih kortikosteroida (≥ 2 ciklusa godišnje ili dugoročna (>3 mjeseca) primjena 

niskih doza kortikosteroida ili kontraindikacija primjene sistemskih kortikosteroida) 

3) značajno loša kvaliteta života prema SNOT 22 (≥ 40) 

4) anosmija na olfaktometrijskom testu 

5) dijagnosticirana astma i potreba za inhalacijskim kortikosteroidima (Fokkens, 2020). 

1.6. MIKROBIOM NOSNE SLUZNICE U KRONIČNOM RINOSINUITISU  
 

Postoji više vrsta mikrobiote u gornjem dišnom putu u zdravih pojedinaca. Nosna 

šupljina kao prva barijera predstavlja izravan kontakt s vanjskom okolinom. Inhalacijom zraka, 

nosna je šupljina u izravnom kontaktu s različitom mikrobiotom, gljivičnim sporama i drugim 

česticama iz zraka. Mikrobiota zdravih pojedinaca najčešće sadrži Actinobacteriu, Firmicutes i 

Proteobacteriu (Bassis C.M., 2014). Prema drugom istraživanju 236 zdravih odraslih 

pojedinaca, najčešći mikrobi uzeti brisom iz prednjeg nosa bili su Staphylococcus, 

Propionibacterium, Corynebacterium i Moraxella (Zhou Y., 2014). Analizom briseva iz 

srednjeg hodnika u zdravih odraslih pojedinaca najzastupljenije bakterije bile su 

Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus epidermidis (S.epidermidis) i 

Propionibacterium acnes (P. acnes) (Ramakrishnan V.R., 2013) 

Usporedbom mikrobiote prije i nakon medikamentozne terapije KRS značajno se 

smanjuje raznolikost i rasprostranjenost bakterija na sluznici nosa. Također, u presječnoj studiji 

dokazano je da kiruško liječenje utječe na mikrobiotu u sinusima smanjujući količinu bakterija 
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(Feazel L.M., 2012). Kirurško liječenje jednak utjecaj ima i na gljivičnu floru koja se značajno 

smanjuje u sinusnim šupljinama nakon endoskopske operacija sinusa.  

S. aureus, Propionibacterium, Corynebacterium i Peptoniphilus značajnije su prisutni u 

bolesnika koji boluju od alergijskog rinitisa uz smanjenu zastupljenost Prevotelle i 

Streptococcusa (Lal D. K., 2017). 

U gornjem dišnom putu, mikrobiota ima ključnu ulogu u Th2 imunološkom odgovoru. 

Poznato je da S. aureus,  koji je prisutan na sluznici nosa i sinusa, potiče stvaranje citokina kao 

što su IL-5 i IL-13, koji potiču Th2 upalu (Lan, 2016). Enterotoksin B S. aureusa potiče 

otpuštanje IL-5 i IL-13 utječući na Th2 limfocite (Gorski S.A., 2013). IL-5 i IL-13 aktiviraju 

različite vrste antigen-specifičnih B limfocita koji proizvode poliklonalni IgE. Vezanjem IgE 

na mastocite uzrokuju otpuštanje kemijskih medijatora kao odgovor na specifične antigene i 

potiču eozinofilnu upalu (Fujieda, 2019).  

 

1.7. TH2 UPALA 
 

1.7.1. Uloga prirođenih i adaptivnih stanica 

 

Nakupljanje eozinofila u tkivu nosnog polipa i infiltracija drugih vrsta upalnih stanica u 

alergijskim i infektivnim stanjima, potaknuti su djelovanjem interleukina 4 (IL-4), interleukina 

5 (IL-5) i interleukina 13 (IL-13), ključnih upalnih medijatora tipa 2 imunosnog odgovora čiju 

uspostavu potpomažu različite prirođene i adaptivne stanične loze, posebice eozinofili, 

mastociti, prirođene limfoidne stanice tipa 2 (engl. innate lymphoid cells group 2, ILC2) i 

pomoćnički T limfociti tipa 2 (engl. type 2 helper T cells – Th2), a potencijalno važnu ulogu 

imaju i specijalizirane vrste prirođenih stanica nalik na T limfocite (engl. innate-like T cells), 

poput γδT i NKT (engl. Natural killer T) stanica (Vogt, 2021; Born, 2010). Stanice imunosnog 

odgovora tipa 2 redovito naseljavaju tkivna sijela izložena pojavi alergena i poznato je da imaju 

važnu ulogu u patogenezi alergijskih bolesti (Ryu G, 2020).  

Eozinofili pripadaju podskupini diferenciranih granulocita koji cirkuliraju perifernom 

krvi, ali su prisutni i u brojnim tkivima, gdje izlučivanjem kemokina, citokina i citotoksičnih 

medijatora sudjeluju u alergijskim reakcijama i obrani od parazitarnih infekcija. U tom 

kontekstu, do danas su prepoznati učinci eozinofila u patogenezi atopijskog dermatitisa, 

alergijskog rinitisa i astme (Folci, 2021). Od ranije je poznato da su KRS i alergijski rinitis 

(AR) rizični čimbenici za obolijevanje od astme, a djelomično je za taj rizik odgovorna 
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disfunkcija epitelne barijere koja je zajednička tim kroničnim stanjima (Hellings, 2020). 

Eozinofili imaju važnu ulogu i u patologiji KRSsNP, o čemu svjedoči njihovo nakupljanje u 

polipoidnoj sluznici oboljelih. Jednom aktivirani, eozinofili stvaraju proteine, kemokine, 

citokine, oksidativne produkte, lipide i faktore rasta koji doprinose razvoju Th2 upalnog 

mikrookoliša. Pri tome, eozinofili posreduju važne učinke u remodeliranju izvanstaničnog 

matriksa i okolnog tkiva, pospješujući transformaciju sluznice i razvoj fibroznog tkiva u polipu 

(Gevaert, 2022). Svojim citotoksičnim djelovanjem, eozinofili narušavaju epitelnu barijeru 

sluznice nosa KRSsNP oboljelih, što dovodi do olakšanog pristupa stranih antigena do 

podsluznice (Shin SH, 2022). Inhalacijom alergena ujedno dolazi do izravne degranulacije 

mastocita i oštećenja respiracijskog epitela nosa. Upalni medijatori mastocita, i Th2 citokini IL-

4 i IL-13 otpuštaju se u podsluznici nosa kao odgovor na alergene u senzibiliziranog domaćina 

i doprinose disfunkciji epitelne barijere. U KRS dolazi do oštećenja respiracijskog epitela s 

pločastom metaplazijom, destrukcijom cilija, povećanjem broja mukoznih žlijezda i 

hiperplazijom vrčastih stanica. U donjem dišnom putu, u remodeliranju strome sudjeluju stanice 

Th2 upale koje stvaraju subepitelijalnu fibrozu (Amirapu S, 2021). 

Tkivna infiltracija eozinofila u bolesnika s KRSsNP posredovana je površinskom 

ekspresijom C-C kemokinskog receptora 3 (engl. Chemokine receptor 3, CCR3), koji potiče 

kemotaksiju i udomljavanje eozinofila u polipoidnoj sluznici, potencijalno kao odgovor na 

aktivaciju stromalnih stanica nosnog polipa i pojačano lučenje kemokinskog liganda CCL11 

(engl. C chemokine ligand 11) (Jang YJ, 2018). Štoviše, pojava IgE protutijela, ključnog 

obilježja alergijskog odgovora, izravno potiče migraciju eozinofila, vezanjem IgE za 

površinske receptore koji susljednim nizom signala stimuliraju pojačani izražaj CCR3 u 

eozinofilima bolesnika s KRSsNP (Yu, 2023). Pojačani izražaj CCR3 i CCR4 opisan je i kod 

Th2 limfocitnih vrsta porijeklom iz krvi i bronhoalveolarnog epitela, koji staničnim sastavom 

uvelike nalikuje nosnom epitelu (Morgan, 2005). Zanimljivo, pojačan izražaj CCR3 zabilježen 

je i u tkivu nosnog polipa u odnosu na zdravu nosnu sluznicu (Fundová P, 2012), najvjerojatnije 

kao posljedica upalnog Th2 okoliša (Lv, 2018), tragom kojeg dolazi do udomljavanja i drugih 

imunosnih stanica u polipoidnoj sluznici prvenstveno makrofaga i limfocita (Ivanovska, 2020). 

 

 

 

 



12 
 

1.7.2. Površinski i sekrecijski biljezi imunosnog odgovora tipa 2  
 

Kako je ranije naglašeno, ključnu ulogu u nastanku Th2 upale imaju citokini IL-5, IL-9, a 

ponajviše IL-4 i IL-13 koji dalje aktiviraju i održavaju humoralni imunološki odgovor protiv 

izvanstaničnih parazita, bakterija, alergena i toksina (Carsuzaa, 2022). 

IL-13 prvi je puta opisan 1983. godine, kao protein izlučen iz aktiviranih Th2 mišjih stanica, a 

humana varijanta izolirana je 1993. godine. Geni koji izražavaju IL-13 i IL-4 nalaze se na 

kromosomskom lokusu 5q31. Gen koji kodira IL-13 sadrži četiri egzona i tri introna i smješten 

je 12 kilobaza uzvodno od gena koji kodira IL-4. IL-4 otkriven je 1982. godine kao čimbenik 

proliferacije mišjih B limfocita. IL4 i IL13 strukturalno se podudaraju u 25 % aminokiselinskog 

slijeda i imaju brojne zajedničke uloge (Iwaszko, 2021), pri čemu se sinteza IL-4 najčešće 

spominje u pozadini proliferacije Th2 stanica, proizvodnje citokina i IgE protutijela, dok se 

učinci IL-13 povezuju s patološkim značajkama nekontroliranog imunološkog odgovora tipa 2  

(hipersekrecija, pretjerani odgovor dišnog puta i taloženje kolagena) (Gour N, 2015).  

Zanimljivo da IL-4 i IL-13, osim nominalno pridruženih površinskih receptora (tip I i 

lažni IL-13 receptor), prepoznaju i zajednički heterodimerni kompleks (tip II), građen od α 

podjedinice IL-4 receptora i α1 podjedinice IL-13 receptora (Slika 4).  

IL-4Rα podjedinica nalazi se i u tipu 1 receptora koji je u međudjelovanju samo sa IL-

4, iako je u hematopoetskim stanicama dokazano da IL-13 može imitirati vezanje IL-4 na tip 1 

receptor, i signalizirati izražaj istih genskih meta aktivacijom tirozin kinaze JAK3 (engl. Janus 

kinase 3) i STAT6 (engl. Signal transducer and activator of transcription 6) (Malabarba MG, 

1996). Vezanje IL-13 ili IL-4 za tip 2 receptora aktivira JAK1 i tirozin kinazu 2 (engl. Tyrosine 

kinase 2 – TYK2), što ima za posljedicu fosforilaciju i premještanje STAT6 u jezgru. 

Alternativno vezanje IL-4/IL-13 za tip 2 receptora aktivira i druge signalne puteve poput 

STAT3 (engl. Signal transducer and activator of transcription 3), fosfatidil inozitol kinaze 

(engl. phosphatidylinozitol 3-kinase – PI3K) i mitogen aktivirajuće protein kinaze (engl. 

Mitogen activated protein kinase – MAPK). Receptor tipa 2 nalazi na velikom broju stanica; B 

limfociti, eozinofili, bazofili, monociti, fibroblasti, stanice endotela, epitelne stanice dišnog 

puta, stanice glatkog mišićja i keratinocita (Iwaszko, 2021). 

Ubrzo nakon otkrića GATA3 transkripcijskog čimbenika 1990. g., opisana je njegova 

važna uloga u timusnoj fazi sazrijevanja T-limfocita, i diferencijaciji naivnih CD4+ vrsta u Th2 

stanice. U sisavaca, poznato je šest GATA transkripcijskih čimbenika. GATA proteini sadrže 

dva karakteristična Cys4 DNA-vezujuća cinkova prsta koje vežu konzervirane ciljne regije.  

Molekularna funkcija GATA3 najviše je proučavana u kontekstu kontrole izražaja Th2 citokina, 
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posebno IL-4, IL-5 i IL-13. Aktivacija GATA3 ujedno je neophodna za razvoj ILC2 stanica, 

pripadnika prirođene grane imunosti i velikih proizvođača IL-5 i IL-13 (Tindemans, 2014). 

Način na koji GATA3 regulira stvaranje Th2 citokina još uvijek nije u potpunosti razjašnjen, 

no poznato je da GATA3 prepoznaje protein MTA-2 (engl. Metastasis-associated protein 2), 

dio NuRD kompleksa koji služi za remodelaciju kromatina. GATA3 i MTA-2 zajednički se 

vežu na regulatorne promotorske regije gena u u kontroli izražaja Th2 citokina (Hwang SS, 

2010).  

CC kemokinski receptor 3 (CCR3) je transmembranski G-proteinski receptor koji 

izražavaju eozinofili, bazofili, mastociti i Th2 stanice. Smatra se da CCR3 pospješuje 

kemotaksiju i udomljavanje gore navedenih stanica u tkivima, pri čemu dolazi do degranulacije 

i otpuštanja medijatora upale koji uzrokuju alergijsku reakciju. Ovi procesi upućuju na važnu 

ulogu CCR3 u atopijskom dermatitisu (Chai, 2023), ali i u alergijskom rinitisu jer je prisutan 

na 50% CD4+ T-limfocita koji migriraju prema sluznici nosa, dok je na istim stanicama u 

perifernoj krvi prisutan u manje od 1% slučajeva (Danilova, 2015).  

Imunosne stanice koje posreduju uspostavu imunosnog odgovora tipa 2 izražavaju i 

receptor za interleukin 33 ( IL-33), koji se otpušta prilikom ozljede tkiva. Th2 stanice uključene 

su u proces popravka tkivnih oštečenja uzrokovanih parazitarnim infekcijama, kućnom 

prašinom i zračnim česticama. Citokinski produkti aktiviranih Th2 stanica, IL-4 i IL-13, 

stimuliraju aktivaciju makrofaga i epitelnih stanica, te proizvodnju proteina izvanstaničnog 

matriksa (engl. Extracelullar matrix – ECM), neophodnih za regeneraciju tkiva. U slučaju 

nekontrolirane sinteze upalnih citokina tipa 2, može doći do pojave patoloških promjena u 

sastavu izvanstaničnog matriksa, i razvoja fibroze na mjestima kronične upale. Popravak tkiva 

uključuje stvaranje i razgradnju ECM u tkivu polipa i predstavlja važan proces u patogenezi 

KRSsNP (Du K, 2021).  

Važnu ulogu u ovim procesima imaju i proteaze koje sudjeluju u održavanju homeostaze 

ECM, preciznije enzimi metaloproteinaze (engl. Matrix metalloproteinase, MMP) i njihovi 

tkivni inhibitori (engl. Tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMPs) (Guerra G, 2021). MMP 

su velika skupina izvanstaničnih proteina koji pripadaju superobitelji metaloproteinaza. Svim 

MMP zajedničke su dvije konzervacijske regije, pro-domena i katalitička domena, koja sadrži 

cinkov ion.  MMP su izraženi na aktiviranim stanicama i imaju važnu ulogu u razgradnji 

izvanstaničnog matriksa, proteolize izlučenih proteina i migraciji stanica (Burke, 2004). 

MMP2, MMP7 i MMP9 značajno su većih koncentracija u tkivu nosnog polipa u bolesnika s 

KRSsNP u odnosu na kontrole što ukazuje na važnu ulogu ovih proteina u stvaranju nosnih 

polipa (Guerra G, 2021). Na Slici 4 prikazani su biljezi upalnog odgovora tipa 2.  
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Slika 4.  Površinski i sekrecijski biljezi imunosnog odgovora tipa 2. Vlastiti izvor, kreirano 

pomoću Biorender programskog alata. 

Smatra se da je Th2 adaptivni upalni odgovor najznačajniji u nastajanju nosne polipoze 

(Ryu G, 2020), međutim nepoznati su okidači upale, kao i uloga prirođenih limfocitnih linija u 

inicijaciji i održavanju Th2 odgovora u sinonazalnoj sluznici.  

 

 

1.7.3. Signalni put upale sluznice nosa posredovane Th2-stanicama  

 

Nakon invazije nosnog epitela parazitarnom infekcijom, česticama kućne prašine ili zračnim 

česticama, prirođene imunološke stanice reagiraju aktivacijom ovisnom o Toll-like receptorima 

(TLR), i izlučuju upalne citokine poput interferona, IL-23 i IL-33. Ovi upalni medijatori potiču 

izražaj timusnog stromalnog limfoidnog neoplastičnog čimbenika (engl. thymic stromal 

lymphoid neoplastic factor -TSLP) iz pogođenih epitelnih stanica. TSLP povratno izaziva 

odgovor urođenih limfoidnih stanica neovisnih o IL-33 (Kim BS, 2013) i aktivira lokalne 

dentritičke stanice na sekreciju kemokinskog liganda 22 (CCL22) i CCL17, što potiče 

diferencijaciju Th2 limfocita u lokalnim limfoidnim čvorovima. Kemokini igraju važnu ulogu 

u akutnoj i kroničnoj fazi alergijskog upalnog procesa. U Th2 upali aktiviraju stanice 

imunološkog sustava (mastocite i eozinofile), i potiču njihovu migraciju do nosne sluznice. 
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Pospješuju i aktivaciju makrofaga koji potiču B-limfocite na stvaranje alergijski specifičnog 

IgE protutijela. (Bao Y, 2022). Jedan od ključnih kemokinskih receptora u alergijskoj upali 

sluznice nosa mogao bi biti CCR3, koji je prisutan na 50% CD4+ T-limfocita koji migriraju 

prema sluznici nosa, dok je na istim stanicama u perifernoj krvi prisutan u manje od 1% 

slučajeva (Danilova, 2015).  

IL-25 potiče stvaranje IL-4, IL-5 i IL-13 iz antigen prezentirajućih stanica i također pospješuje 

diferencijaciju Th2 limfocita (Roan, 2019), fosforilacijom STAT6 i povećanim izražajem 

GATA3. IL-4 važan je u diferencijaciji B limfocita u alergijski specifične B-limfocite koji 

produciraju IgE (Fujieda, 2019), dok je GATA3 važan za funkciju Th2 limfocita jer je uključen 

u remodelaciju kromatina na genskim lokusima Th2 citokina (Kokubo, 2022). GATA3 ujedno 

inhibira izražaj T-bet, ključnog transkripcijskog biljega imunosnog odgovora tipa 1, i time jača 

razvoj imunosnog odgovora tipa 2 (Ouyang W, 1998). Sinteza IL-5 i diferencijacija CD4+ 

limfocita izraženija je u polipima oboljelih od eKRS (Iinuma T, 2015), i doprinosi 

transformaciji izvanstaničnog matriksa narušavajući ravnotežu između metaloproteinaza i 

njihovih tkivnih inhibitora. Prekomjerna degradacija izvanstaničnog  matriksa može biti 

posljedica neravnoteže aktivnosti MMP i TIMPs. Li i suradnici dokazali su značajno veći udio 

aktivnosti MMP7 i MMP9 u sinonazalnoj sluznici bolesnika s KRS u odnosu na zdrave kontrole 

(Li X. W., 2019; Watelet, 2004). Značajno veće razine MMP7 zabilježene su i u bazalnim 

epitelnim stanicama oboljelih od teških oblika astme, što govori o važnosti ovih proteina u 

patogenezi alergijskih bolesti (Wadsworth, 2010). Mogući scenarij Th2 upale u sinonazalnoj 

sluznici prikazan je na Slici 5. 

  



16 
 

 

Slika 5. Shematski prikaz slijeda događaja Th2 upale u sinonazalnoj sluznici. Vlastiti izvor, 

kreirano pomoću Biorender programskog alata. 

 

Uspoređujući perenijalni alergijski rinitis (PAR) s kroničnim infektivnim rinitisom 

(KIR), dokazan je veći izražaj  IL-4 i IL-5 u oboljelih od PAR. (Pawankar, 1996). IL-4 i IL-13 

citokini potiču izražaj SHH (engl. Sonic Hedgehog) puta koji pridonosi preoblikovanju 

sinonazalnog epitela u alergiji dišnog puta. U preoblikovanju sluznice u astmi, IL-13 potiče 

metaplaziju sluznice, hipersekreciju sluzničnih žlijezda te proliferaciju fibroblasta, 

miofibroblasta i glatkih mišićnih stanica u bronhima. Istovremeno, IL-4 potiče stvaranje 

kolagena i fibronektina u podsluznici i doprinosi dugoročnom preoblikovanju sluznice u 

bolesnika s teškom astmom. Ranije spomenutom aktivacijom JAK3 izravno se fosforilira i 

aktivira STAT6 koji potiče izražaj gena odgovornih za staničnu proliferaciju, upalu, sintezu IL-

4 i IL-13 citokina, kemokina, kolagena, mucina i hiperreaktivnost dišnog epitela. Suprotno 

tome, inhibicija STAT6 smanjuje izražaj SHH, ali i metaplaziju vrčastih stanica i hiperaktivnost 

dišnih puteva (Wang X, 2020). Više studija zabilježilo je prisutnost i γδ T-limfocita u Th2 upali 

(Li X. W., 2019; Born, 2010). Limfociti γδ T pronađeni su u mišjim i humanim modelima 

tijekom trudnoće u dišnim putevima bolesnika s astmom te, u jetri miševa inficiranih s 
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Leishmania major, ali i u ranim stadijima melanoma u miševa. Nije jasno zbog čega su γδ T-

limfociti u značajnim količinama u tim upalama Th2 (Born, 2010).  

 

1.8. GAMMA DELTA T-LIMFOCITI 

 

T-limfociti koji se pojavljuju u respiratornoj i gastrointestinalnoj sluznici imaju važnu 

ulogu u regulaciji sluzničnog imunološkog odgovora na strane antigene koji dolaze na površinu 

sluznice. T-limfociti prepoznaju antigene preko heterodimernog površinskog receptora (engl. 

T-cell receptor, TCR). Većina T-limfocita izražava αβ TCR, koji prepoznaju i vežu peptidne 

antigene u kompleksu s molekulama glavnog sustava tkivne histokompaktibilnosti (engl. major 

histocompatibility complex, MHC). Drugi oblik heterodimernih receptora izražavaju γδT 

stanice, koje pak prepoznaju nepeptidne, često lipidne, mikrobne antigene u kompleksu s 

neklasičnim antigen predočnim molekulama kao što su CD1 i MR1 (od engl. MHC class I-

related protein.) 

 

1.8.1. Građa γδ T staničnog receptora  
 

Raznolikost γ i δ lanaca, γδ T staničnog receptora (γδTCR), ovisi o rekombinaciji više 

različitih V (14 za γ-lanac, 8 za δ-lanac), D (3 samo za δ-lanac) i J (5 za γ-lanac, 4 za δ-lanac) 

genskih varijanti smještenih unutar lokusa TRG (7p15-p14) i TRD (14q11.2)  (Hirata, 2000). 

Sposobnost odgovora γδ T limfocita na različite nepetidne antigene počiva na preuredbi ovih 

genskih segmenata u svrhu sinteze raznolikih γ i δ lanaca, pri čemu se najprije povezuju 

pojedine D i J varijante, kojima se potom pridružuje jedan V segment. Sinteza varijabilne 

polipeptidne domene T staničnog receptora podrazumijeva nasumično spajanje (somatsku 

rekombinaciju) VDJ genskih segmenata, pri čemu α i γ lanac nastaju rekombinacijom gena V 

(49 TRAV+5 TRAV/TRDV za α-lanac, 12-15 za γ-lanac) i J (61 za α lanac, 5 za γ-lanac), dok 

se β i δ lanci generiraju preslagivanjem gena V (66 za β-lanac, 3 TRDV+5 TRAV/TRDV za δ-

lanac), D (2 za β-lanac, 3 za δ-lanac) i J (14 za β lanac, 4 za δlanac) (The international 

ImMunoGeneTics information system. Locus and genes., 2022).     

 U ljudi, TRD lokus smješten je unutar TRA lokusa. Tri uniformna Vδ alela, TRDV1, 2 

i 3 koriste se za klasifikaciju TCR-δ1, -δ2 i -δ3 lanace. Različitim kombinacijama V, J i D regija 

nastaju različiti antigenski receptori (Deniger, 2014). TRAV i TRDV genski dijelovi 
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kompatibilni su za preuređivanje s TRDD genskim dijelovima (Lee YN, 2009). Konstantne 

polipeptidne regije α i δ lanaca kodirane su jednim (TRAC ili TRDC), a β i γ lanaca s jednim 

od dva C gena prisutna unutar TRB i TRG lokusa. U okviru varijabilnih domena α-,β-,γ- i δ-

polipeptidnih lanaca nalaze se komplementarne CDR regije (engl. Complementary Determining 

Region) odgovorne za prepoznavanje antigena. CDR1 i CDR2 domene kodirane su 

germinativnim varijantama V gena, i smještene iza vodeće peptidne sekvence na amino kraju 

polipeptidnih lanaca, dok se najvažnije promjene događaju unutar CDR3 regije koja obuhvaća 

V(D)J spojnicu (Merleev, 2018).  

 

1.8.2. Fenotipska i funkcijska raznolikost humanih γδT limfocita 
 

 γδ T limfociti čine do 5 % limfocita T u krvi, i čak 10-100 % T limfocita u sluznicama  

i epitelu pluća, crijeva i kože (Nielsen, 2017). U ljudi je opisano više γδ T subpopulacija čiji je 

biološki značaj nejasan. Prema repertoaru δ lanaca, γδ stanice najčešće se dijele u tri razreda 

(δ1, δ2, δ3), od kojih δ2+ stanice dominantno prebivaju u perifernoj krvi i najčešće izražavaju 

γ9 lanac, dok δ1/δ3 linije uglavnom nalazimo u tkivima i sluznicama, a izražavaju raznolike γ-

lance (γ2,γ3,γ4,γ5,γ8,γ9) (Zarobkiewicz, 2021). U postnatalnom timusu 15% ukupne količine 

γδ T-limfocita čine Vδ2+ stanice, a 80% Vδ1+ stanice (Vaessen LMB, 1996). Postoje i 

dvostruko negativne stanice (Vδ1-Vδ2-), odnosno stanice koje na svojoj površini nemaju 

prisutan ni δ1 ni δ2 lanac, a prema dosadašnjim istraživanjima čine manjinu u γδ T-limfocitima 

(Rutishauser, 2019). T-limfociti Vδ1 i Vδ2 izražavaju i receptore TLR (engl.toll like receptor) 

i NK (engl. Natural killer), što im omogućava odgovor na mnoge mikrobne antigene te 

transformirane i inficirane stanice domaćina. Jednom aktivirani γδ T-limfociti izražavaju brzi 

efektorski odgovor lučenjem citokina, kemokina, antiviralnih i antimikrobnih čimbenika, a 

mogu djelovati citotoksično i prema tumorskim stanicama (Caccamo N, 2006; Agrati CC, E., 

2009.). Periferni udjeli γδ T-limfocita značajno se smanjuju u starijoj dobi, ponajviše odjeljak 

δ2+ stanica. Ove promjene su štoviše, izraženije u ispitanika muškog spola u odnosu na ženske 

ispitanike iste dobi. Osim dobi i spola, udjeli γδ T-limfocita variraju i u odnosu na rasu, pa tako 

bijelci posjeduju dvostruko manje γδ T stanica u usporedbi sa Zapadnim Afrikancima. 

Zanimljivo, kod Europljana oko 70% γδ T-limfocita sadrži γ9 lanac u perifernoj krvi (Bank, 

2014). Ovisno o izražaju upalnih citokina i površinskih biljega, γδ T-limfociti mogu se podijeliti 

u više funkcionalnih podtipova nalik različitim inačicama adaptivnih T-limfocitnih linija, stoga 

se često nazivaju γδ T-limfocitima nalik na Th1, -Th2, -Th9, - Th17, -Tfh, -Treg (od engl. 
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regulatory T) ili antigen-prezentirajuće stanice. Fenotip γδ T-limfocita u ljudi najčešće se 

klasificira na temelju izražaja određene varijabilne (V) regije TCRδ lanca. Različiti podtipovi 

γδ T-limfocita razlikuju se prema V genima zbog čega i mogu prepoznati različite antigene i 

prezentirajuće molekule. Npr, humani γδ TCR koji se koristi genima Vγ9 i Vδ2 često 

prepoznaju butyrophilin 3A1 združen s fosforiliranim metaboličkim produktima sinteze 

izoprenoida u ciljnim stanicama (Yang, i dr., 2019). Drugi butirofilini, poput CD1d, mogu biti 

meta drugih podskupina humanih γδ T-limfocita, koji su definirani lancem Vδ1 (Melandri, i 

dr., 2018) (Adams, Gu, & Luoma, 2015). Većina γδ T-limfocita uz γδTCR, izražavaju CD8 

koreceptorske molekule ili CD8- CD4- (dvostruko negativni) koreceptorski profil, a vrlo rijetko 

izražavaju CD4. Velik broj γδ T-limfocita diferencira se i mobilizira u fetalnom timusu, odakle 

migriraju u periferna tkiva, gdje zatim posreduju brze, citotoksične učinke u obrani od brojnih 

virusnih i bakterijskih infekcija.  

Limfociti γδT imaju važnu obrambenu i regulacijsku ulogu u infektivnim, upalnim i 

tumorskim procesima, te potpomažu regeneraciju epitela i sluznica. Uloga γδT-limfocita u 

kroničnim upalnim bolestima dišnog sustava kao plućna tuberkuloza, astma, alergijski rinitis, 

pokazuju da te stanice mogu migrirati u sluznice gornjeg i donjeg dišnog puta i sudjelovati u 

stvaranju kronične upale (Hahn, 2004). Također, γδ T-limfociti predstavljaju prvu liniju obrane 

površine sluznice. Međutim, snažna izvršna uloga i nizak prag aktivacije γδ T-limfocita, 

predstavljaju rizični čimbenik za poremećaj homeostaze sluznice (Kang I. K., 2023). Međutim, 

mehanizam kojim γδ T-limfociti reguliraju upalu tipa 2 u KRSsNP još uvijek je nerazjašnjen.  

Osim uloge u kroničnim upalnim procesima, u miševima je dokazana prisutnost 

pojedinih podtipova γδ T-limfocita poput Vγ6, Vγ4 i Vγ1 u tumorskom mikrookolišu. Limfociti 

Vγ6  glavni su upalni T-limfociti u tumoru i produciraju dominantno IL-17 uz druge upalne 

citokine IL-22, GMCSF i IL-8 (Fleming, 2017).  Također, brojni tumori eksprimiraju NKG2D 

ligande i druge stres inducibilne molekule za koje je dokazano da ih γδ T-limfociti mogu 

prepoznati i uništiti (Wrobel P, 2007).  

 

1.8.3. Uloga gamma delta T-limfocita u eKRS 

 

Do danas se brojnost i fenotip γδ T limfocita u eKRS istraživala u većem broju studija, ali je 

njihova konačna uloga i dalje nerazjašnjena, ponajviše radi značajnih razlika u veličini, 

demografiji i rasi ispitivanih populacija, te brojnim kliničkim i fenotipskim varijetetima bolesti. 

Šarenilu rezultata pridonose i studije na mišjim modelima, koji se obzirom na značajne razlike 
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u građi i sastavu TR genskih lokusa, te fenotipskim, funkcijskim i tkivnim razlikama u 

kontekstu γδ T subpopulacija, ne mogu izravno uspoređivati, ali mogu služiti za generiranje i 

testiranje novih hipoteza. 

Mišje γδ T stanice dijele se temeljem razlike u izražaju γ lanaca u 6 podrazreda (γ-1,-2, 

-4, -5, -6 i -7), dok se humane γ genske varijante dijele u 4 podskupine, pri čemu VγI uključuje 

γ2,-3, -4, -5 i -8. Od preostale tri Vγ podskupine, jedino je Vγ9 (iz VγII skupine) genska 

varijanta funkcionalna. Uspoređujući prisutnost u tkivu i utjecaj mikrookoliša na γδ T-limfocite, 

ljudske i mišje γδ T-limfocitne vrste izražavju različiti tkivni tropizam. Primjerice, δ1-δ2- 

subpopulacija je uz δ1+ stanice najzastupljenije subpopulacija u plućima ljudi, dok su γ1+, γ4+ 

i γ6+ vrste najzastupljenije u mišjim plućima (Qu, 2022). Nadalje, dominantna periferna 

populacija Vγ9Vδ2 u ljudi, nema svoj pandan miševa, kao što ni mišje VγVδ5 stanice ne 

pronalazimo u ljudi (Pang DJ, 2012). Prijašnje imunohistokemijske analize nosne sluznice 

oboljelih sa (KRSsNP) i bez (KRSbNP) nosnih polipa, pokazuju značajno veći broj γδ T-

limfocita u nosnoj sluznici KRSsNP u usporedbi s tkivom KRSbNP i zdravih ispitanika. 

Štoviše, brojnost γδ T limfocita povezana je sa većom stopom recidiva nosne polipoze, kao i s 

težim nalazima tkivne eozinofilne infiltracije. U istoj studiji, zabilježen je pojačani izražaj Vγ1 

mRNA (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA) na sinonazalnoj sluznici bolesnika s 

KRSsNP u usporedbi s kontrolama (Lee W. C., 2017). U sinonazalnoj sluznici oboljelih od 

eozinofilnog oblika KRSsNP zabilježena je pojačana sekrecija IL-4, IL- 5, IL-13, GATA3 i 

eozinofilnog kationskog proteina (EKP) (Li X. W., 2019), dok je u studiji Babe i suradnika 

(Baba, 2015), opisan značajno niži izražaj GATA3 u bolesnika s kroničnom polipozom. Prema 

Seki i suradnicima, poticajem proizvodnje citokina IL-4 povećava se stvaranje i GATA3 u 

mišjih modela (Seki, 2004). Li i suradnici također su zabilježili i povećani udio γδ T-limfocita 

(Li X. W., 2019), što potvrđuje važnu ulogu γδ T-limfocita i upalnog odgovora tipa 2 u 

KRSsNP. Mišje Vγ6 T stanice proizvode IL-17, dok γδ T-limfociti nalik Th17 limfocitima, 

pojačavaju infiltraciju neutrofila i eozinofila u akutnoj fazi upale, ali imaju protuupalne učinke 

u kroničnoj fazi. Ljudske Vγ9δ2 T stanice mogu pokazivati karakteristike slične Th1 ili Th2 

upali kao odgovor na određene vrste stimulacije (Hsu, 2023). Štoviše, u mišjim modelima, 

uočeno je da primjena anti-Vγ1 protutijela smanjuje upalni odgovor tipa 2 i eozinofilnu 

infiltraciju, ali je potencijalna uloga humanih δ1, δ2 i δ3 podvrsta u uvjetima upale eKRSsNP 

u potpunosti nepoznata.  

U ovoj studiji istražila se pojavnost γδ T-limfocita i njihovih podskupina u nosnim 

polipima u bolesnika s dokazanim eKRSsNP i usporedila se s uzorcima srednje nosne školjke 
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istih bolesnika i srednje nosne školjke u kontrolnoj skupini. Također, uspoređivane su i 

istražene povezanosti između kliničkih pokazatelja bolesti eKRS s frekvencijom pojavnosti 

stanica γδT i njihovih podskupina. 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

1. Odrediti udio γδ T-limfocita i njihovih subpopulacija (Vδ1+ Vδ2- , Vδ1- Vδ2+, Vδ1- 

Vδ2- ) u sluznici srednje nosne školjke i nosnog polipa oboljelih od eKRSsNP te 

usporediti s udjelom istih staničnih populacija u sluznici srednje nosne školjke 

kontrolnih ispitanika. 

2. Ispitati povezanost kliničkih pokazatelja težine bolesti (udio eozinofila u sluznici nosa, 

ukupni IgE,  Lund Mackeyjeva i Malmova klasifikacija), biokemijskih upalnih biljega 

(hsCRP) te kvalitete života (SNOT-22), s tkivnim udjelima i fenotipom γδT vrsta. 

3. U populaciji mononuklearnih stanica izoliranih iz nosnih polipa i srednje nosne 

školjke eKRSsNP oboljelih i kontrolnih ispitanika, istražiti i usporediti izražaj i 

zastupljenost Vδ1, Vδ2, Vδ3 mRNA, transkripcijski profil gena u kontroli razvoja 

imunosnog odgovora tipa 2 (IL-4, IL-13, GATA3, CCR3 i MMP7).  
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. MATERIJALI  

3.1.1. Bolesnici i klinička evaluacija proširenosti eKRSsNP 

 

U istraživanju je sudjelovalo 84 bolesnika koji su podijeljeni u dvije skupine, a potom 

jedna skupina na dodatne dvije. 43 bolesnika  hospitalizirana su u Klinici za 

otorinolaringologiju i kirurgiju glave i vrata radi operativnog zahvata -FESS zbog KRSsNP i 

prema kliničkim i laboratorijskim kriterijima zadovoljavaju dijagnozu eozinofilnog kroničnog 

rinosinuitisa s nosnom polipozom (eKRSsNP) te su svrstani u skupinu KRSsNP. Sve bolesnike 

operirao je isti kirurg. Za kontrolnu skupinu odabran je 41 uzastopni ispitanik koji je 

hospitaliziran u Klinici zbog drugih rinokirurških operacija (npr. rinoseptoplastika, 

septoplastika, redukcija donjih nosnih školjki), a ujedno i nemaju dijagnozu KRSsNP. Za 

procjenu kliničkog stanja bolesnika koristile su se dvije najvažnije dijagnostičke metode – 

endoskopski pregled i CT dijagnostika paranazalnih sinusa. Za evaluaciju stupnja nosne 

polipoze koristi se međunarodno prihvaćena klasifikacija po Malmu (klasifikacija Malm), koja 

s obzirom na stupanj opstrukcije nosnih šupljina polipoidnim tvorbama, klasificira stupanj 

nosne polipoze bodovima od 0 do 4, pri čemu 0 označava stanje bez nosne polipoze, a 4 prolaps 

nosnih polipa izvan nosne šupljine. Isključni kriteriji bili su: <18 godina, poznata alergijska 

sklonost, prisutnost astme, preosjetljivosti na salicilate, onkološki bolesnici, korištenje 

intranazalnih ili oralnih kortikosteroida, antihistaminika i antibiotika unutar mjesec dana prije 

planiranoga operativnog zahvata. 

 

3.1.2. Upotrijebljene kemikalije  
 

 DMEM sa L-glutaminom (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemačka) 

 FBS (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemačka) 

 DMSO (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemačka) 

 RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemačka) 

 10 mM HEPES (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemačka) 

 1mM Na-piruvat 

 Lymphoprep™ (Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada) 
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 LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kits (Thermo FisherScientific, Waltham, 

 Massachusetts, SAD) 

 TRIzol™ Reagent Invitrogen™ 

 RNA Later  

 Human TruStain FcX™ (BioLegend, San Diego, Kalifornija, SAD) 

 anti-human CD3εFITC (donacija prof. Petera Balogha, Medicinski fakultet Sveučilišta 

u Pečuhu, klon UCHT1 gamma) 

 Anti-human TCRγδ PE-Cy7 (BioLegend, klon B1) 

 Anti-human TCRVδ1 APC (eBiosciences, klon TS8.2) 

 Anti-human TCRVδ2 PerCP/CY5.5 (BioLegend, klon B6) 

 Direct-zol RNA Microprep Kit (Zymo Research, SAD) 

 Qubit™ RNA HS Assay Kit (Invitrogen, SAD) 

 PrimeScriptTM RT Reagent Kit-a (Takara Bio, SAD) 

 TaqMan komercijalni kompleti početnica i fluorescentno obilježenih proba (Tablica 3. 

i Tablica 4) 

 TaqMan® Universal PCR Master Mix (AppliedBiosystems, Foster City, Kalifornija, 

SAD) 

Tablica 3. Popis gotovih, pred-dizajniranih kompleta TaqMan proba i početnica. 

Pristupni broj mRNA 

u NCBI bazi podataka 

Pristupni broj 

pred-dizajniranih 

početnica i 

TaqMan proba 

Naziv genskog 

produkta 

Veličina PCR 

produkta (pb) 

NM_001101.3 Hs99999903_m1 Aktin beta 171 

NM_000589.3 Hs00174122_m1 Interleukin 4 70 

NM_002188.2 Hs00174379_m1 Interleukin 13 82 

NM_001002295.1 Hs00231122_m1 GATA vezujući 

protein 3 

80 

NM_001837.3 Hs00266213_s1 CC kemokinski 

receptor 3 

75 

NM_002423.4 Hs01042796_m1 Matriksna 

metaloproteinaza 7 

64 

NCBI – od engl. National Center for Biotechnology Information; FAM – 5' reporter 

fluorescentna boja (fluorescein); MGB – od engl. minor groove binder (3' biljeg za utišavanje 

fluorescentnog signala reporter boje s 5' kraja TaqMan probe); pb – parovi baza.
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Tablica 4. Popis na zahtjev dizajniranih kompleta TaqMan proba i početnica namjenjenih za analizu fuzijskih prijepisa humanih TRDV gena. 

Popis početnica preuzet iz (Boria, 2008) (Lev A, 2012) 

NCBI – od engl. National Center for Biotechnology Information; FWD – vodeča početnica; REV – povratna početnica; FAM – 5' reporter 

fluorescentna boja (fluorescein); MGB – od engl. minor groove binder (3' biljeg za utišavanje fluorescentnog signala reporter boje s 5' kraja 

TaqMan probe); pb – parovi baza. 

 

 

Ciljni fuzijski 

prijepisi 

TRDV gena 

Puni naziv TRDV 

gena  

Pristupni 

broj 

mRNA u 

NCBI bazi 

podataka 

Pristupni broj 

dizajniranih 

početnica i 

TaqMan proba 

Početnice i 

probe u 

5'-3' 

smjeru 

Nukleotidni slijed  Pozicija 

unutar 

prijepisa 

Veličina 

PCR 

produkta 

(pb) 

TRDV1 T-stanični receptor, 

mRNA delta lanca 

varijabilne varijante 1  

X06557.1 APGZPMN FWD 5'-ATGCAAAAAGTGGTCGCTATT-3' 247-268 212 

REV GGATGGTTTGGTATGAGGCTG 439-459 

TAQMAN FAM-CTAGAAGATTCAGCAAAGTA-MGB 325-344 

TRDV2 T-stanični receptor, 

mRNA delta lanca 

varijabilne varijante 2  

X53849.1 APH6H7K FWD GCCATTGAGTTGGTGCCTGA 87-106 383 

REV GGATGGTTTGGTATGAGGCTG 450-470 

TAQMAN FAM-AAGCGATCGGTAACTACTA-MGB 169-186 

TRDV3 T-stanični receptor, 

mRNA delta lanca 

varijabilne varijante 3  

X13953.1 APNKZJG FWD TGTGACAAAGTAACCCAGAG 110-129 393 

REV ATGGTTTGGTATGAGGCTG 485-503 

TAQMAN FAM-CGACACTGTATATTCAAATC-MGB 184-203 
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3.2. METODE 

3.2.1. Laboratorijska obrada ispitanika i uzoraka 

 

Unutar dijagnostičke obrade svih bolesnika uključenih u istraživanje učinjena je analiza 

visoko osjetljivog C- reaktivnog proteina (hsCRP, od engl. high-sensitivity C reactive protein), 

alergološka obrada (ukupni IgE, probir na nutritivne i inhalacijske alergene, obrisak nosa na 

eozinofile), endoskopski pregled, radiološka obrada (CT glave i paranazalnih šupljina). Stupanj 

proširenosti bolesti određen je na temelju endoskopskog pregleda (Slika 6) (Malm klasifikacija) 

i nalaza CT glave i PNŠ (Lund Mackey). Osim toga, svi bolesnici ispunili su upitnik 

sinonazalnog ishoda 22 (od engl. Sino-nasal Outcome Test 22, SNOT-22), koji ispituje kvalitetu 

života bolesnika. Svi bolesnici ispunili su zdravstveni upitnik na kojem su se, osim 

komorbiditeta, zabilježili i demografski te opći podaci, uključujući spol, dob, alergije na 

lijekove i pušenje. 

 

 

 Slika 6. Endoskopija nosa – nosna polipoza u nosnom kavumu. Vlastiti izvor. 

 

Bolesnicima su dodijeljeni kodirani identifikacijski brojevi koji su se koristili tijekom 

prikupljanja i analize bioloških uzoraka te interpretacije rezultata. Svi primijenjeni postupci 

probira bolesnika i obrade uzoraka odobreni su odlukom Etičkog povjerenstva Kliničkog 

bolničkog centra (KBC-a) Osijek (Broj: R2-7990/2021) te Etičkog povjerenstva Medicinskog 

fakulteta Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku (UR. BROJ: 2158-61-07-21-155). 

Cijeli postupak obrade bolesnika i uzoraka prikazan je na Slici 7. 
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Slika 7. Shematski prikaz odabira i pripreme bolesnika za istraživanje. Vlastiti izvor. 
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3.2.2. Uzorkovanje tkiva sinonazalne sluznice i nosnog polipa  

 

Ispitanicima uključenima u studiju, uzorkovao se polip i sluznica srednje nosne školjke 

tijekom operativnog zahvata (Slika 8). Kontrolnoj se skupini tijekom drugih rinoloških 

operacija (npr. septoplastika, rinoseptoplastika, dekompresija orbite) uzorkovala sluznica 

srednje nosne školjke. Nakon uzorkovanja, preparati su se pohranili u plastične bočice 

ispunjene transportnim medijem (DMEM sa stabilnim glutaminom, 10% FBS, 10 mM HEPES, 

1% penicilin/Streptavidin, 1mM Na-piruvat, 1 x neesencijalne aminokiseline) i u roku od 1h 

transportirani su u Laboratorij za analizu DNA Medicinskog fakulteta Osijek, gdje se provela 

njihova daljnja obrada i analiza. Dio uzoraka poslan je na rutinsku analizu PHD. 

 

 

 

Slika 8. Tijekom operativnog zahvata FESS - zelena strelica označava mjesto uzorkovanja 

srednje nosne školjke. Vlastiti izvor. 
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3.2.3. Izolacija i kriokonzervacija mononuklearnih stanica iz tkiva 
 

Svježi uzorci bioptata usitnili su se maceracijom tkiva (Slika 9) u transportnom mediju 

i zatim inkubirali na rotatoru (LabRoller™ H5100), 30 minuta na 37 °C pri brzini od 50 

rpm/min. Suspenzija usitnjenog tkiva u nastavku dodatno se homogenizirala s pomoću uređaja 

gentleMACS Dissociator (Milteny Biotec, Auburn, SAD) i profiltrirala preko filtera promjera 

70 μm kako bi se oslobođen stanice odvojile od ostataka tkiva.  

 

 

Slika 9. Uzorak polipa i maceracija tkiva u transportnom mediju. Vlastiti izvor. 

           Populacija tkivnih mononuklearnih stanica izdvojila se od eritrocita i granulocita 

postupkom centrifugiranja (800 g, 25 min, 25 °C) u gradijentu gustoće Lymphoprep medija 

(Axis Shield, Oslo, Norveška) (Slika 10). Lymphoprep™ sterilni je gradacijski medij, gustoće 

1,077 g/mL, koji se koristi za razdvajanje polimorfonuklearnih i mononuklearnih krvnih 

populacija na temelju razlike u gustoći.  

U praznu epruvetu volumena 15 mL pipetirano je 5 mL medija Lymphoprep.  Prethodno 

pripremljen macerirani uzorak tkiva s transportnim medijem pozorno je nanesen na površinu 

medija Lymphoprep pazeći da se dvije otopine ne pomiješaju. Pripremljeni uzorci centrifugirani 

su na sobnoj temperaturi 25 minuta brzinom od 800 g, uz veličinu ubrzanja 5 i isključene 

kočnice. Po završetku centrifugiranja bjeličasti sloj PBMC stanica, smješten između plazme i 

medija Lymphoprep, pozorno je skupljen i prebačen u novu epruvetu od 15 mL, bez dodirivanja 

taloženih eritrocita i granulocita. Prikupljeni volumen PBMC stanica nadopunjen je fosfatnim 
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puferom (engl. Phosphate-buffered saline, PBS) pH 7,5, do ukupnog volumena od 13 mL. 

Pripremljeni uzorci potom su centrifugirani na 25 °C, 10 minuta, brzinom od 800 g, uz najveće 

moguće vrijednosti ubrzanja i kočenja. Nastali je supernatant odbačen, a taložene stanice 

resuspendirane su u 2 mL pufera PBS. Brojnost vijabilnih mononukleara u konačnom izolatu 

utvrdila se brojenjem pomoću automatskog brojača stanica Luna.  

 

 

Slika 10. Odvajanje mononuklearnih stanica od eritrocita postupkom centrifugiranja. Vlastiti 

izvor. 

Za potrebe brojenja, 50 μl suspenzije PBMC stanica pomiješano je s 100 μl tripan 

plavila. Pripremljena suspenzija nanesena je na komoricu te su izbrojane vijabilne (neobojene) 

stanice. Ovisno o brojnosti izoliranih stanica, pripremljeni su alikvoti za protočnu citometriju i 

alikvoti za izolaciju RNA (ribonukleinska kiselina, engl. Ribonucleic acid, RNA), pri čemu je 

za RNA izolaciju odvojeno najmanje 50 000 stanica u 100 μl TRIzol reagensa, a ostatak 

stanične suspenzije iskorišten je za protočnu citometriju.   

 

3.2.4. Imunofenotipizacija ɣδ T-limfocita metodom protočne citometrije 
 

Zastupljenost ukupnih γδ T-limfocita i njihovih subpopulacija (Vδ1+Vδ2- , Vδ1-Vδ2+, 

Vδ1-Vδ2-) u ukupnim izoliranim mononuklearnim stanicama sluznice srednje nosne školjke i 

nosnog polipa određena je metodom protočne citometrije. Za pripremu uzoraka i bojanje 

površnih staničnih antigena za protočnu citometriju korišteni su standardni protokoli dostupni 

na www.thermofisher.com. 
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Protočna citometrija (eng. flow cytometry, flow cytofluoromery ili flow 

microfluorometry) analitička je multiparametrijska metoda koja se najčešće koristi za 

kvantitativnu i kvalitativnu analizu stanica te za sortiranje stanica unaprijed određenih 

karakteristika iz ispitivanog uzorka. Od kvalitativnih podataka omogućava nam analizu 

unaprijed definiranih željenih fizikalnih (veličina stanice, unutarstanična struktura i stupanj 

granuliranosti) i kemijskih osobina stanica (prisutnost ili odsutnost površinskih i/ili 

unutarstaničnih i/ili nuklearnih proteina; deoksiribonukleinske kiseline (engl. Deoxyribonucleic 

acid, DNA), količine kalcija).  

Uređaj se sastoji od tri dijela: (a) sustava za protok stanica (engl. fluidics), (b) optičkog 

sustava (lasera, leća i fotodetektora) te (c) elektroničkog sustava. Prije analize stanica na 

uređaju potrebno je pripremiti suspenziju stanica te postići tok pojedinačnih stanica tijekom 

same analize. Postoji nekoliko mehanizama kojima se postiže takav usmjereni tok pojedinačnih 

stanica, a najčešči je hidrodinamičko usmjeravanje (engl. hydrodynamic focusing). Ispitivane 

stanice protiču pojedinačno sustavom protoka stanica pri čemu budu obasjane laserskim 

zrakama određenih valnih duljina. Pri tome dolazi do disperzije svjetlosti ovisno o fizikalnim 

karakteristikama stanica te u slučaju prethodnog vezanja specifičnih protutijela obilježenih 

fluorokromima i do emisije fluorescencije određene valne duljine. S površine pojedinih stanica 

reflektira se polikromatska svjetlost, koja se sustavom filtera i dihotomnih stakalaca usmjerava 

na fotodetektore. Fotodetektori bilježe fotone te ih pretvaraju u elektroničke signale, odnosno 

pulseve napona. Analogni se podaci u suvremenim uređajima pretvaraju u digitalne podatke 

koji nam omogućavaju analizu dobivenih rezultata. Razlikuju se tri vrste fotodetektora: FSC-

detektor (od engl. Forward scatter) koji nam daje podatke o veličini stanice, SSC-detektor (od 

engl. Side scatter) koji daje podatke o kompleksnosti stanične citoplazme poput granuliranosti 

stanica te FL (od engl. fluorescence) – detektori koji “hvataju” fluorescentni signal određene 

valne duljine, a koji potječe od fluorokroma kojim su obilježena određena protutijela za analizu 

kemijskih sastavnica stanice. Ovisno o odabiru dobivenih podataka zabilježenih 

fotodetektorima (veličine stanica, stupnja granuliransti, kemijskog sastava) odabiremo željenu 

populaciju stanica za analizu. Rezultati mogu biti prikazani numerički ili grafički (histogram 

flurescencije ili točkasti prikaz (engl. dotplot). 

3.2.4.1. Izrada kompenzacijske matrice 

 

Najčešće korišteni fluorokromi u protočnoj citometriji emitiraju polikromatsku svjetlost 

širokog raspona valnih duljina. Najveći se dio tog spektra filtrira i usmjerava na odgovarajući 
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detektor FL no zbog širokog raspona valnih duljina pojedinih fluorokroma, mali dio te svjetlosti 

odlazi i u susjedne detektore FL. Prije početka pokusa neophodno je s pomoću jednobojnih 

kontrola (SS, od engl. single stain control) napraviti kompenzacijsku matricu, koja nam 

omogućava odgovarajuću analizu podataka. Kompenzacija predstavlja udio signala u 

susjednom detektoru koji se oduzima stanicama koje odašilju primarni signal za dotični 

fluorokrom. Kompenzacije su specifične za kombinaciju napona u detektorima koje se koriste 

pri pojedinim mjerenjima. 

 

3.2.4.2. Isključivanje nevijabilnih stanica iz analize 

 

Nevijabilne (mrtve) stanice bile su isključene s pomoću komercijalnog kita za 

određivanje vijabilnosti stanica (LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Kits (Thermo 

FisherScientific, Waltham, Massachusetts, SAD) prema uputama proizvođača. LIVE/DEAD 

komercijalni kit izdvaja mrtve stanice na načelu razlike u intenzitetu fluorescencije koja je veća 

od 50 puta između mrvih i živih stanica. Boja ima afinitet prema slobodnim aminima na 

površini i unutrašnjosti stanice. S obzirom na povećanu permeabilnost stanične membrane u 

oštećenih i mrtvih stanica, boja u te stanice ulazi olakšano te se veže za slobodne amine u 

unutrašnjosti stanice i na površini stanice, dok se kod živih, vijabilnih stanica kovalentno veže 

samo s aminima stanične membrane, zbog čega oštećene i mrtve stanice pokazuju višestruko 

jače fluorescentno obojenje. 

 

3.2.4.3. Inhibicija nespecifičnog vezanja protutijela i imunofenotipizcija PBMC stanica 

specifičnim fluorescentno obilježenim protutijelima od interesa i protočna citometrija 

 

Imunološke stanice, poput B-limfocita i fagocita (monociti i graulociti), na svojoj 

površini izražavaju receptore za Fc segment imunoglobulina (FcR), koji im omogućava 

prepoznavanje opsoniziranih mikroorganizama. Tijekom obilježavanja stanica specifičnim 

protutijelima u svrhu analize na protočnom citometru stoga dolazi do nespecifičnog veznanja 

protutijela za Fc receptore i stvaranja lažno pozitivnih rezultata.  

POSTUPAK: Nespecifično bojenje posredovano vezanjem protutijela za Fc receptore (FcR) 

blokirano je dodavanjem 5 uL reagensa Human TruStain FcX™ (BioLegend, San Diego, 

Kalifornija, SAD). Nakon 8 minuta inkubacije pri sobnoj temperaturi, uzorcima je dodana 

smjesa specifičnih fluorescentno obilježenih protutijela, kako slijedi:  CD3εFITC (klon UCHT1 
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gamma, donacija prof. Peter Balogh, Medicinski fakultet Sveučilišta u Pečuhu), TCRγδ PE-

Cy7 (1:100, klon B1, BioLegend), TCRVδ1 APC (1:100, clone TS8.2, eBiosciences) i TCRVδ2 

PerCP/CY5.5 (1:200, clone B6, BioLegend). U svim se koracima koristio fosfatni pufer (PBS) 

s dodatkom 0,5-1% goveđeg serumskog albumina (BSA) i 0.1% natrijevog azida (NaN3) 

prilagođene pH vrijednosti (pH ~7,4). Kompenzacijska matrica izračunata je s pomoću 

komercijalno dostupnih kompenzacijskih kuglica BD TM CompBeads mišji Igκ/negativne 

kontrol (BD Biosciences, San Jose, CA, SAD) i jednobojnih kontrola.  

Mjerenja uzoraka provedena su na BD FACSLyric™ protočnom citometru (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA) opremljenim s trima laserima (plavi Argon 488 nm, crveni 

HeNe 633 nm i ljubičasti 403 nm).  Podaci su se analizirali i vizualizirali pomoću programa 

FlowLogic(v 11,0; Inivai Technologies; Mentone; Australija). 

 

3.2.5. Izolacija i mjerenje koncentracije ukupne RNA iz tkivnih 

mononuklearnih stanica 
 

Ukupna RNA izolirana je iz mononuklearnih stanica nosne sluznice pomoću komercijalno 

dostupnog kompleta Direct-zol™ RNA Microprep (Zymo Research, Irvine, CA, SAD), 

validiranog za izolaciju RNA iz malog broja stanica (≤ 105). Koncentracija izoliranih RNA 

uzoraka izmjerena je fluorimetrijskom metodom na uređaju Qubit 3.0., primjenom Qubit™ 

RNA HS fluorescentne boje prema uputama proizvođača.   

 

U svrhu izolacije RNA, u suspenziju razvrstanih stanica najprije je dodano 300 μl reagensa 

TRIzol, a potom i jednaka količina 100 %-tnog etanola. Uzorci su dobro promiješani na 

miješalici vortex, postavljeni u kolonu, a zatim centrifugirani na sobnoj temperaturi, 30 sekundi 

pri brzini od 15 000 g. Pripremljena suspenzija propuštena je kroz filtersku kolonu, a vezani 

RNA materijal pročišćen je nizom susljednih ispiranja, najprije sa 400 μl otopine 1 PreWash, a 

zatim sa 700 μl otopine 2 Wash. Prije završnoga centrifugiranja na filterske kolonice dodano je 

7 μl vode DNase/RNase-Free.  

U svrhu mjerenja koncentracije RNA pripremljeno je 60 uzoraka i 2 standarda u Qubit™ Assay 

tubicama. Pripremljena je radna otopina razrjeđenja 1:200 od Qubit™ RNA HS reagensa i 

Qubit™ RNA HS pufera. U svaku od 60 tubica dodano je 1 µl RNA uzorka i 199 µl radne 

otopine nakon čega se otopina vorteksirala i inkubirala na sobnoj temperaturi. Za pripremu 

standarda 1 i 2 pomiješano je 190 µl radne otopine s 10 µl otopine Qubit™ RNA HS Standarda 

1, odnosno 10 µl otopine Qubit™ RNA HS Standarda 2. Na Qubitu (uređaj za mjerenje 



34 
 

koncentracije RNA) prvo su izmjerene vrijednosti fluorescencije oba standarda radi dobivanja 

standardne krivulje kalibracije, a nakon toga su određene i vrijednosti koncentracije RNA u 

uzorcima. Rezultati su izraženi u ng/µl. Nakon mjerenja koncentracije RNA, uzorci s 

koncentracijom RNA manjoj od 1.66 ng/µl isključeni su iz analize PCR.  

 

3.2.6. Kvantitativna analiza transkriptoma mononuklearnih stanica 

izoliranih iz sinonazalne sluznice i nosnog polipa primjenom lančane 

reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (real- time qPCR) 
 

Analiza izražaja odabranih genskih prijepisa u mononuklarnim stanicama polipoidne sluznice i 

sluznice SNŠ oboljelih i zdravih ispitanika učinjena je u Laboratoriju za analizu DNA 

Medicinskog fakulteta u Osijeku, primjenom metode kvantitativne lančane reakcije 

polimerazom u stvarnom vremenu (RT-qPCR, od engl. quantitative real-time polymerase chain 

reaction). RT-qPCR precizna je i pouzdana metoda za kvantifikaciju DNA isječaka od interesa 

mjerenjem fluorescentnog signala koji emitiraju ekscitirani, fluorescentno obilježeni DNA 

produkti nastali kao rezultat vezanja fluorescentnih boja (nespecifična detekcija) ili 

fluorescentno obilježenih oligonukleotidnih proba (specifična detekcija). Fluorescentni signal 

raste proporcionalno količini novonastale DNA, a promjene fluorescencije moguće je pratiti u 

obliku amplifikacijske krivulje.  

Razina fluorescencije na početku PCR reakcije (okvirno 0-18 ciklusa) ne nadmašuje 

pozadinsku fluorescenciju. Najbrži rast fluorescentnog signala vidljiv je pak u eksponencijalnoj 

fazi, kada se broj DNA kopija udvostručuje u svakom PCR ciklusu, pri čemu se vrijednost 

ciklusa u kojem fluorescencijski signal nadmašuje pozadinsku fluorescenciju definira kao 

vrijednost graničnog ciklusa ili Ct vrijednost (engl. treshold cycle; Ct / Cq quantification cycle). 

U linearnoj fazi, amplifikacija usporava zbog iskorištenja jedne ili više sastavnica reakcijske 

smjese te u konačnici prestaje rasti u plato fazi. Usporedbom izmjerenih vrijednosti Ct između 

uzoraka moguće je kvantificirati razlike u broju kopija ispitivanih genskih prijepisa. Ključni 

preduvjet smislene usporedbe ostvarenih RT-qPCR mjerenja jest podjednaka učinkovitost PCR 

amplifikacije ciljnih i kućepaziteljskih gena. Značajne razlike u učinkovitosti PCR 

amplifikacije između odabranih genskih meta, mogu neutralizirati, uvećati ili umanjiti 

postojanje stvarnih bioloških razlika između ispitivanih transkripata. Učinkovitost PCR 

amplifikacije stoga je potrebno utvrditi pripremom standardnih krivulja (dijagrami izmjerenih 

vrijednosti Ct u odnosu na logaritamske vrijednosti koncentracije serijskih razrjeđenja 
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standarda), amplifikacijom ciljnih i referentnih gena u najmanje 5 serijskih razrjeđenja uzorka 

poznate koncentracije. Jednadžba pravca y=ax+b, opisuje karakter linearnog odnosa između 

koncentracije i Ct vrijednosti u standardnim uzorcima. U reakciji 100 % učinkovitosti 

očekujemo linearan porast fluorescencije u odnosu na koncentraciju, pa je stoga učinkovitost 

PCR reakcije moguće odrediti iz vrijednosti nagiba pravca standardne krivulje prema 

jednadžbi: 

𝐸 = 10
(

1
𝑛𝑎𝑔𝑖𝑏

)
− 1 

Nagib pravca standardne krivulje moguće je pak odrediti usporedbom omjera Ct vrijednosti i 

koncentracije cDNA izmjerenih u prvoj i krajnjoj točki standardne krivulje prema jednadžbi: 

𝑦 − 𝑦1 =
(𝑦2 − 𝑦1)

(𝑥2 − 𝑥1)
(𝑥 − 𝑥1) 

Prisutnost ili izostanak značajne razlike u učinkovitosti amplifikacije, uvjetuje izbor 

matematičkih modela za procjenu veličine razlike genskog izražaja (FD, od engl. fold difference 

ili fold change), pri čemu se najčešće slijede smjernice autora Pffafl i suradnika ili Livak i 

suradnika (Pfaffl , 2001; Livak KJ, 2001). Dodatni analitički preduvjeti podrazumijevaju odabir 

apsolutne ili relativne kvantifikacije, pri čemu prvi izbor podrazumijeva usporedbu izmjerenih 

Ct vrijednosti ciljnih prijepisa u uzorcima poznate i nepoznate cDNA koncentracije, a drugi pak 

normalizaciju zabilježenih Ct vrijednosti ciljnih gena, u odnosu na Ct vrijednosti 

kućepaziteljskih gena ili tzv. referentnih gena.  

3.2.6.1. Sinteza komplementarne cDNA 

 

Sinteza cDNA (od engl. complementary DNA) podrazumijeva prepisivanje mRNA u 

komplementarne cDNA molekule primjenom oligo dT i/ili nasumičnih heksamernih 

oligonukleotidnih početnica, i enzima reverzne transkriptaze (RT). U tu svrhu korišten je 

komercijalni komplet PrimeScriptTM RT Reagent Kit-a (Takara Bio, SAD). Odabrani RNA 

uzorci koncentracije ≥ 1,66 μl međusobno su najprije ujednačeni razrjeđenjem na radnu 

koncentraciju od 1 ng/μl, i zatim u volumenu od 10 μl združeni s komponentama RT smjese.  

Reakcijska smjesa ukupnoga volumena 20 μl sadržavala je 4 μl pufera  PrimeScriptTM, 

3 μl vode slobodne od nukleaza, 1 μl oligo-dT početnica, 1 μl nasumičnih heksamernih 

oligonukleotida (5 μM), 1 μl enzimske smjese PrimeScriptTM RT te 10 μl ukupne RNA radne 

koncentracije 1 ng/μL. Nakon pripreme reakcijske smjese uzorci su inkubirani 30 minuta na 37 

°C, nakon čega je reakcija reverzne transkripcije zaustavljena zagrijavanjem 5 s na 85 °C. 
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Dobivenu cDNA razrijedili smo 5 puta na ukupni volumen od 100 μl. Uzorci su alikvotirani, i 

do trenutka upotrebe pohranjeni na -20 °C. Standardne krivulje ciljnih i referentnih gena 

pripremljene su analizom RT-qPCR 5 serijskih razrjeđenja uzorka poznate koncentracije 

cDNA. Sva mjerenja provedena su na uređaju QuantStudio 5 real-time PCR (Thermo Fisher 

Scientific, SAD), a podaci su se analizirali računalnim programom QuantStudio Design & 

Analysis Software v1.5.1. 

3.2.6.2. Priprema standardnih krivulja 

 

Standardne krivulje ciljnih i referentnih gena (Slika 11) pripremljene su RT-qPCR 

amplifikacijom ciljnih (TRDV1, TRDV2, TRDV3, IL4, IL13, GATA3, CCR3, MMP7) i 

referentnog gena (ACTB) gena u 5 serijskih razrjeđenja standardnog uzorka A, nastalog 

udruženjem više cDNA uzoraka, a u svrhu sinteze koncentriranog bazena svih vrsta prisutnih 

prijepisa, čijim se serijskim razrijeđenjem dobiva široki koncentracijski raspon za testiranje 

učinkovitosti PCR amplifikacije i visoko i nisko eksprimiranih genskih meta (Slika ). 

Pripremljeni standardi korišteni su najprije za analizu učinkovitosti amplifikacije ciljnih 

prijepisa, i validaciju uspješne amplifikacije u testnim cDNA uzorcima radne RNA konc. 1 

ng/μl. Svi ispitivani TaqMan kompleti početnica i proba, osim TRDV3, pokazali su podjednako 

visoku učinkovitost amplifikacije cDNA kalupa, u rasponu od 81.9 – 113.3% (Slika 11). 

Preciznost qPCR mjerenja određena je linearnim korelacijskim koeficijentom (R2), koji je 

varirao u rasponu od 0.98-1. Sva mjerenja provedena su na uređaju QuantStudio 5 real-time 

PCR (Thermo Fisher Scientific, SAD) u duplikatu, a podaci su analizirani računalnim 

programom QuantStudio Design & Analysis Software v1.5.1. 

Za pripremu standardne krivulje, odabrano je 6 uzoraka RNA (4 iz polipoidne i 2 iz 

sinonazalne sluznice) koncentracijskog raspona od 6 - 22 ng/μl (ukupno 459,3 ng), te je za svaki 

uzorak učinjena reverzna transkripcija u ukupnom volumenu od 12 μl, dodatkom 2.4 μl pufera 

PrimeScriptTM, 1.8 μl vode slobodne od nukleaza, 0.6 μl oligo-dT početnica, 0.6 μl nasumičnih 

heksamernih oligonukleotida (5 μM), 0.6 μl enzimske smjese PrimeScriptTM RT te 6 μl ukupne 

RNA. Dobivena cDNA 6 uzoraka udružena je u jedan uzorak volumena 72 μl koji je potom 

razrijeđen 3 puta dodatkom 216 μl RNase free H2O na ukupni volumen od 288 μl. U sljedećem 

koraku pripremljeno je 5 serijskih razrjeđenja, pri čemu je svaki uzorak razrijeđen 4 puta u 

odnosu na prethodni. Pripremljeni standardi su alikvotirani i do trenutka upotrebe pohranjeni 

na -20 °C.  
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Slika 11. Prikaz standardnih krivulja ispitivanih gena 
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3.2.6.3. Analiza ekspresije genskih prijepisa primjenom TaqMan komercijalnih 

kompleta 

 

Razina izražaja ciljnih  (TRDV1, TRDV2, TRDV3, IL-4, IL-13, GATA3) i referentnih 

mRNA (ACTB1) određena je metodom RT-qPCR primjenom gotovih (IL4, IL13, GATA3, 

CCR3, MMP7) i na zahtjev dizajniranih (TRDV1, TRDV2, TRDV3) TaqMan 

oligonukleotidnih proba i komercijalnog kompleta TaqMan® Universal PCR Master Mix 

(AppliedBiosystems, Foster City, Kalifornija, SAD). Tijekom qPCR reakcije, TaqMan proba 

specifično veže komplemenarne sljedove ciljnih prijepisa, pri čemu fluorescentno zračenje 

reporter boje s 5' kraja TaqMan probe apsorbira molekularni prigušivač (engl. Q-quencher) na 

3' kraju. Pri sintezi novog DNA lanca, djelovanjem enzima Taq polimeraze, dolazi do cijepanja  

TaqMan probe, posljedičnog razdvajanja fluorofora i prigušivača te emisije i detekcije 

fluorescentnog zračenja na kraju svakog ciklusa PCR. Temperaturni uvjeti i raspored 

pipetiranja uzoraka i standarda dizajnirani su u računalnom programu QuantStudio Design & 

Analysis Software v 1.5.1., a sva mjerenja fluorescentnih signala izmjerena su na QuantStudio 

5 PCR uređaju, u duplikatu.  

Za pripremu reakcijske smjese ukupnog volumena 10 μl, korišteno je 5 μl komercijalnog 

kompleta TaqMan® Universal PCR Master Mix (AppliedBiosystems, Foster City, Kalifornija, 

SAD), 0,5 μl odgovarajuće probe TaqMan Expression i 4,5 μl cDNA. Pripremljena reakcijska 

smjesa pozorno je pipetirana u mikrotitarske jažice ploče PCR koja je zatim prelijepljena 

prozirnom plastičnom folijom i centrifugirana 1 minutu pri brzini od 3 000 rpm na 24 °C. 

Amplifikacija ciljnih i referentnih gena u svim uzorcima učinjena je u duplikatu prema 

unaprijed definiranom temperaturnom protokolu (Tablica 5). Standardi su bili dijelom svih 

pokusa qPCR i mjereni su u duplikatu. 
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Tablica 4. Program za RT-qPCR. 

 Temperatura Vrijeme 

Inkubacija 95°C 10 minuta 

Ciklusi 

(45 ciklusa) 

Denaturacija 95°C 15 sekundi 

Vezanje početnica i 

elongacija 
60°C 1 minuta 

''Hold'' 4°C ∞ 

 

 

3.2.6.4. Relativna kvantifikacija genske ekspresije metodom 2-ΔΔCt 

 

Relativna kvantifikacija genske ekspresije određena je u programu Microsoft Excel 

primjenom metode 2-ΔΔCt (Livak KJ, 2001). Mjerenja ciljnih i referentnih gena izvedena u 

duplikatu, najprije su korištena za izračun srednjih Ct vrijednosti. Srednje Ct vrijednosti ciljnih 

gena izmjerene u uzorcima polipa i srednje nosne školjke (SNŠ) normalizirane su u odnosu na 

srednje Ct vrijednosti referentnog ACTB gena, primjenom sljedećih formula: 

ΔCT eKRS (polip) = CT ciljni gen - CT kontrolni gen 

ΔCT eKRS (SNŠ) = CT ciljni gen - CT kontrolni gen 

ΔCT kontrola (SNŠ)= CT ciljni gen – CT kontrolni gen 

Za izračun ΔΔCt vrijednosti, od normaliziranih ΔCt vrijednosti oduzeta je ΔCt vrijednost 

kalibratora primjenom formule:  

ΔΔCT = ΔCT (uzorak) - ΔCT (kalibrator)  

Vrijednost kalibratora ΔCt dobivena je iz srednje vrijednosti ΔCt svih kontrolnih uzoraka.    

U konačnici, veličina razlike (engl. Fold difference) normaliziranih razina genske ekspresije u 

uzorcima PV i CTRL određena je formulom: Fc = 2^-ΔΔCT 
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3.2.7. Uzorkovanje obrisaka sluznice sinusa i nosne šupljine za 

mikrobiološku analizu 
 

U našem istraživanju, uzorkovao se bris nosa i sinusa za bakteriološku analizu i 

identifikaciju. U slučaju bolesnika sa KRSsNP, brisevi su uzimani intraoperativno iz etmoidnog 

sinusa, dok se u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika bris nosa uzrokovao preoperativno. Pod 

kontrolom endoskopa, brisevi sinusa uvijek su se uzorkovali iz područja prednjeg etmoidnog 

sinusa. Koristili su se štapići kako bi se obuhvatilo što je više moguće bakterija. Da bi se izbjegla 

nehotična kontaminacija, svaki bris koji je došao u kontakt s nosnim vestibulumom tijekom 

uzorkovanja odbacio se. Među bolesnicima koji sudjeluju u studiji nije bilo onih s purulentnom 

sekrecijom. Uzorci su analizirani u mikrobiološkom laboratoriju Zavod za kliničku 

mikrobiologiju i bolničke infekcije, KBC Osijek. 

 

3.2.8. Patohistološka analiza na prisutnost eozinofila u uzorcima sluznice 

srednje nosne školjke i nosnog polipa 
 

Dijagnoza eozinofilnog kroničnog rinosinuitisa (eKRS) temelji se na zastupljenosti 

≥10% eozinofila u ukupnom leukocitnom infiltratu tkiva polipa. U svrhu potvrde alergijskoga 

(eozinofilnog) KRSsNP pripremili su se preparati sluznice srednje nosne školjke i polipa 

fiksirani u 5% formalinu, potom uklopljeni u parafin te bojani hematoksilin-eozinom (HE), 

odnosno po Gomoriju. Preparati su se pripremili u Zavodu za patologiju i sudsku medicinu 

KBC Osijek. Udio eozinofila odredio se prebrojavanjem ukupnih i eozinofilnih leukocita u 

vidnom polju pri povećanju od 400x, u najmanje pet vidnih polja bogatijih eozinofilima na pet 

nasumično odabranih rezova (preparata). 

3.2.9. Statističke metode 
 

Kategorički podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numerički podatci 

opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona (robusne mjere središnjice i 

raspršenja) ili aritmetičkom sredinom s 95% intervalom pouzdanosti, ovisno o distribuciji. 

Normalnost raspodjele numeričkih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike 

numeričkih varijabli između dviju nezavisnih skupina testirane su Mann-Whitneyevim U-

testom. Razlike kategorijskih varijabli testirane su Hi-kvadrat testom. Tablice kontingencije 

analizirane su Fisher egzaktnim testom. 
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Povezanost numeričkih varijabli ocijenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije ρ. Sve 

su P vrijednosti dvostrane, uz P < 0,05 (ako nije drugačije naznačeno). Sva obrada učinjena je 

u R4.3.1 sučelju (https://www.R-project.org). 

 

3.2.9.1. Generalizirani linearni model 

 

Generalni linearni mješoviti model (GLMM) je fleksibilna parametrijska metoda koja 

omogućuje multifaktorijalni, hijerarhijski tretman fiksnih, slučajnih i ugniježđenih prediktora. 

Prikladna je za simultano modeliranje ovisnosti varijable odziva (Yi) o kategoričkim i omjernim 

prediktorima, a višerazinski modeli osobito su pogodni za istraživanja u kojima su podatci za 

ispitanike organizirani na više razina (ugniježđeni podatci). 

Generalni linearni model počiva na približno eksponencijalnoj distribuciji varijabli (tipična 

Gaussova distribucija je član eksponencijalne obitelji) i homogenosti reziduala. Reziduali su 

definirani kao međusobno neovisne i normalno distribuirane slučajne varijable s jednakim 

varijancama (ε~N(0,σ)). 

S obzirom na veličinu uzorka, u osnovnom modelu testirani su poglavito učinci prvog reda, tj. 

glavni učinci prediktora, sa slobodnim članom (odsječkom) koji varira od ispitanika do 

ispitanika (IDi): 
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Za omjerne kovarijate (vari = IgE, SNOT), korišten je model: 
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Za modeliranje odnosa između genskog izražaja i staničnih frekvencija korišten je model:  

)1(,

ii

FM

iiii IDspoldobfreqgene   

 

Za modeliranje i procjenu parametara korištena je lme4 i lmerTest knjižnica u R programu (lmer 

rutina). Svi prikazani modeli uspješno su konvergirali. Globalni značaj modela procijenjen je 

F-testom (analiza varijance, suma kvadrata III tipa, Satterthwaiteova metoda, 

lmerModLmerTest) i robustnim parametrijskim bootstrap testom (pbkrtest knjižnica, 

PBmodcomp funkcija, Kenward-Roger aproksimacija broja stupnjeva slobode, 1000 iteracija). 
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Za višerazinske faktore (spol, sijelo), post-hoc korekcija P-vrijednosti za broj parnih usporedbi 

(kontrast) u omnibus testu provedena je Tukey metodom (emmeans knjižnica). 

 

Za vizualizaciju marginalnih učinaka korišteni su sjPlot, marginaleffects, effects, jtools i 

RColorBrewer knjižnice. Dijagnostika modela uključuje procjenu multikolinearnosti (inflacija 

varijance), inspekciju kvantilnih (q-q) krivulja, inspekciju linearnosti, normalnost i 

homogenosti reziduala (uključujući Levenov test). Za statistički manje iskusne čitatelje, 

očekivana svojstva pojedinih procjenitelja kratko su opisana u grafičkom sažetku dijagnostike 

(performance knjižnica). 

 

3.2.9.2. Redukcija podataka 

 

Za potrebe GLM, citometrijski podatci analizirani su u izvornom oblliku. U genskom izražaju, 

za redukciju podataka korišteno je prokušano rješenje iz GTEx projekta i cjelogenomskih 

asocijacijskih studija, inverzna normalna transformacija rangova (INRT, rankNormal funkcija, 

RNOomni paket, Bloom offset 3/8). 

Za serumski IgE, korišten je dekadski logaritam, log(IgE). 

 

3.2.9.3. Analiza kovarijance (ANCOVA) 

 

Za faktorske kovarijate poput proširenosti bolesti i prisustva eozinofila u obrisku nosa, učinak 

staničnih obilježja i genski izražaj modeliran je zasebno za svako sijelo sluznice nosne šupljne. 

U tu svrhu, prethodni generalizirani linearni model razdijeljen je na dva sijela (zasebno, polip 

(P) vs kontrola (C), sluznica SNŠ (S) vs (C), čime je GLM sveden na analizu kovarijance. 

 

Oboljeli ispitanici su razdijeljeni u 2 skupine prema objektivnoj proširenosti bolesti, koristeći 

medijan Lund-Mackey (LM) zbroja (≤14, blaga bolest=D1, vs. >14, proširena bolest=D2): 

2,1,,, DDC
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gdje je LM ordinalna varijabla s 3 moguće razine za i-tog ispitanika: 

 C zdrava sluznica, kontrolni ispitanici 

 D1 oboljela sluznica, LM≤14, blaga bolest 

 D2 oboljela sluznica, LM>14, proširena bolest 
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Za eozinofile u obrisku nosa, koristimo: 

negpos

ii

FM

ii

sp

i eospoldobconstY ,,,   

Radi preglednosti i čitljivosti, negativni rezultati su izostavljeni. 

 

3.2.9.4. Testovi povezanosti (ICC i Bayesova metoda) 

 

Za procjenu sličnosti rezultata u parnim uzorcima iz dvije lokacije (srednja nosna školjka (S)+ 

polip (P)) istog ispitanika, korišten je ICC2 (engl. intraclass correlation coefficient, psych 

knjižnica, Shrout and Fleiss nomenklatura) i Bayesov formalizam. Za razliku od ICC2, Bayesov 

model omogućava ocjenu povezanosti u realnijem okružju, unutar nesigurnosti procjene u 

konačnim uzorcima, kada je stvarna distribucija podataka nepoznata, odnosno u prisustvu 

mjerne greške. U tu svrhu korištene su uniforme (Spearmanov koeficijent korelacije rangova, 

ρ ~ U[-1,1]) i neinformativne apriori distribucije vjerojatnosti s velikom disperzijom. Za 

generiranje slučajnih uzoraka iz bivarijatne t-distribucije korištena su tri Monte Carlo 

Markovljeva lanca s 1000 koraka zagrijavanja (burn-in) i 4000 koraka nakon toga. Broj 

stupnjeva slobode (ν) definiran je kao eksponencijalna distribucija s parametrom (1/29), a 

elementi matrice varijanci i kovarijanci konstruirani su kako je drugdje opisano (Baez-Ortega, 

2018) (https://github.com/rasmusab/bayesian_first_aid/blob/master/R/bayes_cor_test.R). 

 

Aposteriori distribucija parametra ρ s procijenjenom gustoćom prikazana je grafički (engl. 

density plot), uz pridruženi histogram marginalne aposteriori distribucije, 50% i 95% interval 

vjerodostojnosti (HDI, engl. highest density interval), i mjeru centralne tendencije (medijan). 

R kodovi potrebni za replikaciju rezultata i slika dostupni su na razuman zahtjev. 

 

3.2.9.5. Sekvenciranje jednostanične RNA (scRNASeq) 

 

Javno dostupni podatci sekvenciranja jednostanične RNA (scRNA-Seq) preuzeti su iz GEO 

(Gene Expression Omnibus, www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), Single Cell Portal (SCP, Broad 

Institute, Cambridge, Massachusetts, SAD) i Zenodo repozitorija (zenodo.org) kao procesirani 

i anotirani Seurat objekti. 

 

1. Podaci za The integrated Human Lung Cell Atlas (Sikkema, 2023) dostupni su u 

interaktivnom obliku kroz CZ CELLxGENE projekt (cellxgene.cziscience.com).  
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2. Podatci za Nasal Lifespan kohortu dostupni su unutar UCSC Cell Browser sučelja 

(http://cells.ucsc.edu) (Speir, 2021). 

 

Analiza razlikovno izraženih gena u pojedinim staničnim subpopulacijama provedena je 

Wilcoxonovim testom (FindAllMarkers funkcija, Benjamini-Hochberg P < 0,05, Seurat v5.0.0 

program, satijalab.org/seurat). Za vizualizaciju podataka korištene su DimPlot i FeaturePlot 

funkcije Seurat alata u UMAP reprezentaciji (Uniform Manifold Approximation Projection), 

odnosno Nebulosa, EnhancedVolcano, viridisLite i scpubr knjižnica. 

Za genska imena korišteni su HGNC (The HUGO Gene Nomenclature Committee) simboli. 
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4. REZULTATI 

 

4.1. DESKRIPTIVNA ANALIZA  
 

Istraživanje je provedeno na ukupno 84 bolesnika od kojih je 59 (70 %) muškaraca i 25 

(30 %) žena. Bolesnicima sa eKRSsNP izuzeti su uzorci tkiva nosnog polipa i srednje nosne 

školjke (SNŠ) pa su rezultati analize relativnih frekvencija gamma-delta (γδ) T-limfocita u 

sluznici SNŠ i nosnom polipu grupirani prema porijeklu uzoraka. Na jednak način grupirani su 

i rezultati kvantitativne RT-qPCR analize transkriptoma mononuklearnih stanica izoliranih 

sluznice SNŠ i nosnog polipa. Uzorci koji su na protočnoj citometriji imali manje od 500 

ciljanih stanica isključeni su iz daljnjih analiza. U završnu statističku obradu uključeno je stoga 

10 kontrolnih ispitanika i 21 bolesnik. U kontrolnoj skupini analizirani su uzorci srednje nosne 

školjke (SNŠ). U 14 bolesnika izuzeti su parni uzorci tkiva nosnog polipa i srednje nosne 

školjke (SNŠ). Za 5 bolesnika preostao je samo uzorak polipa, a za 2 uzorak sluznice SNŠ. 

Obje su skupine (bolesnici i kontrole) podjednake dobi u rasponu 25-67 godina (min-

max), bez značajnih razlika u SNOT indeksu, serumskoj razini IgE, hsCRP i koncentraciji 

RNA. U većine kontrolnih ispitanika nisu pronađeni eozinofili u obrisku nosa, za razliku od 

bolesnika. Test na inhalacijske i nutritivne alergene bio je negativan u podjednakoj većini 

ispitanika obje skupine. Većina bolesnika pripadala je Malm klasifikaciji 2 i 3. U usporedbi s 

kontrolnim ispitanicima, u skupini oboljelih bilo je značajno više muškaraca nego žena. Pritom, 

srednja dob žena značajno je premašila dob muškaraca [49 (39-54) vs. 40 (27-43) g, P = 0,015, 

Mann-Whitney test]. Nisu pronađene druge razlike ili poveznice među demografskim i 

kliničkim varijablama. Usporedba demografskih i kliničkih obilježja uključenih ispitanika 

prikazana je u Tablici 6. 
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Tablica 6. Obilježja ispitanika za protočnu citometriju (medijan s interkvartilnim rasponom) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 *Mann-Whitney test, ** Fisher egzaktni test 

SNOT (engl. Sinonasal outcome test) – upitnik samoprocjene kvalitete života bolesnika sa 

bolestima nosa, LM – Lund-Mackey sustav, IgE – Imunoglobulin E, hsCRP – engl. High 

sensitive C-reactive protein 

Analizirani su podatci mikrobiološke analize kod 21 bolesnika s eKRSsNP i 10 kontrolnih 

ispitanika. Svi bolesnici s eKRSsNP imali su pozitivan bakterijski obrisak, dok je u kontrolnoj 

skupini zabilježen samo jedan negativan bris na bakterije.     

 Značajne razlike u broju pozitivnih obrisaka na pojedine bakterije iz nosne šupljine 

bolesnika s eKRSsNP i kontrolne skupine, nisu zabilježene (Hi-kvadrat test, p = 0,26). 

Staphylococcus epidermidis bila je najčešće primjećena u sluznici eKRSsNP oboljelih, a 

Streptococcus oralis i Staphylococcus aureus u nosnoj sluznici zdravih ispitanika (Slika 12). 

Obilježje Kontrole 

(n=10) 

Bolesnici, 

eKRSsNP (n=21) 

P* 

Spol (M/Ž) 3/7 17/4 0.013** 

Dob (godine) 42 (27-49) 47 (38-54) 0,139* 

SNOT 29 (13-45) 45 (27-51) 0,254* 

LM - 14 (11-18) 

(6-24, min-max) 

- 

IgE, serum 63 (23-119) 103 (55-293) 0,228* 

hsCRP, serum (mg/dL) 1,3 (0,6-2,1) 

max 10 

1,6 (1,1-2,7) 

max 5,3 

0,341* 

Eozinofili u obrisku nosa (%) 0 (0-38) 20 (0-65) 0,022* 

Eozinofili u obrisku nosa 

(neg/poz), N 

8/2 9/12 0,068** 

Inhalacijski alergeni (neg/poz, N 6/4 15/6 0,69** 

Nutritivni alergeni (neg/poz, N) 10/0 18/3 0,53** 

Malm (0/1/2/3, N) 10/0/0/0 0/3/9/9 - 
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Slika 12. Razlika u broju pozitivnih uzoraka na pojedine bakterije između bolesnika 

eKRSsNP i kontrolne skupine (Hi-kvadrat test, p = 0,26) 

S. aureus – Staphylococcus aureus, P. mirabilis – Pseudomonas mirabilis, P. aeruginosa – 

Pseudomonas aeuriginosa, S. lugdunensis – Staphylococcus lugdunensis, MRKNS – Meticilin 

rezistentni koagulaza negativni Staphylococcus, S. epidermidis – Staphylococcus epidermidis, 

S. viridans – Streptococcus viridans, MRSE- Meticilin rezistentni S. epidermidis, S. oralis – 

Streptococcus oralis, E. coli – Escherichia coli 

4.2. ZASTUPLJENOST SUBPOPULACIJA GAMMA DELTA (ΓΔ) T-

LIMFOCITA U NOSNIM POLIPIMA EKRSSNP BOLESNIKA TE 

SLUZNICI SREDNJE NOSNE ŠKOLJKE (SNŠ) EKRSSNP I 

KONTROLNIH ISPITANIKA 
 

 Zastupljenost γδ T-limfocita i njihovih subpopulacija pri analizi izražena je kao njihov 

udio (%) tj. relativna frekvencija u populaciji ukupnih živih mononuklearnih stanica (koja 

obuhvaća T-limfocite, B-limfocite, NK i ILC stanice, monocite) te kao njihov udio u 

roditeljskoj populaciji CD3 pozitivnih T-limfocita ili ukupnih γδ T-limfocita (pozitivnih za 

panγδ marker – Slike 13 i 14).  
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Slika 13. Prikaz reprezentativne strategije određivanja populacija gamma delta T-limfocita 

 

Prvotno su izdvojene žive stanice (FVD negativna populacija) (Ai) te potom jednostruke stanice 

(tzv. singlets) na temelju površine i visine signala koji potječe od pravocrtnog raspršenja 

svjetlosti (forward scatter area (FSC-A) i forward scatter height (FSC-H)) (Aii). U sljedećem 

koraku definirana je populacija limfocita na temelju  pravocrtnog i postraničnog raspršenja 

svjetlosti (forward scatter area (FSC-A) i side scatter area (SSC-A)) koje daju podatke o 

veličini odnosno granuliranosti stanica (Bi). Na temelju prisutnosti glikoproteina CD3 

definirana je populacija T-limfocita (Bii). Nadalje su na temelju izražaja pan-gd TCR markera, 

Vd1 TCR lanca i Vd2 TCR lanca određene frekvencije ukupnih (Ci), odnosno odgovarajućig 

subpopulacija delta 1 (Cii) i delta 2 (Ciii) γδ T-limfocita. FVD - fiksabilna boja za vijabilnost 

(od engl. fixable viability dye); FITC - fluoresceinski izotiocijanat (engl. fluorescein 
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isothiocyanate); PE-Cy7 - od engl. phycoerythrin coupled with cyanine dye (Cy7); PerCP - od 

engl. peridinin chlorophyll protein. 

 

 

Slika 14. Prikaz individualnih razlika u distribuciji i zastupljenosti populacija gamma delta T-

limfocita. 

Usporedbom analiza subpopulacija gama delta T-limfocita dobivenih iz uzoraka nosnih polipa 

od različitih bolesnika, zamijećene su značajne individualne razlike u broju i distribuciji 

subpopulacija gamma delta T-limfocita. U ovom trenutku nisu poznate biološke i funkcionalne 

razlike pojedinih subpopulacija, a ni njihova uloga u (pato)fiziološkim procesima. FVD - 

fiksabilna boja za vijabilnost (od engl. fixable viability dye); FITC - fluoresceinski izotiocijanat 

(engl. fluorescein isothiocyanate); PE-Cy7 - od engl. phycoerythrin coupled with cyanine dye 
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(Cy7); PerCP - od engl. peridinin chlorophyll protein. Sve analize provedene su na protočnom 

citometru BD FACS Canto II I analizirane primjenom programa Flow Logic. 

Ova potonja analiza predstavlja pouzdaniji parametar s obzirom na to da je u tom slučaju izuzet 

utjecaj interindividualnih razlika u zastupljenosti subopulacija T/B/NK/ILC limfocita na 

konačni rezultat, dok razlike dobivene usporedbom udjela γδ T-limfocita u ukupnoj populaciji 

T-limfocita govore u prilog veličine učinka. Tako dobivene vrijednosti γδ T-limfocita i njihovih 

subpopulacija (Vδ1+, Vδ1-Vδ2+, Vδ1-Vδ2-) raščlanjene su prema sijelu (sluznica srednje 

nosne školjke (s) i polipa (p) u oboljelih ispitanika + zdrave kontrole (c) ) i sažeto prikazane u 

Tablici 7. 

 

Tablica 7. Stanične frekvencije (%), protočna citometrija (medijan s interkvartilnim 

rasponom) 

Populacija stanica c (n = 10) p (n = 19) s (n = 16) 

ly (%) 42 (32-53) 40 (33-54) 35 (22-48) 

T (% ly) 39 (34-55) 55 (32-69) 43 (31-67) 

γδ (% T) 3,7 (2,8-8,9) 6.5 (5-8,6) 6.8 (4,2-

10,3) 

Vδ1-Vδ2+ (% γδ) 8,8 (3,4-14,6) 11 (7-20) 14 (6-31) 

Vδ1+Vδ2- (%γδ) 71 (45-78) 35 (19-60) 48 (24-54) 

Vδ1-Vδ2- (%γδ) 18 (13-30) 42 (24-58) 31 (22-45) 

Vδ1+Vδ2- (%T) 5,1 (1,8-8,6) 3 (2.3-4,1) 3,4 (2,7-6,2) 

Vδ1-Vδ2+ (%T) 1,5 (0,8-3,1) 3,3 (2,4-4,3) 2,8 (2,4-6,4) 

ly – ukupni limfociti, T – T-limfociti, γδ – γδ T-limfociti, Vδ1 Vδ2 – subpopulacije γδ T-

limfocita, c- sluznica SNŠ kontrola, s- sluznica SNŠ bolesnika, p – sluznica polipa bolesnika 

 

Budući da isti ispitanici čine glavninu p i s skupine, demografski i klinički parametri za svako 

pojedino sijelo vrlo su slični robustnim procjeniteljima iz Tablice 6. 

 

U prisustvu dobnih razlika među skupinama ispitanika, naivni procjenitelji nisu posebno korisni 

niti informativni. Iz toga razloga, marginalni učinci, odnosno nepristrana (izolirana) očekivanja 

pojedinih varijabli nakon fiksiranja učinaka ostalih kovarijata (Tablica 8 i Tablica 9), 

procijenjena su regresijskim modeliranjem (GLMM). 
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Tablica 8. Stanične frekvencije (%), marginalni učinci prema sijelu  

 Aritmetička sredina s 95% intervalom pouzdanosti 

Populacija stanica c p s 

ly (%) 40 (27-50) 44 (37-50) 36 (29-44) 

T (% ly) 40 (26-55) 52 (43-62) 47 (37-57) 

γδ (% T) 5 (1,8-5,2) 7,8 (5,7-9,9) 7,9 (5,8-10) 

Vδ1-Vδ2+ (% γδ) 14 (2-26) 16 (9-24) 18 (10-26) 

Vδ1+Vδ2- (%γδ) 68 (53-83) 35 (25-44) 42 (32-52) 

Vδ1-Vδ2- (%γδ) 16 (4-29) 47 (39-54) 35 (27-43) 

Vδ1+Vδ2- (%T) 5,8 (3,5-8,2) 3,5 (1,9-5,1) 4,9 (3,2-6,6) 

Vδ1-Vδ2+ (%T) 1,7 (0-3,7) 4,3 (3,5-6) 4,2 (2,9-5,6) 

ly – ukupni limfociti, T – T-limfociti, γδ – γδ T-limfociti, Vδ1 Vδ2 – subpopulacije γδ T-

limfocita, c- sluznica SNŠ kontrola, s- sluznica SNŠ bolesnika, p – sluznica polipa bolesnika 

 

Tablica 9. Stanične frekvencije (%), marginalni učinci po spolu  

 Aritmetička sredina s 95% intervalom 

pouzdanosti 

Populacija stanica Ž/F M/M 

ly (%) 43 (33-53) 39 (33-45) 

T (% ly) 45 (32-59) 49 (40-58) 

γδ (% T) 8 (5-11) 7 (5-9) 

Vδ1-Vδ2+ (% γδ) 18 (6-31) 16 (8-24) 

Vδ1+Vδ2- (%γδ) 30 (15-44) 52 (42-61) 

Vδ1-Vδ2- (%γδ) 49 (38-61) 30 (22-37) 

Vδ1+Vδ2- (%T) 3,5 (1,5-5,5) 5 (3,7-6,3) 

Vδ1-Vδ2+ (%T) 3,9 (1,9-5,9) 3,6 (2,3-4,9) 

ly – ukupni limfociti, T – T-limfociti, γδ – γδ T-limfociti, Vδ1 Vδ2 – subpopulacije γδ T-

limfocita, c- sluznica SNŠ kontrola, s- sluznica SNŠ bolesnika, p – sluznica polipa bolesnika, 

M/M – muški spol, Ž/F – ženski spol 
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U oboljelih, dominira visok stupanj sličnosti (podudarnosti) u sastavu staničnih populacija tkiva 

polipa (p) i srednje nosne školjke (s) istog ispitanika (Slika 15). Visok stupanj zrcaljenja između 

dva sijela zapažen je u udjelu T-limfocita u ukupnom limfocitnom infiltratu, u udjelu γδ stanica 

u CD3+ frakciji i relativnom sastavu γδ T populacije, barem u pogledu membranskog izražaja 

TCR Vδ1 i Vδ2 lanaca (Slika 15). Takav rezultat sugerira da sluznica polipa zadržava stanične 

sličnosti s ishodišnom sluznicom SNŠ, barem u ovdje analiziranim obilježjima upalnog 

infiltrata. 

 

 

Slika 15. Analiza sličnosti staničnih frekvencija za parna sijela (engl. intraclass correlation 

coefficient tip 2 – ICC2) s Bayesovim modeliranjem Spearmanovih koeficijenata (aposteriori 

distribucije). Svjetliji i tamniji ovali predstavljaju 95 % i 50 % interval vjerodostojnosti. ly – 

ukupni limfociti, T – T-limfociti, gd – γδ T-limfociti, Vd1 Vd2 – Vδ1Vδ2 subpopulacije γδ T-

limfocita ovisno o zastupljenosti δ (d) lanca , s- sluznica SNŠ bolesnika, p – sluznica polipa 

bolesnika 
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4.3 UČINCI TKIVNOG SIJELA, SPOLA I DOBI NA PROMJENE 

FREKVENCIJE ISPITIVANIH STANIČNIH POPULACIJA ZDRAVIH I 

OBOLJELIH ISPITANIKA (GLMM, OSNOVNI MODEL) 
 

Nakon korekcije za ovu internu substrukturu (ugniježđenost i međuovisnost parnih uzoraka 

unutar iste osobe), zapažena je značajna inverzna relacija između dobi i udjela T-limfocita među 

sluzničkim limfocitima. Viša dob obilježena je prorjeđivanjem T-limfocita među ukupnim 

limfocitima u sluznici SNŠ starijih ispitanika (p = 0,034; GLMM) neovisno o sijelu i spolu 

(Tablica 13, Slika 16, gornji red).  

 

Tablica 13. Učinci sijela, spola i dobi na promjene udjela T stanica među ukupnim 

limfocitima, GLMM. 

 T (% ly) 

Prediktori Procjene Interval vjerodostojnosti - CI P 

Const 69,29 42,53 – 96,06 <0,001 

sijelo [p] 11,69 -6,56 – 29,93 0,202 

sijelo [s] 7,04 -11,15 – 25,23 0,438 

spol [M] 3,4 -14,03 – 20,83 0,695 

Dob -0,7 -1,34 – -0,07 0,03 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Ly- ukupni limfociti, 

p-sluznica polipa, s- sluznica SNŠ, M – muški spol 
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Slika 16. Marginalni efekti sijela, spola i dobi na promjene udjela T-limfocita među ukupnim 

limfocitima (% ly) i Vδ1+Vδ2- i Vδ1-Vδ2- stanicama u γδTCR+ frakciji (% γδ), GLMM. 

Centralne točke mjerenja po sijelu i spolu prikazuju aritmetičku sredinu, a okomite linije 95% 

interval pouzdaosti. Pojedinačna opažanja u trećem stupcu slike prikazana su duž apscise ("|"). 

Linearni regresijski pravac prikazan je linijom unutar zasjenjene regije koja označava 95 % 

interval pouzdanosti. ly – ukupni limfociti, Vd1Vd2 -subpopulacije Vδ1Vδ2 γδ T-limfocita, gd 

– γδ T-limfociti, F- ženski spol, M-muški spol, c – sluznica SNŠ kontrola, p – sluznica polipa 

bolesnika, s – sluznica SNŠ bolesnika 
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Nadalje, vidljivo je značajno smanjenje udjela Vδ1+Vδ2- stanica među γδTCR+ T limfocitima 

u sluznici SNŠ, i osobito polipoidnoj sluznici oboljelih u usporedbi sa kontrolnim ispitanicima 

(p = 0,0049; GLMM) (Slika 16, srednji red). Istodobno, zabilježene su i spolne razlike u udjelu 

Vδ1+Vδ2- stanica među γδ T-limfocitima: u muških ispitanika ovaj je udio značajno viši nego 

u žena (p = 0,023; GLMM) (Tablica 14, Slika 16, srednji red). Oba zapažena učinka neovisna 

su o dobi.  

Tablica 14. Učinci sijela, spola i dobi na promjene udjela Vδ1+Vδ2- stanica u γδTCR+ 

frakciji (% γδ), GLMM 

 Vδ1+Vδ2- (% γδ) 

Prediktori Procjene Interval vjerodostojnosti - CI p 

Const 79,77 51,59 – 107,95 <0,001 

sijelo [p] -33,64 -52,43 – -14,84 0,001 

sijelo [s] -26,08 -44,83 – -7,32 0,008 

spol [M] 21,89 3,49 – 40,29 0,021 

dob -0,6 -1,27 – 0,08 0,08 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, γδ – γδ T-limfociti, p-sluznica polipa, s-sluznica SNŠ, M-muški spol 

 

Udio Vδ1-Vδ2- (engl. Double negative, DN) stanica u γδ T-limfocitima obrnuto zrcali smjer 

Vδ1+Vδ2- stanica: udio Vδ1-Vδ2- stanica među γδ T-limfocitima u  polipoidnoj, i nešto manje 

izraženo, sluznici SNŠ oboljelih značajno je viši nego uzorku SNŠ kontrolnih ispitanika (p = 

0,001; GLMM). Slično, muškarci imaju značajno niži udio Vδ1-Vδ2- stanica u sluzničkim γδ 

T-limfocitima nego žene (p = 0,012; GLMM), i to neovisno o dobi (Tablica 15, Slika 16, donji 

red).  
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 Tablica 15. Učinci sijela, spola i dobi na promjene udjela Vδ1-Vδ2- stanica u γδTCR+ 

frakciji (% γδ), GLMM 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, γδ – γδ T-limfociti, p-sluznica polipa, s-sluznica SNŠ, M-muški spol 

 

 

Dijagnostika modela prikazana je u Slici 17. U preostalim staničnim populacijama, nije bilo 

značajnih razlika prema sijelu, spolu ili dobi. 

 Vδ1-Vδ2- (% γδ) 

Prediktori Procjene Interval vjerodostojnosti - CI P 

Const 15,84 -6,68 – 38,36 0,163 

sijelo [p] 30,08 14,88 – 45,28 <0,001 

sijelo [s] 18,72 3,56 – 33,88 0,017 

spol [M] -19,43 -34,11 – -4,74 0,011 

dob 0,31 -0,22 – 0,85 0,241 
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Slika 17. Reprezentativni primjer dijagnostike GLMM (Vδ1-Vδ2- (% γδ)).  
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4.4 UČINCI SERUMSKE RAZINE IGE PROTUTIJELA I SUBJEKTIVNIH 

(SNOT) MJERA TEŽINE BOLESTI NA STANIČNI SASTAV 

POLIPOIDNE SLUZNICE I SLUZNICE SNŠ U OBOLJELIH I ZDRAVIH 

ISPITANIKA (GLMM, OSNOVNI MODEL) 
 

4.4.1. Povezanost serumske razine IgE protutijela s promjenama staničnog 

sastava 
 

U sljedećem koraku, modeliran je učinak IgE i SNOT njihovim uključenjem u bazični GLMM. 

Za udio T-limfocita među sluzničkim limfocitima zapažen je pad njihovog broja s rastom 

serumske razine IgE (p = 0,016; GLMM), uz već ranije opisani pad udjela s rastućom dobi (p 

= 0,016; GLMM) (Tablica 16, Slika 18, panel A). Raščlambom interakcija između sijela i razine 

IgE (čime su dopuštene varijacije učinka u različitim sijelima), ovaj je učinak poglavito zapažen 

u sluznici kontrolnih ispitanika, ali ne i oboljelih (Slika 18, panel B).  

 

Tablica 16. Učinci serumske razine IgE protutijela na promjene udjela T stanica među 

ukupnim limfocitima. 

 T (% ly) 

Prediktori Procjene Interval vjerodostojnosti - CI P 

Const 102,43 66,56 – 138,30 <0,001 

sijelo [p] 17,27 -0,25 – 34,79 0,053 

sijelo [s] 13,27 -4,29 – 30,84 0,134 

spol [M] -1,77 -18,36 – 14,81 0,83 

log (IgE) -16,05 -28,73 – -3,37 0,015 

dob -0,74 -1,32 – -0,16 0,014 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, ly – ukupni limfociti, T – T-limfociti, p-sluznica polipa bolesnika, s-

sluznica SNŠ bolesnika, M-muški spol, IgE – immunoglobulin E 
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Slika 18. Marginalni učinci dobi  i serumske razine IgE protutijela na promjene udjela T-

limfocita među ukupnim limfocitima (% ly). Centralne točke mjerenja po sijelu i spolu 

prikazuju aritmetičku sredinu, a okomite linije 95% interval pouzdaosti. Pojedinačna opažanja 

prikazana su duž apscise ("|"). Linearni regresijski pravac prikazan je linijom unutar zasjenjene 

regije koja označava 95 % interval pouzdanosti. ly – ukupni limfociti, T – T-limfociti, IgE – 

imunoglobulin E, c – sluznica SNŠ kontrola, p – sluznica polipa bolesnika, s – sluznica SNŠ 

bolesnika 

 

Jednak učinak vidljiv je već u bivarijantnoj analizi (Slika 19), i perzistira u GLMM. Za razliku 

od IgE, učinak dobi uglavnom je homogen za sva sijela i skupine ispitanika (Slika 18, panel B). 
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Slika 19. Korelacija rangova, IgE vs. T-limfociti (% ly), zasebno za svako sijelo/skupinu. 

Regresijski pravac (metoda najmanjih kvadrata, s 95 % intervalom pouzdanosti). R = Spearman 

rho. Apscisa je pseudo-logaritamska os. Linearni regresijski pravac prikazan je linijom unutar 

zasjenjene regije koja označava 95 % interval pouzdanosti. ly- ukupni limfociti, T- T-limfociti, 

IgE – imunoglobulin E 

 

4.4.2. Povezanost subjektivnih mjera težine bolesti (SNOT) s promjenama 

staničnog sastava 
 

Nije zabilježena značajna, robustna ili konzistentna razlika u staničnim frakcijama prema 

SNOT indeksu. U bivarijantnoj, korelacijskoj analizi po sijelu, vidljiva je potencijalna 

negativna korelacija SNOT i udjela Vδ1+Vδ2- stanica u γδ T-limfocitima (ρ = -0,6; p = 0,007), 

prvenstveno u sluznici SNŠ oboljelih, ali ne i polipoidnoj sluznici oboljelih i kontrolnim 

uzorcima (Slika 20). U GLMM nema rezidualnih, značajnih poveznica SNOT s bilo kojim 

analiziranim staničnim odjeljkom (podaci nisu prikazani). 



61 
 

 

 

Slika 20. Korelacija rangova, SNOT vs. Vδ1+Vδ2- stanice (% γδ), zasebno za svako 

sijelo/skupinu. Regresijski pravac (metoda najmanjih kvadrata, s 95 % intervalom 

pouzdanosti). R = Spearman rho. Linearni regresijski pravac prikazan je linijom unutar 

zasjenjene regije koja označava 95 % interval pouzdanosti. gd – γδ T-limfociti, Vδ1+Vδ2- – 

subpopulacija γδ T-limfocita, SNOT (engl. Sinonasal outcome test) - upitnik samoprocjene 

kvalitete života bolesnika sa bolestima nosa 

 

4.5. UČINAK OBJEKTIVNIH MJERA TEŽINE BOLESTI NA STANIČNI 

SASTAV POLIPOIDNE I SLUZNICE SNŠ U OBOLJELIH I ZDRAVIH 

ISPITANIKA (GLM-ANCOVA) 
 

U trećem ciklusu analize, ispitana je ovisnost učinka o težini bolesti i prisustvu eozinofila u 

brisu nosa. Za dopunske višerazinske, faktorske varijable poput Lund-Mackey indeksa (LMI) i 

eozinofilnog indeksa (EOI), koristimo prethodni rezultat za informiranu reparametrizaciju 

modela.  

U tu svrhu, analizu nastavljamo zasebno za svako sijelo koristeći neovisna opažanja (p+c, s+c), 

čime je izvorni GLMM učinkovito sveden na analizu kovarijance. Ovu odluku temeljimo na 

opaženoj sličnosti rezultata u parnim uzorcima oba sijela, koju ovdje prenamjenjujemo u 

dijagnostički kriterij, zahtijevajući istovjetnost rezultata ANCOVE u oba sijela (u smjeru i 
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veličini učinka faktorske varijable) za značajnost. Prednost je ovakvog (zasebnog) pristupa 

višestruka: 1) jednostavniji model donosi veću statističku snagu, 2) eliminacija zasićenog 

modela, s prekomjernim brojem slobodnih parametara za veličinu uzorka. Ostali nominalno 

značajni rezultati su prikazani, poglavito eksploracijske naravi, za potrebe usporedbe s 

literaturom i generiranja budućih hipoteza. 

 

4.5.1. Povezanost Lund-Mackey indeksa s promjenama staničnog sastava 
  

Za razliku od subjektivnih mjera (SNOT), objektivna mjera proširenosti bolesti (LMI) značajno 

je i konzistentno povezana sa staničnim sastavom sluznice, barem u analiziranim populacijama. 

Zapažen je značajan, progresivan pad udjela Vδ1+Vδ2- stanica među γδ T-limfocitima, 

najizraženije u proširenoj bolesti (za SNŠ, p = 0,022; za polip, p = 0,028; GLMM) (Slika 21, 

Tablica 17).  

 

Tablica 17. Sažetak analize varijance za Vδ1+Vδ2- (% γδ) staničnu populaciju u dva sijela s 

obzirom na stupanj proširenosti bolesti 

 Vδ1+Vδ2- (% γδ) 

  SNŠ  Polip  

Prediktori Procjene 

Interval 

vjerodostojnosti 

- CI P Procjene 

Interval 

vjerodostojnosti 

- CI P 

Const. 84,87 54,07 – 115,68 <0,001 76,17 44,55 – 107,79 <0,001 

LM [D1] -20,57 -44,47 – 3,33 0,092 -31,6 -56,48 – -6,73 0,013 

LM [D2] -28,94 -48,43 – -9,45 0,004 -29,85 -51,01 – -8,70 0,006 

spol [M] 22,44 1,97 – 42,91 0,032 16,43 -5,51 – 38,37 0,142 

Dob -0,73 -1,48 – 0,01 0,055 -0,46 -1,22 – 0,30 0,236 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, LM – Lund-Mackey indeks, D1 - ≤14 LMI, D2 - >14 LMI, M-muški spol, 

γδ – γδ T-limfociti 

 

 

Vidljiv je istodobno i značajan porast udjela Vδ1-Vδ2- stanica među sluzničkim γδ T-

limfocitima u blagoj (za SNŠ, p = 0,021; za polip, p = 0,005; GLMM) i proširenoj bolesti (za 
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SNŠ, p = 0,043; za polip, p = 0,034; GLMM), uz već ranije opisani sniženi udio u muškaraca 

(Tablica 18). Neto-rezultat posljednje dvije promjene je značajan, stupnjeviti, progresivni 

porast udjela Vδ1-Vδ2+ stanica među sluzničkim T-limfocitima u blagoj i osobito proširenoj 

bolesti u usporedbi s kontrolama. 

 

Tablica 18. Sažetak analize varijance za Vδ1-Vδ2- (% γδ) staničnu populaciju u dva sijela s 

obzirom na stupanj proširenosti bolesti 

 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, LM – Lund-Mackey indeks, D1 - ≤14 LMI, D2 - >14 LMI, M-muški spol, 

γδ – γδ T-limfociti 

 

 

 

 

 

  Vδ1-Vδ2- (% γδ) 

  SNŠ Polip 

Prediktori Procjene  

Interval 

vjerodostojnosti 

- CI P Procjene 

Interval 

vjerodostojnosti 

- CI P 

Const 22,09 1,49 – 42,70 0,036 21,37 -5,25 – 47,99 0,116 

LM [D1] 23,87 7,89 – 39,86 0,003 37,93 16,99 – 58,86 <0,001 

LM [D2] 17,24 4,21 – 30,27 0,01 24,36 6,55 – 42,16 0,007 

spol [M] -23,83 -37,52 – -10,14 0,001 -19,77 -38,24 – -1,30 0,036 

Dob 0,19 -0,31 – 0,69 0,462 0,17 -0,47 – 0,82 0,594 
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Slika 21. Izvorna mjerenja (A) i marginalni učinci (B) za odabrane stanične populacije u dva 

sijela (GLM), s obzirom na stupanj proširenosti bolesti. Kutijasti dijagram: horizontalne linije 

predstavljaju prvu kvartilu (Q1, donja), medijan (srednja), i treću kvartilu (Q3, gornja linija). 

Okomita linija =1.5xIQR (interkvartilni raspon, Q3-Q1). Točke predstavljaju pojedinačna 

mjerenja. P-vrijednosti, Tukey post hoc test. Prikazane su samo značajne razlike. gd – γδ T-

limfociti, T- T-limfociti, Vd1Vd2 – Vδ1Vδ2 subpopulacija γδ T-limfocita, LM- Lund-Mackey, 

C – sluznica SNŠ kontrola, D1 - ≤14 LMI, D2 - >14 LMI 
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4.5.2. Povezanost prisustva eozinofila u brisu nosa s promjenama staničnog 

sastava  
 

Uočen je pad udjela Vδ1+Vδ2- (SNŠ, p = 0,024; polip, p = 0,044; GLMM) (Tablica 19, Slika 

22) i porast udjela Vδ1-Vδ2- (SNŠ, p = 0,002; polip, p = 0,014; GLMM)(Tablica 20) stanica 

među γδ T-limfocitima u ispitanika s pozitivnim nalazom obriska nosa na eozinofile. 

 

 

 

Slika 22. Izvorna mjerenja (A) i marginalni učinci (B) za odabrane stanične populacije u dva 

sijela (GLM), s obzirom na nalaz eozinofila u obrisku nosa. Kutijasti dijagram: horizontalne 

linije predstavljaju prvu kvartilu (Q1, donja), medijan (srednja), i treću kvartilu (Q3, gornja 

linija). Okomita linija =1.5xIQR (interkvartilni raspon, Q3-Q1). Točke predstavljaju 

pojedinačna mjerenja. P-vrijednosti, Tukey post hoc test. Prikazane su samo značajne razlike. 

Vd1Vd2 – Vδ1Vδ2 subpopulacija γδ T-limfocita, gd – γδ T-limfociti 
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Tablica 19. Sažetak analize varijance za Vδ1+Vδ2- (% γδ) staničnu populaciju u dva sijela s 

obzirom na prisustvo eozinofila u obrisku nosa 

Vδ1+Vδ2- (% γδ) 

Prediktori 

SNŠ  

Procjena 

Interval 

vjerodostojnosti CI p 

Polip  

Procjena 

Interval 

vjerodostojnosti CI p 

Const 91,22 58,47 – 123,98 <0,001 80,93 48,14 – 113,71 <0,001 

Eoindex [pos] -20,43 -36,89 – -3,96 0,015 -18,33 -35,28 – -1,38 0,034 

spol [M] 12,77 -5,27 – 30,81 0,165 -0,68 -20,51 – 19,16 0,947 

Dob -0,89 -1,64 – -0,13 0,022 -0,59 -1,36 – 0,19 0,137 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, Eoindex – eozinofilni indeks, M-muški spol, γδ – γδ T-limfociti 

 

 

Tablica 20. Sažetak analize varijance za Vδ1-Vδ2- (% γδ) staničnu populaciju u dva sijela s 

obzirom na prisustvo eozinofila u obrisku nosa 

Vδ1-Vδ2- (% γδ) 

Prediktori 

SNŠ  

Procjena 

Interval  

vjerodostojnosti 

CI 
p 

Polip  

Procjena 

Interval 

vjerodostojnosti 

CI 
p 

Const 11,69 -8,51 – 31,89 0,257 10,26 -17,91 – 38,43 0,475 

Eoindex [pos] 18,59 8,44 – 28,74 <0,001 19,74 5,18 – 34,30 0,008 

spol [M] -11,74 -22,86 – -0,62 0,039 -0,57 -17,62 – 16,47 0,947 

Dob 0,36 -0,11 – 0,83 0,129 0,41 -0,25 – 1,07 0,227 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, Eoindex – eozinofilni indeks, M-muški spol, γδ – γδ T-limfociti 

 

Za sve prikaze, simultana eksploracija cijelog parametarskog prostora bila je ograničena 

veličinom uzorka, što ove rezultate čini tentativnima. 
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4.6. USPOREDBA IZRAŽAJA GENA IZMEĐU SKUPINA 
 

 Za analizu genskog izražaja korišteni su uzorci 14 kontrolnih i 34 oboljela ispitanika. Među 

posljednjima, parni uzorci iz oba sijela bili su dostupni za 12 ispitanika. Po sijelu, analizirano 

je ukupno 16 uzoraka srednje nosne školjke oboljelih i i 30 uzoraka polipa. Zbog ograničene 

količine tkivnog materijala i etičkih razloga koji priječe opsežno, nekritičko uzorkovanje 

sluznice, u oba eksperimenta (FACS i RT-qPCR) sudjelovalo je ukupno 22 ispitanika. 

Genski izražaj TRDV3 nije zabilježen u niti jednom ispitivanom uzorku te je izostavljen iz 

daljnjih rezultata. 

Demografska obilježja ispitanika prikazana su u Tablici 21. U ovoj kohorti, zabilježene su 

dobne razlike, sa značajno starijim oboljelim ispitanicima, bez razlika u zastupljenosti spolova. 

 

Tablica 21. Obilježja ispitanika, kvantifikacija genskog izražaja (medijan s interkvartilnim 

rasponom) 

*Mann-Whitney test, ** Fisher egzaktni test. SNOT (engl.sinonasal outcome test) – upitnik 

samoprocjene kvalitete života bolesnika sa bolestima nosa, hsCRP (engl. High sensitive C-

reactive protein), IgE – imunoglobulin E 

Obilježje Kontrole (n=14) eKRSsNP (n=34) P* 

Spol (M/Ž) 10/4 29/5 0,416** 

Dob (g) 38 (24-47) 49 (37-53) 0,007* 

SNOT 22 (9-29) 45 (26-54) 0,001* 

LM - 13 (10-18) - 

IgE, serum 57 (26-81) 97 (49-81) 0,018* 

hsCRP, serum (mg/dL) 1,3 (0,5-1,8) 1,5 (0,8-2,9) 0,224* 

Eozinofili u obrisku nosa 

(%) 

0 (0-22) 8 (0-53) 0,151* 

Eozinofili u obrisku nosa 

(neg/poz) 

9/5 17/17 0,525** 

Inhalacijski alergeni 

(neg/poz) 

10/4 24/10 1** 

Nutritivni alergeni 

(neg/poz) 

14/0 30/4 0,307** 

Malm (0/1/2/3) 14/0/0/0 0/5/18/11 - 
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Za razliku od staničnih populacija, genski izražaj u različitim sijelima iste osobe pokazuje 

znatno veću varijabilnost. Posljedično, sličnost izražaja u dva parna sijela iste osobe varira od 

gena do gena (Slika 23).  

 

 

Slika 23. Analiza sličnosti genskog izražaja za parna sijela (engl. intraclass correlation 

coefficient tip 2, ICC2) s Bayesovim modeliranjem Spearmanovih koeficijenata (aposteriori 

distribucije). Svjetili i tamniji ovali predstavljaju 95 % i 50 % interval vjerodostojnosti. 

 

Izvorni rezultati kvantifikacije po sijelu su sažeti u Tablici 22, a transfomirane vrijednosti 

(INRT) na kojima se temelji GLMM u Tablici 23. 
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Tablica 22. Genski izražaj (medijan s interkvartilnim rasponom) po sijelima, izvorne 

vrijednosti. 

Gen c p s 

GATA3 1 (0,73-1,22) 1,3 (0,9-1,95) 1,59 (0,78-1,99) 

IL-13 0,51 (0,36-9,3) 14,14 (7,74-22,75) 14,85 (4,96-34,81) 

TRDV2 1,6 (0,3-1,92) 0,63 (0,23-1,63) 1,39 (0,05-4,2) 

TRDV1 1,18 (0,48-2,5) 1,15 (0,54-2,64) 1,23 (0,59-2,75) 

IL-4 1 (0,44-3) 1,97 (0,77-5) 3 (2,14-5,09) 

CCR3 1,14 (0,48-2,52) 2,88 (1,78-5,33) 4,22 (2,08-6,53) 

MMP7 1,15 (0,48-1,89) 0,5 (0,29-1,04) 0,72 (0,5-2,09) 

c – sluznica SNŠ kontrola, s – sluznica SNŠ bolesnika, p-sluznica polipa bolesnika 

 

 

Tablica 23. Genski izražaj (medijan s interkvartilnim rasponom) po sijelima, INRT. 

Gen c p s 

GATA3 -0,36 (-0,98-0) 0,08 (-0,59-0,8) 0,38 (-0,85-0,75) 

IL-13 -1,7 [-2,11- (-0,46)] 0,08 (-0,51-0,7) 0,19 (-0,79-1,02) 

TRDV2 0,36 (-0,44-0,62) -0,2 (-0,72-0,46) 0,24 (-1,35-1,28) 

TRDV1 0 (-0,75-0,66) -0,03 (-0,77-0,66) 0,08 (-0,58-0,72) 

IL-4 -0,62 (-1,28-0,18) -0,16 (-0,9-0,81) 0,37 (0-0,8) 

CCR3 -1,06 [-1,78- (-0,13)] -0,02 (-0,61-0,64) 0,38 (-0,33-0,87) 

MMP7 0,56 (-0,32-1) -0,26 (-0,95 -0,52) 0,19 (-0,24-1,1) 

c – sluznica SNŠ kontrola, s – sluznica SNŠ bolesnika, p-sluznica polipa bolesnika 

 

 

 

 

Marginalni učinci iz osnovnog GLMM sažeti su u Tablici 24 i Tablici 25.  
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Tablica 24. Genski izražaj, marginalni učinci prema sijelu (GLMM, aritmetička sredina s 95 

% intervalom pouzdanosti). 

 

c – sluznica SNŠ kontrola, s – sluznica SNŠ bolesnika, p-sluznica polipa bolesnika 

 

 

 

Tablica 25. Genski izražaj, marginalni učinci po spolu (GLMM, aritmetička sredina s 95 % 

intervalom pouzdanosti) 

Gen Ž/F M/M 

GATA3 -0,1 (-0,78-0,59) 0 (-0,3-0,3) 

IL-13 0,83 (0,12-1,54) -0,2 (-0,5-0,11) 

TRDV2 -0,58 (-1,46-0,3) 0,16 (-0,26-0,59) 

TRDV1 -0,04 (-0,7-0,62) 0,01 (-0,3-0,32) 

IL-4 0,19 (-0,64-1,01) -0,09 (-0,47-0,28) 

CCR3 0,52 (-0,26-1,3) -0,12 (-0,44-0,2) 

MMP7 -0,51 (-1,3-0,28) 0,08 (-0,22-0,38) 

Ž/F – ženski spol, M/M – muški spol 

 

 

 

Gen c p s 

GATA3 -0,32 (-0,89-0,25) 0,11 (-0,26-0,48) 0 (-0,5-0,5) 

IL-13 -1,39 [-2,26- (-0,52)] 0,1 (-0,21-0,42) 0,13 (-0,29-0,55) 

TRDV2 -0,02 (-0,96-0,92) 0,03 (-0,5-0,56) -0,05 (-0,77-0,68) 

TRDV1 -0,23 (-0,83-0,37) 0,05 (-0,31-0,42) 0,07 (-0,46-0,6) 

IL-4 -0,53 (-1,54-0,47) -0,05 (-0,44-0,35) 0,22 (-0,4-0,85) 

CCR3 -0,94 [-1,72- (-0,16)] -0,05 (-0,39-0,28) 0,43 (0,03-0,84) 

MMP7 0,25 (-0,54-1,04) -0,21 (-0,57-0,14) 0,38 (-0,16-0,93) 
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4.7. UČINCI TKIVNOG SIJELA, SPOLA I DOBI NA PROMJENE GENSKOG 

IZRAŽAJA U POLIPOIDNOJ I SLUZNICI SNŠ OBOLJELIH I 

ZDRAVIH ISPITANIKA (GLMM, OSNOVNI MODEL) 
 

Nakon korekcije za internu substrukturu (ugniježđenost i međuovisnost parnih uzoraka unutar 

iste osobe), značajna razlika u genskom izražaju zapažena je za IL-13 (p = 0,013; GLMM) 

(Tablica 26) i CCR3 (p = 0,007; GLMM) (Tablica 27) prijepise, ali ne i za ostale analizirane 

gene (Slika 24). U oba slučaja, značajno viši izražaj pronađen je u mononuklearnim stanicama 

sluznice polipa i sluznice SNŠ oboljelih u usporedbi s kontrolnim ispitanicima (Tablica 26 i 

27), bez razlike u izravnoj usporedbi između ova dva sijela (polipoidna sluznica i sluznica 

SNŠ). U slučaju IL-13, zapažena je i značajna, neovisna spolna razlika u izražaju među 

spolovima ( p = 0,013; GLMM), sa značajno nižim vrijednostima mjerenja u muških ispitanika 

u usporedbi sa ženama (Slika 24, Tablica 26).  

 

Slika 24. Marginalni učinci (GLMM) sijela, spoli i dobi za pojedine gene. Centralne točke 

mjerenja po sijelu i spolu prikazuju aritmetičku sredinu, a okomite linije 95% interval 

pouzdanosti. Pojedinačna opažanja prikazana su duž apscise ("|"). Linearni regresijski pravac 

prikazan je linijom unutar zasjenjene regije koja označava 95 % interval pouzdanosti.  P-
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vrijednosti, Tukey post hoc test. Prikazane su samo značajne razlike. c- sluznica SNŠ kontrola, 

s – sluznica SNŠ bolesnika, p – sluznica polipa bolesnika, F – ženski spol, M – muški spol. 

 

Tablica 26. GLMM, sažetak analize varijance (IL-13i, i=INRT) 

  IL-13i 

Prediktori Procjene Interval pouzdanosti - CI p 

Const -1,17 -2,44 – 0,10 0,071 

sijelo [p] 1,5 0,57 – 2,43 0,002 

sijelo [s] 1,53 0,56 – 2,50 0,003 

spol [M] -1,03 -1,82 – -0,24 0,012 

dob 0,01 -0,01 – 0,04 0,29 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, p – sluznica polipa bolesnika, s – sluznica SNŠ bolesnika, M – muški spol 

 

Tablica 27. GLMM, sažetak analize varijance (CCR3, i=INRT) 

  CCR 3i 

Prediktori Procjene Interval pouzdanosti - 

CI 

p 

Const -1,09 -2,44 – 0,26 0,11 

sijelo [p] 0,89 0,04 – 1,74 0,041 

sijelo [s] 1,38 0,50 – 2,26 0,003 

spol [M] -0,64 -1,50 – 0,22 0,142 

dob 0,02 -0,01 – 0,04 0,259 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, p – sluznica polipa bolesnika, s – sluznica SNŠ bolesnika, M – muški spol. 
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4.7.1 Povezanost serumske razine IgE s promjenama genskog izražaja u 

polipoidnoj i sluznici SNŠ 
 

Za TRDV1, zabilježen je značajan pad izražaja s porastom razine serumskog IgE (p = 0,012; 

GLMM) (Slika 25, Tablica 28), i to prvenstveno u sluznici polipa i sluznici SNŠ oboljelih (Slika 

25, panel B). Povrh toga, rastuća dob povezana je s progresivnim smanjenjem izražaja TRDV1 

(p = 0,018; GLMM) (Slika 25, panel A, donji red). 

 

Slika 25. Marginalni učinci, GLMM, za TRDV1 transkript (IgE model, INRT). Centralne točke 

mjerenja po sijelu i spolu prikazuju aritmetičku sredinu, a okomite linije 95% interval 

pouzdanosti. Pojedinačna opažanja prikazana su duž apscise ("|"). Linearni regresijski pravac 

prikazan je linijom unutar zasjenjene regije koja označava 95 % interval pouzdanosti. c – 

sluznica SNŠ kontrola, s – sluznica SNŠ bolesnika, p – sluznica polipa bolesnika, F – ženski 

spol, M – muški spol, IgE – imunoglobulin E. INRT - inverzna normalna transformacija 

rangova 
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Tablica 28. Sažetak analize varijance genskog izražaja za izabrane stanične populacije u dva 

sijela s obzirom na razinu serumskog IgE (i=INRT) 

  TRDV 1i 

Prediktori Procjene 

Interval 

pouzdanosti  - 

CI P 

Const 2,22 0,74 – 3,70 0,004 

sijelo [p] 0,68 -0,06 – 1,42 0,072 

sijelo [s] 0,65 -0,16 – 1,46 0,112 

spol [M] -0,06 -0,76 – 0,63 0,853 

log (IgE) -0,72 -1,27 – -0,18 0,011 

dob -0,03 -0,05 – -0,01 0,018 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, p – sluznica polipa bolesnika, s – sluznica SNŠ bolesnika, M – muški spol, 

IgE – imunoglobulin E 

Dodatak IgE u osnovni model nije sadržajno izmijenio rezultate za IL-13 i CCR3, za koje u 

cijelosti perzistira učinak sijela (CCR3, IL-13) i spola (IL-13). 

 

4.7.2. Povezanost subjektivnih mjera težine bolesti (SNOT) s promjenama 

genskog izražaja u polipoidnoj sluznici i sluznici SNŠ 
 

Slično kao i za stanične frekvencije, ni genski izražaj nije konzistentno povezan sa subjektivnim 

mjerama težine bolesti. Štoviše, dodatak SNOT u osnovni model nije sadržajno izmijenio 

rezultate za IL-13 i CCR3, za koje u cijelosti perzistira učinak sijela (CCR3, IL-13) i spola (IL-

13). 
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4.7.3. Povezanost Lund-Mackey indeksa s promjenama genskog izražaja u 

polipoidnoj sluznici i sluznici SNŠ 
 

Među svim analiziranim transkriptima, samo je sluznički izražaj IL-13 konzistentno povezan s 

LMI nakon korekcije za spol i dob (Slika 26). 

U usporedbi s kontrolama, u oba sijela je vidjiv značajan porast izražaja IL-13 u oboljelih, 

podjednako u ograničenoj (D1) ( SNŠ, p = 0,022; polip, p = 0,007; GLMM) i proširenoj bolesti 

(SNŠ, p = 0,03; polip, p = 0,013; GLMM) (D2, Tablica 29), s ranije opisanom spolnom razlikom 

(Ž>M, Slika 26). 

 

 

Slika 26. Izvorna mjerenja i marginalni učinci, GLM, za IL-13 transkript (INRT) prema stupnju 

proširenosti bolesti. Kutijasti dijagram: horizontalne linije predstavljaju prvu kvartilu (Q1, 

donja), medijan (srednja), i treću kvartilu (Q3, gornja linija). Okomita linija =1.5xIQR 

(interkvartilni raspon, Q3-Q1). Točke predstavljaju pojedinačna mjerenja. P-vrijednosti, Tukey 

post hoc test. Prikazane su samo značajne razlike. c- sluznica SNŠ kontrola, D1≤14 LMI, 

D2>14 LMI, INRT - inverzna normalna transformacija rangova 
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Tablica 29. Sažetak analize varijance za izražaj IL-13 u dva sijela s obzirom na stupanj 

proširenosti bolesti (i=INRT) 

 SNŠ IL13i 

Prediktori Procjene Interval pouzdanosti - CI p 

Const -0,99 -3,01 – 1,04 0,341 

LM [D1] 1,54 0,39 – 2,69 0,009 

LM [D2] 1,54 0,31 – 2,77 0,014 

spol [M] -1,32 -2,65 – 0,01 0,051 

dob 0,01 -0,04 – 0,07 0,586 

 Polipi IL13i 

Prediktori Procjene Interval pouzdanosti - CI p 

Const -1,03 -2,30 – 0,23 0,11 

LM [D1] 1,63 0,67 – 2,59 0,001 

LM [D2] 1,48 0,54 – 2,42 0,002 

spol [M] -1,08 -1,90 – -0,27 0,009 

dob 0,01 -0,01 – 0,04 0,393 

GLMM - linearni mješoviti model, suma kvadrata tipa III, Satterthwait t. Const – fiksni dio 

mješovitog modela, LM- Lund Mackey indeks, D1 ≤ 14LMI, D2 > 14 LMI, M-muški spol 

 

4.7.4 Povezanost prisutnosti eozinofila u obrisku nosa s genskim izražajem 

u polipoidnoj i sluznici SNŠ  
 

Nije zabilježena značajna, robustna ili konzistentna razlika u genskom izražaju prema prisustvu 

ili odsustvu eozinofila u brisu nosa. 

 

4.8. POVEZANOST STANIČNOG SASTAVA S TRANSKRIPCIJSKIM   

PROFILOM ISPITIVANIH CITOKINA 
 

Za 22 ispitanika s ukupno 25 mjerenja, podaci su bili dostupni i za genski izražaj i za protočnu 

citometriju. Time je omogućeno ispitivanje povezanosti staničnog sastava s citokinskim 

kontekstom bioptirane sluznice polipa i SNŠ (Slika 27). 
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Slika 27. Dijagonalna mapa povezanosti staničnih frekvencija u protočnoj citometriji s genskim 

izražajem u nosnoj sluznici (marginalni učinci, GLMM, dob+spol, i=INRT). Pojedinačna 

opažanja prikazana su duž apscise ("|"). Linearni regresijski pravac prikazan je linijom unutar 

zasjenjene regije koja označava 95 % interval pouzdanosti. ly – svi limfociti, T – T-limfociti, 

Vd1Vd2 – Vδ1Vδ2 subpopulacije γδ T-limfocita 

Nakon prilagodbe za dob i spol, izražaj GATA3 gena raste s frakcijom Vδ2+ stanica u γδ 

populaciji (p = 0,032; GLMM), u okvirnom skladu s opažanjima iz objavljenih scRNASeq 

studija γδ T-limfocita (sljedeće poglavlje). 

Preostale genske korelacije ograničene su uglavnom na izražaj IL-13 i CCR3, koji slijedi zrcalni 

obrazac. Veća zastupljenost T-limfocita među sluzničkim limfocitima povezana je s višim 

izražajem IL-13 (p = 0,047; GLMM) i nižim izražajem CCR3 prijepisa (p = 0,007; GLMM). U 

skupini γδ T-limfocita, smanjenje udjela Vδ1+ γδ T stanica povezano je s porastom izražaja IL-

13 (p = 0,029; GLMM) (Slika 27).  

Napominjemo, navedeni rezultati nisu korigirani za broj parnih korelacija, što zahtijeva oprez 

u njihovom tumačenju, posebno imajući u vidu ograničeni broj ispitanika i složenu substrukturu 

uzoraka. 
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4.9. ANALIZA STANIČNOG IZVORA RAZLIKOVNO IZRAŽENIH 

PRIJEPISA PRIMJENOM JAVNO DOSTUPNIH PODATAKA 

SEKVENCIRANJA JEDNOSTANIČNE RNA 
 

 

U ovom istraživanju, analizrana je RNA iz ukupnih mononuklearnih stanica bioptata sluznice, 

čime je limitiran precizniji uvid u stanični izvor razlikovno izraženih prijepisa (IL-13, CCR3). 

U tom razmatranju, koristili smo javno dostupne podatke sekvenciranja jednostanične RNA.  

S izuzetkom GATA3 (Slika 28), u γδ T-limfocitima nije zabilježen izražaj IL-13 i CCR3 (Web 

izvor 1;Sanchez Sanchez G, 2022). Za razliku od γδ T-limfocita, izražaj IL-13 jasno je prisutan 

u dijelu (13 % stanica) mastocita polipoidne sluznice nosa (SCP253, Slika 29, log2FC=5.82, 

Padj = 0.02), čija su obilježja slična Tauber-Basso MC1 (PHLDA1+PTGS2+) skupini 

mastocita (Tauber M, 2023) (Slika 29). Sporadičan izražaj IL-13 nađen je također u 

pojedinačnim αβCD4+ T limfocitima polipoidne sluznice nosa (Slika 29). Konačno, prirođene 

limfoidne stanice (engl. innate lymphoid cells, ILC), osobito ILC2 podtip (Alkon N, 2022), 

prominentan su izvor IL-13 (koža, respiratorna sluznica) (Kim, 2023) u atopijskim uvjetima 

(Slika 30). 

 

 

Slika 28. Genski izražaj GATA3 u γδ T-limfocitima (scRNASeq, GSE149356). Web Izvor 1. 
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Slika 29. Genski izražaj IL-13 u stanicama nosne sluznice (lijevo) i humanim mastocitima 

(desno, scRNASeq). Web Izvor 2. 
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Slika 30. Razlikovno izražen geni u mastocitima, eozinofilima i ILC2 stanicama 

(scRNASeq). Žuti krug označava IL-13. Izvor: (Alkon N, 2022) 

 

Eozinofili, koji očekivano nisu zastupljeni u ovim scRNASeq (niti su obuhvaćeni izolacijom 

RNA u ovom istraživanju), snažan su izvor IL-13 prijepisa (Alkon N, 2022) (Slika 30). Među 

njima, izražaj CCR3 osobito je intenzivan u bazalnoj grupi stanica (Slika 31), koja je 

malobrojna unutar krvi, ali je obilno zastupljena u slezeni i tkivnim sijelima (Gurtner A, 2023). 

CCR3 je također sporadično prisutan u dendritičkim stanicama, fagocitima i epitelnim, 

poglavito multicilijarnim stanicama dišnih puteva (Speir, 2021; Sikkema, 2023). 
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Slika 31. Genski izražaj CCR3 u eozinofilima (Mus musculus, scRNASeq). Izvor: (Sikkema, 

2023).  
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5. RASPRAVA 

 

Rezultati provedenog istraživanja ukazuju na potencijalno važne promjene u 

zastupljenosti subpopulacija γδ T-limfocita u nosnim polipima i srednjoj nosnoj školjci 

oboljelih od eKRSsNP. Promjene u staničnim udjelima γδ T-limfocitima koreliraju s kliničkim 

pokazateljima težine bolesti, kao i s udjelom eozinofila u nosu, te razinom genskog izražaja 

upalnih citokina IL-13 u mononuklearnim stanicama porijeklom iz polipa i srednje nosne 

školjke oboljelih. Povećani genski izražaj IL-13, karakterističnih biljega imunosnog odgovora 

tipa 2, povezan je s kliničkim pokazateljima bolesti (Lund-Mackey klasifikacija) (Slika 26). S 

druge strane, genski izražaj TRDV1 negativno je korelirao s ukupnim vrijednostima IgE (Slika 

25, Tablica 28). Izražaj GATA3 pozitivno je korelirao s porastom zastupljenosti δ2+ u sluznici 

srednje nosne školjke bolesnika s eKRSsNP (Slika 27). Genski izražaj CCR3 značajno je više 

zastupljen u tkivu polipa i SNŠ bolesnika s eKRSsNP u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 24, 

Tablica 27).  

U našem istraživanju značajno je više muškaraca u kategoriji s eKRSsNP, uz prisutan i 

veći udio eozinofila u nosu (Tablica 6). U nedavnom istraživanju autora Mihalj H. i suradnika 

bolesnici sa KRSsNP uglavnom su muškarci uz češće prisutnu alergijsku bolest u odnosu na 

kontrole, ali bez statistički značajne razlike (Mihalj, 2022). Sveukupno, ovo istraživanje donosi 

dosad neopisane kompozicijske promjene γδ T-limfocitnog sijela u nosnoj polipozi, a koje se 

zbivaju u ovisnosti o veličini eozinofilnog infiltrata i promjenama mononuklearnog 

transkriptoma u sinonazalnoj sluznici. 

 

5.1. ZASTUPLJENOST SUBPOPULACIJA GAMMA DELTA T-LIMFOCITA 

U TKIVU POLIPA BOLESNIKA SA EKRSSNP I TKIVU SNŠ 

BOLESNIKA S EKRS TE KONTROLNIH ISPITANIKA ZNAČAJNO SE 

RAZLIKUJE 
 

U našem istraživanju muškarci su bili značajno više zastupljeni u eKRSsNP bolesnika 

u usporedbi s kontrolnim ispitanicima (Tablica 6), što je u skladu sa istraživanjima Raciborskog 

i suradnika koji su dokazali da je nosna polipoza značajno češća u muškaraca i to sa vrhuncem 

između 75. i 79. godine (Raciborski F, 2021). Stoga je omjer ispitanika u studiji odraz biološke 
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zastupljenosti spolova unutar populacije oboljelih. Nadalje, u spomenutom istraživanju 

pojavnost eKRSsNP je bila značajno češća u populaciji koja živi urbanim sredinama u odnosu 

na ruralno stanovništvo. U populaciji naših ispitanika zabilježeno je značajno smanjenje udjela 

ukupnih T-limfocita s porastom dobi bolesnika (Slika 16, Tablica 13). Lazuardi i suradnici 

zabilježili su povećan omjer CD4/CD8 u perifernim limfnim čvorovima kod starijih ljudi, a 

istovremeno apsolutne vrijednosti CD8+ T-limfocita smanjuju se s godinama (Lazuardi, 2005). 

Dokazano je i da se s porastom dobi značajno mijenja sastav odjeljka  T-limfocita u perifernoj 

krvi, uključujući udjele retikuloendotelnih stanica (RTE), naivnih CD4+ T-limfocita i 

memorijskih stanica. Udio naivnih T-limfocita u perifernoj krvi i limfnom tkivu opada s 

godinama (Moro-García MA, 2013; Salam N, 2013). Također, dokazano opada i udio γδ T-

limfocita s godinama, posebno na račun δ2+ subpopulacije (Zheng R, 2014). 

U skupini eKRSsNP pronađen je visok stupanj podudarnosti u sastavu staničnih 

populacija tkiva polipa i srednje nosne školjke istog ispitanika (Slika 15). Visok stupanj 

zrcaljenja između dva sijela zapažen je u udjelu T-limfocita u ukupnom limfocitnom infiltratu, 

u udjelu γδ stanica u CD3+ frakciji i relativnom sastavu γδ T populacije, barem u pogledu 

membranskog izražaja TCR Vδ1 i Vδ2 lanaca (Slika 15). Takav rezultat sugerira da sluznica 

polipa zadržava stanične sličnosti s ishodišnom sluznicom SNŠ te da njene karakteristike u tom 

pogledu stvaraju mikrookruženje za bujanje tkiva i razvoj nosne polipoze.  

 

U ovoj studiji subpopulacija δ1-δ2- gamma delta (γδ) T-limfocita značajno je više zastupljena 

u tkivu polipa bolesnika s eKRSsNP u odnosu na tkivo SNŠ bolesnika s eKRSsNP i kontrolne 

ispitanike (Slika 16, Tablica 15). Dvostruko negativne stanice nisu do sada mjerene u uzorcima 

bolesnika s eKRSsNP, no ranija mjerenja Vγ1+, Vγ2+, Vγ3+ i Vγ4+ subpopulacija nisu bila 

značajno različita između skupine bolesnika koji boluju od KRSsNP, eKRSsNP i KRSbNP (Lee 

W. C., 2017). Dvostruko negativne stanice dijelom obuhvaćaju i δ3+ limfocite koji su ranije u 

značajnom broju zabilježeni u upalnim bolestima crijeva (Falk MC, 1994) i u epitelu jetre, gdje 

se pojavljuju i δ5+ stanice nepoznate uloge (Zhao, 2018). U studiji Tsuromotoa i suradnika, 

gdje su se uspoređivale razine γδ T-limfocita između uzorka nosnih polipa i donje nosne 

školjke, a i uzorak bolesnika s nosnim polipima s bolesnicima s dokazanim alergijama utvrđena 

je statistički znaćajno veća distribucija između dviju skupina. Zanimljiv je i nalaz relativno 

niskih razina γδ T-limfocita u bolesnika s dokazanim alergijama nosne sluznice, ali bez nosne 

polipoze (Tsurumoto, 1997). Također, γδ T-limfociti značajno su manje zastupljeni u perifernoj 

krvi bolesnica s endometrijalnim polipima u odnosu na zdrave ispitanice te je omjer Vδ1/Vδ2 
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u istom uzorku povišen u bolesnica s izraženijim endometrijalnim polipima, predviđajući slabiji 

fertilni kapacitet u teže oboljelih bolesnica (Li X. H., 2021). 

Subpopulacija Vδ2+ zastupljenija je u tkivima polipa i SNŠ bolesnika s eKRSsNP u 

odnosu na uzorke SNŠ kontrolnih ispitanika te njihova zastupljenost raste s težinom  bolesti, 

no bez statistički značajne razlike (Tablica 8). Od ranije je poznato da Vγ2Vδ2 stanice mogu 

producirati proinflamatorne citokine i kemokine, lučiti čimbenike rasta za epitelne stanice, ali i 

prepoznati i uništavati velik broj tumorskih stanica (Morita, 2007). Dokazana je i prisutnost 

δ2+ stanica u drugim upalnim bolestima poput psorijaze (Plužarić, 2020), koja zbog svoje 

povezanosti s atopijom i kronicitetom ima sličnosti s eKRS. No, u psorijazi su zabilježene i 

značajno manje količine Vγ9Vδ2 stanica u psorijatičnih bolesnika u odnosu na zdrave 

ispitanike (Fay, 2016). Ranije je dokazana značajno veća pojavnost γδ T-limfocita (Vγ9Vδ2) u 

perifernoj cirkulaciji djece s atopijskim dermatitisom u odnosu na kontrolne ispitanike (Cairo, 

2005). Razlog statistički neznačajne razlike u udjelu ovih subpopulacija u našoj studiji, mogao 

bi biti u relativno malom broju analiziranih uzoraka. Međutim, udjeli δ2+ stanica značajno 

koreliraju s izražajem GATA3, kanoničkog transkripcijskog čimbenika koji sudjeluje u 

diferencijaciji limfocita koji doprinose upali tipa 2 i sekreciji IL-4, IL-13. 

Subpopulacija stanica s lancima δ1+δ2- značajno je manje zastupljena u tkivu polipa 

bolesnika s eKRSsNP u odnosu na sluznicu SNŠ oboljelih i zdravih ispitanika (Slika 16, Tablica 

14). Bolesnici s manjom frekvencijom roditeljskih δ1 stanica uglavnom su pripadali uzorcima 

nosnih polipa bolesnika s eKRSsNP, što objašnjava negativnu korelaciju između opisanih 

stanica i naših ciljnih skupina bolesnika. Do sada nije istraživana uloga stanica δ1+ u eKRSsNP, 

no prema prikazanim rezultatima značajno su inhibirane te vjerojatno ne sudjeluju u patogenezi 

eKRSsNP. Dosadašnje studije opisuju protutumorske i antivirusne uloge δ1+ stanica, barem u 

kolorektalnom karcinomu gdje proizvodnjom IL-17 potiču upalu sluznice kolona (Wu P, 2014), 

a i jačaju imunološki odgovor  u virusnim infekcijama poput hepatitisa (Agrati C D. G., 2001). 

Nadalje, prema dosadašnjim studijama u kojima je opisana zaštitna antitumorska uloga δ1+ 

subpopulacije, a s obzirom da su iste značajno više zastupljene u uzorcima kontrola u odnosu 

na bolesnike, moguća je zaštitna uloga ovih stanica i u nastanku nosne polipoze.  

Subpopulacija δ1+δ2- značajno je više zastupljena u muškaraca u ispitivanim uzorcima 

(Slika 16, Tablica 14). Naprotiv, subpopulacija δ1- δ2- značajno je više zastupljena u žena u 

odnosu na muškarce (Slika 16, Tablica 15). Do sada nisu rađene usporedbe udjela γδ T-

limfocita između spolova u uzorcima polipa i SNŠ, no rađene su u perifernoj krvi, gdje je 

zabilježen značajno veći ukupan broj γδ T-limfocita u perifernoj krvi muškaraca i to zbog 



85 
 

značajno većeg udjela δ2+ subpopulacije (Clark BL, 2020). U zdravih pojedinaca, istraživana 

je zastupljenost Vδ1+, Vδ2+ i Vγ9+ subpopulacija u perifernoj krvi, no bez značajne razlike 

između oba spola (Fonseca S, 2020). Nasuprot tome, u studiji Caccamo i suradnika zabilježene 

su značajno veće razine Vγ9+Vδ2+ γδ T-limfocita u odjeljku periferne krvi žena u odnosu na 

po dobi uparene muškarce (Caccamo N, 2006). 

Naši rezultati pokazuju da za razliku od značajno manje zastupljenih δ1+ stanica u tkivu 

polipa, δ1- δ2- stanice moguće imaju patogenu ulogu u razvoju eKRSsNP, gdje djeluju poput 

okidača ili pojačivača Th2 upale, i stoga se ističu kao meta za buduća istraživanja staničnih 

medijatora upale tipa 2 u nosnoj polipozi. Obzirom na nedostupnost monoklonalnih protutijela 

za obilježavanje šireg panela γδ T subpopulacija, imunosni fenotip ovih potencijalno važnih 

limfocita ostaje nepoznat i čini važan cilj za daljnja istraživanja patogeneze KRSsNP. 

5.2. POVEZANOST KLINIČKIH I UPALNIH BILJEGA SA 

SUBPOPULACIJOM GAMMA DELTA T-LIMFOCITA 
 

U kontrolnih ispitanika, zabilježena je negativna i značajna korelacija između količine 

T-limfocita u sluznici SNŠ i vrijednosti IgE u perifernoj krvi (Slika 18, Tablica 16). Slični 

rezultati su prisutni i u tkivu polipa i SNŠ kod bolesnika s eKRSsNP (Slika 18b), međutim isti 

se nisu pokazali statistički značajni. Također nije pronađena značajna povezanost vrijednosti 

serumske IgE sa zabilježenim promjenama u sastavu γδ T-limfocita u sinonazalnoj sluznici 

eKRSsNP i kontrolnih ispitanika. Dosadašnja istraživanja su pokazala prisutnost povišenih 

razina poliklonskih IgE u tkivu nosa kod pacijenata s i bez alergije. Sluznički IgE potječe iz 

mnogo različitih klonova B-stanica te ima proupalne učinke u tkivu. Smatra se da proizvodnja 

poliklonalnih IgE nastaje kao odgovor na enterotoksine Staphylococcus aureusa koji djeluju 

kao superantigeni, aktivirajući B-stanice i T-stanice te pokrećući otpuštanje medijatora upale. 

U nekih pacijenata, izloženost kanoničnim antigenima dovodi do stvaranja visokih razina 

antigen-specifičnog IgE, koji posreduje u unakrsnom povezivanju IgE receptora visokog 

afiniteta na mastocitima i bazofilima, uzrokujući oslobađanje upalnih medijatora te u dijela istih 

i proliferaciju tkiva uz formiranje nosnih polipa (Bachert C. M., 2021). U dosadašnjim 

istraživanjima opisana je IgE supresivna funkcija koja se pripisuje γδ T-limfocitima koje 

eksprimiraju CD8, često zajedno s Vγ4 te proizvode interferon gamma (IFN-γ), citokin koji 

suzbija upalni odgovor tip 2 i proizvodnju IgE  (Huang Y, 2009). U ovom istraživanju nije 

pronađena statistički značajna razlika u serumskoj razinu ukupnog IgE, međutim te vrijednosti 
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ne moraju odražavati razine IgE u sinonazalnoj sluznici (Ota, 2016; De Schryver E, 2015), niti 

pratiti promjene u sastavu γδ T-limfocita u sinonazalnoj sluznici.   

U ovoj studiji rezultati SNOT22 upitnika za procjenu težine bolesti negativno koreliraju 

s distribucijom subpopulacije δ1+δ2- γδ T-limfocita u sluznici srednje nosne školjke bolesnika 

s eKRSsNP (Slika 20), dok slične povezanosti nisu pronađene u tkivu nosnih polipa i sluznice 

SNŠ kontrola. Obzirom na značajno nižu frekvenciju δ1+δ2- u sluznici SNŠ i polipa u odnosu 

na kontrole, povezanost između SNOT 22 i opisane subpopulacije zaslužuje dodatnu pozornost, 

no potreban je oprez u tumačenju ovih rezultata. Prema rezultatima SNOT 22 upitnika kvaliteta 

života KRSsNP bolesnika značajno je lošija u odnosu na bolesnike s drugim bolestima nosa 

(Mozzanica, 2016). Nedvojbeno je da SNOT22 ima veliku važnost u praćenju operiranih 

bolesnika zbog nosne polipoze i njihovih tegoba (Soler, 2018), međutim obzirom na to da se 

radi isključivo o subjektivnoj samoprocjeni različitih profila ispitanika, potrebna su daljnja 

mjerenja i istraživanja prije jasnijih zaključaka o povezanosti SNOT22 upitnika i udjela γδ T 

subpopulacija u sinonazalnoj sluznici. Nedostatak robusnih i konzistentnih razlika u staničnim 

frakcijama prema SNOT indeksu vjerojatno odražava činjenicu da se radi o subjektivnoj 

samoprocjeni težine bolesti, na koju mogu utjecati interindividualne razlike u osobinama 

ličnosti i osjetljivosti na bol, kongestiju te druge tegobe koje se vežu uz eKRSsNP. 

Prema dosadašnjim istraživanjima uloga eozinofila u nastanku KRSsNP je kemotaksija 

imunosnih stanica, citotoksično djelovanje te imunoregulatorno djelovanje (Vanderhaegen, 

2021). U rutinskom radu, za objektivnu procjenu uloge alergijske bolesti u etiologiji klinički 

evidentnog rinosinuitisa primjenjuje se citološka analiza obriska nosa. Veći udio eozinofila u 

brisu nosa pokazuje umjerenu osjetljivost i visoku specifičnost za asimptomatske bolesnike s 

alergijskim rinitisom (AR) (Nurkic J, 2016). Također, prema Usha i suradnicima, izmjerena 

količina eozinofila u brisu nosa > 0,2/HPF dozvoljava postavljanje dijagnoze AR-a u odraslih 

(Usha, 2022). Štoviše, smanjenje broja eozinofila u nosnoj sluznici oboljelih od eKRSsNP 

tijekom liječenja dupilumabom govori u prilog ovisnosti udjela eozinofila i težine eKRSsNP 

oboljenja (Danisman, 2023). 

U okviru ove studije, opažen je značajno veći udio eozinofila u obrisku nosa u bolesnika 

s eKRSsNP u odnosu na kontrolne ispitanike (Tablica 6). Također, pronađena je značajna 

pozitivna korelacija između subpopulacije δ1-δ2- γδ T-limfocita i udjela eozinofila u obrisku 

nosa (Tablica 20), dok frekvencije subpopulacije δ1+δ2- značajno negativno korelira s udjelom 

istih (Slika 22, Tablica 19). Time su zabilježeni dodatni potencijalni učinci eozinofilnog 

infiltrata na promjenu broja ukupnih γδ T i Vδ1+ limfocita u tkivu polipa bolesnika s eKRSsNP. 
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Također, ovi podatci indirektno pokazuju povezanost promjena u staničnim populacijama i 

težine bolesti. Ranije studije pokazale su povećan udio eozinofila u sluznici alergijskih 

bolesnika, kao i važnu ulogu γδ T-limfocita u alergijskim bolestima (Zheng R, 2014), ali bez 

usporedbi određenih subpopulacija γδ T-limfocita i udjela eozinofila u sluznici nosa.  

Vrijednost sustava Lund-Mackey (LM), kao objektivnog radiološkog bodovnog sustava 

za procjenu zahvaćenosti sinusa upalom, pozitivno su korelirale s udjelom γδ T-limfocita u 

tkivu polipa. Naime, zastupljenost δ1-δ2- subpopulacija u sluznici SNŠ i polipa značajno 

pozitivno korelira s vrijednostima LM (Tablica 18), dok  udjeli δ1+δ2- negativno koreliraju s 

LM bodovanjem (Slika 21, Tablica 17). Sustav LM je priznat, dobro opisani alat za procjenu 

težine kroničnog rinosinuitisa koji u obzir uzima broj sinusa opstruiranih i zahvaćenih 

polipozom ili upalom, a dokazano je i da korelira sa subjektivnim tegobama pacijenta (Okushi, 

2013). Pozitivna korelacija LM vrijednosti i udjela subpopulacija δ1-δ2- i δ1-δ2+  γδ T-

limfocita u tom kontekstu, potvrđuje značajnu ulogu γδ T-limfocita u razvoju i težini kliničke 

slike eKRSsNP, a osim toga povezuje zastupljenost γδ T-limfocita u sinonazalnoj sluznici s 

kvalitetom života oboljelih (Schalek, 2022).  

Beta aktin (ACTB1) je gen koji je u našoj studiji korišten kao kućepaziteljski ili 

referentni gen u svrhu normalizacije relativne kvantifikacije razina mRNA ciljnih gena  (Li Z. 

Y., 2010). U ranijim studijama kroničnog rinosinuitisa , ACTB1  je pokazao visoku stabilnost 

u uzorcima eKRSsNP, ali i neeozinofilnog kroničnog rinosinuitisa s nosnom polipozom 

(neKRSsNP) (Nakayama, 2018). 

5.3. IL-13 I IL-4 IZRAŽAJ I POVEZANOST S ΓΔ T-LIMFOCITIMA TE 

KLINIČKIM I UPALNIM PARAMETRIMA  
 

Genski izražaj IL-13 bio je statistički značajno veći u mononuklearnim stanicama 

izoliranim iz tkiva polipa u odnosu na stanice iz SNŠ oboljelih i zdravih ispitanika (Slika 24, 

Tablica 26). Izražaj IL-4 je pratio iste trendove (Tablica 22), međutim opažene razlike nisu 

dosegle statističku značajnost. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima autora Babe i suradnika 

koji su izmjerili značajno niže razine GATA3 i RORc mRNA, kao i niske razine mRNA 

citokina povezanih s Treg-om uz povišene razine Th2 citokina u nosnim polipima eKRSsNp 

pacijenata u usporedbi s kontrolama (Baba, 2015). Kako je njihovo istraživanje uključivalo 

tkivo polipa, a naše izolirane mononuklearne stanice, ovi rezultati sugeriraju da je 

predominantni izvor IL-4 citokina u drugim nemononuklearnim stanicama. Slični rezultati su 
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dobiveni i u uzorcima nosne sluznice drugih atopijskih bolesti poput alergijske astme (Antczak, 

2016). Uloga upale tipa Th2, a time i uloga karakterističnih linijskih citokina IL-13 i IL-4 ranije 

je prepoznata u KRSsNP (Schleimer RP, 2017), ali je očito značajna i u podskupini alergijskog 

KRSsNP. Tkivo nosnog polipa u bolesnika s eKRSsNP moguće se mijenja pod utjecajem 

učinaka Th2 i Th17 upale, i pripadajućih citokina. IL-4 i IL-13 štoviše inhibiraju izražaj Th17 

povezanih citokina, dok Th-17 citokini (IL-17 i TGF-β) posredno povećavaju razine Th2 

citokina. Iako se rezultati ove studije ne dotiču regulatornih mehanizama Th2 i Th17 imunosnog 

odgovora, pretpostavka je da Th2 upalu u eKRSsNP potpomaže i stimulacija Th17 (Ryu G, 

2020). Wang i suradnici su pomoću RT-qPCR analize pokazali da mRNA razine IL-4 i IL-13 

snažno induciraju genski i proteinski izražaj Sonic Hedgehog signalnog puta, koji pak značajno 

doprinosi razvoju Th2 imunosnog odgovora i posljedičnoj metaplaziji i hipersekreciji 

sinonazalne sluznice epitela dišnih puteva (Wang X, 2020). Važnu ulogu ovih citokina u 

eKRSsNP  potvrđuju i izvrsni rezultati liječenja primjenom anti-IL4 i anti-IL13 bioloških 

pripravaka poput dupilumaba sa značajnim smanjenjem recidiva (Bachert C. H., 2019).  

Dodatni nalaz ove studije je značajno manji genski izražaj IL-13 u muškaraca u odnosu 

na žene (Slika 26). Rezultati sličnih usporedbi nisu dostupni iz humanih studija, ali je jednaka 

korelacija pronađena u mišjih modela. Jedan od uzroka spolne razlike u izražaju IL-13 može 

biti u suprotnoj ulozi IL-13 i estrogena u regulaciji funkcije makrofaga ( dok ih IL-13 potiče na 

stvaranje, estrogen ih inhibira) (Sinha S, 2008).  

Genski izražaj IL-13 pozitivno i značajno korelira s vrijednostima Lund-Mackey 

klasifikacije, podjednako u ograničenoj (D1) i proširenoj bolesti (D2, Tablica 29, Slika 26) što 

upućuje na povezanost izražaja ovog gena i težine kliničke slike u bolesnika s eKRSsNP. Prema 

ranijoj studiji Hopkinsa i suradnika, LM klasifikacija značajno je povezana s drugim 

čimbenicima težine kliničke slike eKRSsNP, poput SNOT22. Također, povišena LM vrijednost 

indicira opsežniji operativni zahvat i povećava rizik za recidiv nosne polipoze (Hopkins C, 

2007). U dosadašnjim studijama IL-13 se pokazao kao dobar marker u procjeni statusa 

alergijske bolesti. Primjerice, Campion JC i suradnici su pokazali da nazalna proizvodnja IL-

13 identificira pacijente s kasnom fazom alergijskih odgovora tijekom testa provokacije na 

pelud breze (Campion, 2023). Nadalje, recentna studija Yu BA SE i suradnika je pokazala da 

povišene razine IL-5, IL-13, TNF-α, CCL2 i CXCL-8 koreliraju s višim rezultatima SNOT-22 

u bolesnika s kroničnim rinosinuitisom (Yu S. E., 2024). Ovi rezultati su dodatno potvrđeni 

istraživanjima na izražaju jednostanične RNA, koja su pokazala da remodeliranje epitela 

povezano s IL-13 korelira s kliničkom težinom nosne polipoze (Kotas, 2023).  

https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Yu/Sophie+E.
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Genski izražaj IL-13 u našem istraživanju pozitivno i značajno korelira s udjelima 

ukupnih T-limfocita (Slika 27) u sinonazalnoj sluznici i nosnim polipima. S druge strane, 

unatoč značajno višim razinama IL-13 mRNA u tkivu bolesnika u odnosu na kontrole, nisu 

pronađene značajne pozitivne korelacije s udjelom limfocitnih populacija unutar γδ T-

limfocitnog odjeljka dok je daljnom analizom unutar subpopulacija γδ T-limfocita uočena 

značajna negativna korelacija između udjela Vδ1+ γδ T i izražaja IL-13 (Slika 27). Dobiveni 

rezultati sugeriraju da izvor IL-13 nisu γδ T-limfociti, a tome u prilog idu i rezultati analize 

jednostanične RNA (Slika 29). Isti ukazuju na to da IL-13 većinom potječe iz mastocita u 

sluznici nosa, koji su također značajno prisutni u nosnoj polipozi (Takabayashi T K. A., 2012). 

Suprotno ovim rezultatima, patološka uloga δ1+ γδ T-limfocita ranije je opisana na drugim 

mjestima dišnog sustava,  poput pluća, gdje δ1+ γδ T-limfociti izražavaju CD30 i IL-4 čime 

pogoršavaju alergijske simptome (Kang I. K., 2023). Zbog biološke raznolikosti γδ T-staničnih 

receptora potrebne su međutim, dodatne studije za razjašnjenje uloge fenotipski nedefiniranih 

γδ T-limfocita u eKRSsNP.  

5.4. GATA3 GENSKI IZRAŽAJ  I POVEZANOST SA ΓΔ T-LIMFOCITIMA TE 

KLINIČKIM I UPALNIM PARAMETRIMA  
 

Genski izražaj GATA3 neznačajno je veći u uzorcima polipa i SNŠ u bolesnika s 

eKRSsNP u odnosu na kontrole te nije povezan s kliničkim pokazateljima težine bolesti 

(Tablica 22). Ovi su rezultati u skladu s rezultatima Lalu i suradnici, koji nisu zabilježili 

značajnu korelaciju između izražaja GATA3 i tkivne eozinofilije (Lal D. W.-H., 2019), dok su 

Babe i suradnici utvrdili značajno niži genski izražaj GATA3 u alergijskom KRSsNP. Ove 

razlike potencijalno odražavaju razlike u izboru biološkog materijala, pri čemu je genska 

analiza u okviru ove studije provedene u tkivnim mononuklearima, a ne tkivu polipa ili 

sinonazalne sluznice. U uzorcima SNŠ bolesnika s eKRSsNP izražaj GATA3 pozitivno i 

značajno korelira s δ2+ subpopulacijom (Slika 27), što odražava moguću ulogu GATA3 u 

diferencijaciji tipa 2 γδ T-limfocita (Hsu, 2023). U studiji Soklića i suradnika zabilježen je 

značajno veći izražaj GATA3 u bolesnika s eKRSsNP u odnosu na bolesnike s KRSbNP, što 

ukazuje na važnu ulogu izražaja toga gena u patogenezi nastanka nosne polipoze (Soklic TK, 

2019). S obzirom na to da GATA3 ima poznatu ulogu promotora i biljega Th2 upale 

(Breiteneder, 2020), ali i dokazano pojačani izražaj u nosnoj polipozi u tkivu polipa (Mjösberg, 

2012), korelacijom u našoj studiji, pretpostavlja se i važna uloga δ2+ subpopulacije 

patofiziologiji nosne polipoze. Uloga GATA3 u mononuklearnim stanicama nosne sluznice do 
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sada nije istražena, no pozitivna korelacija s GATA3 i Vδ2+ stanica ukazuje na potencijalno 

važnu ulogu u patofiziologiji upale u eKRSsNP.  

5.5. GENSKI IZRAŽAJ TRDV1, TRDV2 I TRDV3 TE POVEZANOST 

SA ΓΔ T-LIMFOCITIMA TE KLINIČKIM I UPALNIM 

PARAMETRIMA  
 

 Tijekom razvoja i diferencijacije T-limfocita, delta (δ) se lanac sintetizira 

rekombinacijom TRDD i TRDJ sastavnica, i potom udružuje s jednom od brojnih genskih 

varijanti TRDV gena  (Satyanarayana, 1988). Zabilježena je negativna korelacija između 

izražaja fuzijskih transkripata TRDV1 i serumske razine IgE u tkivu polipa (Slika 25, Tablica 

28). Zanimljivo, Settipane i suradnici ranije su utvrdili veću razinu tkivnog IgE u nosnom polipu 

u odnosu na serumske i tkivne razine u tonzilama eKRSsNP oboljelih (Settipane G, 1996). 

Ranije je također dokazana povezanost serumske razine IgE s težinom lokalne upale u nosnoj 

polipozi i tkivnom razinom IgE (Bachert C. G., 2001). U našem istraživanju negativna 

korelacija između TRDV1 i IgE u tkivu polipa bolesnika s eKRSsNP upućuje na suprotnu, 

potencijalno protektivnu ulogu δ1+ subpopulacije u održavanju razine IgE protutijela u 

sinonazalnoj sluznici. U budućim istraživanjima potrebno je analizirati ukupni repertoar γδ T 

staničnih receptora u potrazi za rizičnim γδ T subpopulacijama u pozadini eKRSsNP. 

Genski izražaj TRDV2 nije pokazao značajne razlike između ispitivanih skupina, dok genski 

izražaj TRDV3 nije zabilježen u niti jednom uzorku. Značajno veći genski izražaj TRDV3 

zabilježen je u intraepitelnim stanicama crijeva oboljelih od celijakije, kronične upalne bolesti 

uzrokovane izlaganju glutenom (Eggesbø, 2020). Naši neobjavljeni podaci RNASeq analize 

TRD repertoara iz krvi oboljelih od psorijaze pokazuju bogat izražaj TRDV3 prijepisa u 

pojedinih ispitanika, što potvrđuje nerijetku pojavu ovih stanica u krvi, koje mogu migrirati na 

upalna područja. Moguće da je izražaj TRDV3 gena izostao zbog suboptimalne kombinacije na 

zahtjev dizajniranih kompleta TaqMan proba i početnica. 

   

 

 



91 
 

5.6 GENSKI IZRAŽAJ CCR3 I MMP7 TE POVEZANOST SA ΓΔ T-

LIMFOCITIMA TE KLINIČKIM I UPALNIM PARAMETRIMA 
 

U ovoj studiji nije bilo značajne razlike između ispitivanih skupina u izražaju MMP7 (Tablica 

22). Iako je od ranije poznata značajna prisutnost MMP7 u tkivu polipa u bolesnika s eKRSsNP 

(Schleimer RP, 2017), nedostatak značajnih rezultata u našoj studiji moguće odražava veličinu 

uzorka. Za razliku od MMP7, CCR3 mRNA značajno je izraženiji u sluznici SNŠ i polipa 

oboljelih u odnosu na sluznicu SNŠ kontrola (Slika 24, Tablica 27). U studiji Fundove i 

suradnika, pokazan je značajno veći udio CCR3 i CCR1 pozitivnih stanica u bolesnika s 

nosnom polipozom u odnosu na ispitanike sa zdravom sluznicom (Fundová P, 2012), što je u 

skladu s našim rezultatima i potvrđuje važnu ulogu kemotaksije eozinofila posredovano CCR3 

receptorima. CCR3 veže tri eotaksinske obitelji proteina (eotaxin-1/CCL11, eotaxin-2/CCL24, 

eotaxin-3/CCL26) koji djeluju kemotaksijski na eozinofile (Saito, 2016), a sve tri eotaksinske 

obitelji značajno su povećane u tkivu polipa u odnosu na kontrolne ispitanike (Olze, 2006).  

5.7. OGRANIČENJE ISTRAŽIVANJA 
 

U svrhu preciznijeg uvida u fenotip i ulogu γδ T-limfocita, ali i važnosti istraženih gena, 

bilo bi zanimljivo učiniti prospektivnu studiju bolesnika s eKRSsNP koji se koriste 

intranazalnom kortikosteroidnom terapijom i u slučaju recidiva nosne polipoze i potrebe za 

novim operativnim zahvatom ponoviti uzorkovanje SNŠ i polipa te usporediti izražaj gena i 

količinu γδ T-limfocita.  

Poželjno je i dobivene rezultate ponoviti u proširenoj skupini bolesnika te uključiti i 

bolesnike s komorbidirajućom astmom za koju se smatra da u tih bolesnika ima vrlo sličan 

mehanizam upale kao i nosna polipoza te usporediti iste parametre.  

Također, mogla bi biti korisna i nadopuna alergijske obrade u tih bolesnika, prvenstveno 

testom PRICK te serumskim eozinofilnim kationskim proteinom. 

Unatoč ograničenjima, dobiveni rezultati tkivnih udjela i transkripcijskih profila γδ T-

limfocita i drugih mononukleara polipoidne i sinonazalne sluznice, proširuju dosadašnje 

spoznaje o patogenezi eKRSsNP, otkrivajući nove, potencijalno važne dijagnostičke, terapijske 

i istraživačke mete. 



92 
 

6. ZAKLJUČAK 

 

Provedeno istraživanje i dobiveni rezultati iznjedrili su sljedeće zaključke: 

1. Bolesnici s eozinofilnim kroničnim rinosinuitisom s nosnom polipozom (eKRSsNP) 

pretežno su muškog spola. Veći udio eozinofila u nosu zabilježen je u bolesnika s 

eKRSsNP što potvrđuje ovaj dijagnostički postupak kao važan u otkrivanju eKRSsNP.  

2. Subpopulacija δ1-δ2- gamma delta (γδ) T-limfocita značajno je više zastupljena u 

populaciji mononuklearnih stanica izoliranih iz sluznice polipa i sluznice SNŠ u 

bolesnika s eKRSsNP u odnosu na populaciju mononuklearnih stanica izoliranih iz 

sluznice srednje nosne školjke (SNŠ) kontrolnih ispitanika. Osim toga, značajno veći 

udio δ1-δ2- subpopulacije zastupljen je u žena u odnosu na muškarce. Navedeni 

rezultati ukazuju na mogući doprinos dvostruko negativnih δ1-δ2- subpopulacija u 

razvoju nosne polipoze.  

3. Subpopulacija δ1+δ2- γδ T-limfocita značajno je manje zastupljena u populaciji 

mononuklearnih stanica izoliranih iz sluznice polipa i SNŠ u bolesnika s eKRSsNP u 

odnosu na populaciju mononuklearnih stanica izoliranih iz sluznice SNŠ kontrolnih 

ispitanika. Značajno veći udio δ1+δ2- subpopulacije zastupljen je u muškaraca u 

usporedbi sa ženama. Navedeni rezultati ukazuju na moguću zaštitnu ulogu 

subpopulacije δ1+δ2- od nastanka eKRSsNP.  

4. Objektivni klinički pokazatelji težine bolesti eKRSsNP (udio eozinofila na nosnoj 

sluznici, Lund-Mackey sustav) pozitivno koreliraju sa zastupljenosti subpopulacije δ1-

δ2- γδ T-limfocita u tkivu polipa i sluznice SNŠ u bolesnika s eKRSsNP, što ukazuje na 

moguću ulogu ove subpopulacije γδ T-limfocita kako u razvoju upale tipa 2 tako i u 

progresiji i težini bolesti.  

5. Subpopulacija δ1+δ2- γδ T-limfocita negativno korelira s udjelom eozinofila u nosu 

bolesnika s eKRSsNP, ali i Lund-Mackey sustavom. Ovi rezultati ukazuju na moguću 

ulogu ove subpopulacije u inhibiciji upale tipa 2 te ublažavanju kliničke slike ove 

bolesti.  

6. Genski izražaj IL-13 značajno je veći u sluznici polipa bolesnika s eKRSsNP u odnosu 

na sluznicu SNŠ bolesnika s eKRSsNP i kontrolnih ispitanika. Porastom izražaja IL-13 

značajno raste vrijednost Lund-Mackey sustava što ukazuje na ulogu ovog citokina u 

progresiji i težini bolesti. Izražaj IL-13 značajno negativno korelira sa zastupljenošću 
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subpopulacije δ1+δ2- što dodatno ukazuje na moguću zaštitnu ulogu ove subpopulacije 

na nastanak nosne polipoze. Izražaj IL-13 značajno je veći u žena.  

7. Genski izražaj CCR3 značajno je veći u sluznici polipa u odnosu na sluznicu SNŠ 

bolesnika s eKRSsNP i kontrola što potvrđuje ulogu ovih receptora u nastanku upale 

tipa 2. 

8. Genski izražaj TRDV1 značajno negativno korelira s serumskom razinom IgE u 

oboljelih od eKRSsNP  što ukazuje na moguću zaštitnu ulogu TRDV1 u nastanku 

alergijskih bolesti . Porastom dobi smanjuje se genski izražaj TRDV1. 

9. Izražaj GATA3 značajno pozitivno korelira sa subpopulacijom δ2+ γδ T-limfocita što 

ukazuje na potencijalnu ulogu δ2+ subpopulacije u diferencijaciji upale tipa 2. 
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8. SAŽETAK 

 

Ciljevi istraživanja: Radi boljeg razumijevanja etiopatogeneze bolesti i utvrđivanja 

potencijalnih točaka za razvoj pametnih lijekova, koji su danas trend u liječenju brojnih 

imunološki posredovanih upalnih bolesti, a time i eozinofilnog kroničnog rinosinuitisa s 

nosnom polipozom (eKRSsNP) istraživane su moguće stanične (γδ T-limfocita i njihovih 

subpopulacija (Vδ1 + Vδ2 - , Vδ1 - Vδ2 + , Vδ1 - Vδ2 - ) i molekularne (mRNA Vδ1, Vδ2, 

Vδ3, IL-4, IL-13, GATA3, MMP7 i CCR3) osnove eKRSsNP. Potencijalni stanični i 

molekularni elementi ove bolesti testirani su na sinonazalnoj sluznici (sluznici nosnog polipa i 

srednje nosne školjke (SNŠ)) oboljelih te uspoređivani s uzorkom SNŠ kontrola. Izražaji 

spomenutih gena i opisane stanične populacije uspoređivane su i s kliničkim pokazateljima 

težine bolesti. Dizajn studije: Opažajno istraživanje parova. Materijali i metode: U 

istraživanju je sudjelovalo 84 bolesnika, od čega 43 bolesnika s dijagnozom eozinofilnog 

kroničnog rinosinuitisa s nosnom polipozom (eKRSsNP) i 41 kontrola. Svim bolesnicima 

učinjen je klinički pregled i potrebna radiološka obrada (bolesnicima s eKRSsNP CT PNŠ), 

laboratorijska obrada (alergijska obrada, hsCRP) bris nosa na eozinofile te su ispunili upitnik 

SNOT22. Uzorci polipa i SNŠ u bolesnika s eKRSsNP i SNŠ u kontrolnih ispitanika 

pripremljeni su za imunofenotipizaciju γδ T-limfocita na protočnom citometru te za 

kvantitativnu analizu traksriptoma pomoću RT-qPCR. Rezultati: Subpopulacija Vδ1-Vδ2- (p 

= 0,001; GLMM) γδ T-limfocita bila je značajno više zastupljena u sluznici polipa i SNŠ 

oboljelih od eKRSsNP u odnosu na sluznicu SNŠ kontrolnih ispitanika. Ista subpopulacija 

značajno pozitivno korelira s vrijednostima Lund-Mackey (LM) klasifikacije (SNŠ, p = 0,043; 

polip, p = 0,034; GLMM)  i udjelu eozinofila u obrisku nosa (SNŠ, p = 0,002; polip, p = 0,014; 

GLMM) . S druge strane, subpopulacija Vδ1+Vδ2- γδ T-limfocita značajno je manje 

zastupljena u sluznici polipa i SNŠ oboljelih od eKRSsNP (p = 0,005; GLMM) u odnosu na 

sluznicu SNŠ kontrolnih ispitanika. Genski izražaj IL-13 (p = 0,013; GLMM) i CCR3 (p = 

0,007; GLMM) bio je značajno veći u sinonazalnoj sluznici oboljelih od eKRSsNP u odnosu 

na sluznicu kontrola. Zaključak: S obzirom na snažnu zastupljenost Vδ1-Vδ2- subpopulacije 

γδ T-limfocita u sluznici bolesnika s eKRSsNP te povezanost s LM i udjelom eozinofila u 

obrisku nosa, značajna je uloga ove subpopulacije u nastanku eKRSsNP i upali tipa 2. S druge 

strane, Vδ1+Vδ2- subpopulacija moguće ima zaštitnu ulogu u sprječavanju nastanka upale tipa 

2 i eKRSsNP, zbog značajno manje zastupljenosti u sinonazalnoj sluznici oboljelih od 

eKRSsNP i značajne negativne korelacije s LM sustavom i udjelom eozinofila u obrisku nosa. 
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Pojačani genski izražaj CCR3 i IL-13 u sinonazalnoj sluznici oboljelih od eKRSsNP potvrđuje 

njihov važan doprinos Th2 upali u ovoj bolesti.  

 

Ključne riječi: kronični rinosinuitis, nosni polip, Th2 upala, γδT-limfociti 
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9. SUMMARY 

 

Goals of the study: In order to better understand the etiopathogenesis of the disease and to 

determine potential points for the development of smart drugs, which are currently in the trend 

to treat numerous immune-mediated inflammatory diseases, and thus eosinophilic chronic 

rhinosinusitis with nasal polyposis (eCRSwNP), possible cellular (γδ T lymphocytes and their 

subpopulations ( Vδ1 + Vδ2 - , Vδ1 - Vδ2 + , Vδ1 - Vδ2 - ) and molecular (mRNA Vδ1, Vδ2, 

Vδ3, IL-4, IL-13, GATA3, MMP7 and CCR3) basis of eCRSwNP. Potential cellular and 

molecular elements of this disease were tested on sinonasal mucosa (polyp tissue and the middle 

nasal turbinate (MNT)) of patients and compared with the sample of the MNT of the controls. 

The expressions of the mentioned genes and the described cell population were also compared 

with the clinical indicators of the severity of the disease. Study design: Observational study of 

couples. Materials and methods: 84 patients participated in the study, of which 43 subjects 

were diagnosed with eosinophilic chronic rhinosinusitis with nasal polyposis (eCRSwNP) and 

41 were controls. All subjects underwent a clinical examination and CT scan of paranasal 

sinuses (for CRSwNP group), laboratory treatment (allergy tests, hsCRP), nasal swab for 

eosinophils and filled out the SNOT22 questionnaire. Samples of polyps and MNT in patients 

with eCRSwNP and MNT in control subjects were prepared for immunophenotyping of γδ T-

lymphocytes on a flow cytometer and for quantitative analysis of the transcriptome using RT-

qPCR. Results: Subpopulation Vδ1-Vδ2- (p = 0,001; GLMM) of γδ T-lymphocytes  was 

significantly more prevalent in the sinonasal mucosa in the group of subjects with eCRSwNP 

compared to control group. The same subpopulation significantly and positively correlates with 

the values of the Lund-Mackey (LM) classification (MNT, p = 0,043; polyp, p = 0,034; GLMM) 

and the percentage of eosinophils in the nasal swab (MNT, p = 0,002; polyp, p = 0,014; 

GLMM). On the other hand, the subpopulation Vδ1+Vδ2- γδ T-lymphocytes is significantly 

less represented in the sinonasal mucosa of patients with eCRSwNP (p = 0,005; GLMM) 

compared to the sinonasal mucosa of control subjects. Gene expression of IL-13 (p = 0,013; 

GLMM) and CCR3 (p = 0,007; GLMM) was significantly higher in the sinonasal mucosa of 

patients with eCRSwNP compared to the mucosa of controls. Conclusion: Considering the 

strong representation of the Vδ1-Vδ2 subpopulation of γδ T-lymphocytes in the mucosa of 

patients with eCRSwNP and the association with LM and the percentage of eosinophils in nasal 

swabs, the role of this subpopulation in the development of eCRSwNP and type 2 inflammation 
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is significant. On the other hand, Vδ1+Vδ2-subpopulation possibly has a protective role in 

preventing type 2 inflammation and eCRSwNP, due to significantly less representation in the 

sinonasal mucosa of patients with eCRSwNP and a significant negative correlation with the LM 

system and the percentage of eosinophils in the nasal swab. Enhanced gene expression of CCR3 

and IL-13 in the sinonasal mucosa of patients with eCRSwNP confirms their important 

contribution to Th2 inflammation in this disease. 

 

Key words: chronic rhinosinusitis, nasal polyp, Th2 inflammation, γδT lymphocytes 
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suprugom i sinom. 

Osnovnu školu završio je u Vukovaru 2007. godine. Iste godine upisuje Opću Gimnaziju 

u Vukovaru, koju završava 2011.godine. Titulu doktora medicine stječe diplomiranjem 

2017.godine na Medicinskom fakultetu Sveučilišta J. J. Strossmayera u Osijeku.  

Pripravnički staž obavio je u Općoj županijskoj bolnici Vukovar (danas Nacionalna 

memorijalna bolnica „dr. Juraj Njavro“) od 2017.-2018. godine. Stručni ispit položio je 2018. 

godine te se potom zaposlio na Zavodu za hitnu medicinu Vukovarsko- srijemske županije. Iste 

godine započinje specijalizaciju u Klinici za otorinolaringologiju i kirurgiju glave i vrata KBC-

a Osijek.  

2020.godine upisuje poslijediplomski interdisciplinarni doktorski studij „Molekularne 

bioznanosti“ koji se provodi u suradnji Sveučilišta J. J. Strossmayera, Instituta Ruđera 

Boškovića u Zagrebu i Sveučilišta u Dubrovniku. 2022. godine obranio je temu doktorata: 

„Doprinos gama delta (γδ) T-limfocita u razvoju tipa 2 upale u sinonazalnoj sluznici oboljelih 

od kroničnog alergijskog rinosinuitisa s nosnom polipozom“, pod mentorstvom doc.dr.sc. 

Hrvoja Mihalja, dr.med. i izv.prof.dr.sc. Stane Tokić, mag.mol.biol. 

Od 2022. godine izabran je na mjesto naslovnog asistenta na Katedri za 

otorinolaringologiju i maksilofacijalnu kirurgiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta J. J. 

Strossmayera u Osijeku. Sudjeluje u izvođenju nastave iz predmeta Otorinolaringologija, koji 

se provodi na diplomskom studiju medicine. 

Također, od 2018. godine Stjepan Grga Milanković član je Hrvatske liječničke komore, 

a 2019. godine postaje aktivan član Hrvatskog liječničkog zbora i Kluba laringektomiranih 

Osijek. 

Tijekom specijalizacije pohađa brojne domaće i međunarodne tečajeve:  

 Tečaj „Novi šivaći materijali, transplantati i lokalni režnjevi;, Zagreb, 2019. 

 Tečaj „ Functional endoscopic endonasal surgery 2019“, Slovenija, Maribor, 2019. 

 Tečaj „Obstructive sleep apnea“, Zagreb, 2019. 

Tečaj iz sinusne kirurgije FESS: Hands-on tečaj na animalnom modelu, CIRAS lamb's 
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head dissection, Zagreb, 2020. 

 Tečaj iz rinokirurgije: Graz Course on Rhinosurgery, Graz, Austrija, 2021. 

 Tečaj iz ugradnje govornih proteza: ''Global Postlaryngectomy Rehabilitation 

Academy''; Nizozemska, Amsterdam, 2021. 

 Tečaj odizanja slobodnih režnjeva – ''International Course for Stepwise Flap Raising'' 

Aachen, Njemačka,2023. 

 Tečaj iz mikrokirurgije: ''Training course in basic microsurgical techniques'' u 

Frankfurtu, Njemačka, 2023. 

Kao aktivni sudionik sudjelovao je na sljedećim kongresima:  

 Aktivno sudjelovanje na 11.kongresu Hrvatskog društva za otorinolaringologiju i 

kirurgiju glave i vrata, Mali Lošinj, 2019. 

 Aktivno sudjelovanje na 6. hrvatskom rinološkom kongresu, Zagreb, 2020. 

 Aktivno sudjelovanje na 12.kongresu Hrvatskog društva za otorinolaringologiju i 

kirurgiju glave i vrata, Split, 2021. 

 Aktivno sudjelovanje na Europskom rinološkom kongresu u Thessalonikiju, Grčka, 

2021. 

 Aktivno sudjelovanje na Europskom rinološkom kongresu u Sofiji, Bugarska, 2023. 
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