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Imunohistohemijske karakteristike vaskularizacije i inflamatorne

Na sluzbenom jeziku infiltracije  nosne  sluznice kod  pacijenata  sa  hroni¢nim
rinosinuzitisom
Immunohistochemical  characteristics of  vascularization and
Na engleskom jeziku inflammatory infiltration of the nasal mucosa in patients with chronic
rhinosinusitis

ObrazloZenje teme

Rezultati brojnih studija ukazuju na proces remodelovanja koji obuhvata sluznicu nosne Supljine
I paranazalnih sinusa kod pacijenata oboljelih od hroni¢nog rinosinuzitisa. Vecina studija ukazuje
na hiperplaziju pseudoslojevitog respiratornog epitela, kao i na prisustvo inflamatornog infiltrata
u epitelu 1 subepitelu. Najvedi deo inflamatornog infiltrata ¢ine eozinofili, iz kojih se procesom
degranulacije oslobadaju enzimi koji lokalno ostecuju epitel, bazalnu membranu, sekundarno
dovodedi do njenog zadebljanja, kao i strukture subepitela. Dakle, aktivirani eozinofili oslobadaju
citotoksicne proteine koji dovode do lezija epitela, zadebljanja bazalne membrane, hiperplazije
zlijezda, angiogeneze. Znacajna je korelacija izmedu cozinofilne infiltracije epitela i nastalih
ostecenja. U subepitelu dolazi do nastanka edema, nakupljanja gustog inflamatornog infiltrata i
proliferacije fibroblasta. Upravo, promjene koje u ovoj regiji nastaju na subepitelijalnom nivou
sluznice i krvnim sudovima su vrlo rijetko istrazivane, iako je poznato da ovakve promjene
redovno prate patogenezu hroni¢nog rinosinuzitisa.

Prospektivna studija bi obuhvatila cetiri grupe ispitanika u obimu od po trideset ispitanika: grupu
ispitanika koji boluju od nosne polipoze (hroni¢nog rinosinuzitisa sa nosnim polipima) udruzene
sa preosetljivos¢u na nesteroidne anti-inflamatorne lijckove (NSAIL) (tzv. Samterov trijas),
grupu oboljelih od nosne polipoze koja nije udruzena sa preosetjivo§éu na NSAIL, grupu
oboljelih od hroni¢nog rinosinuzitisa bez nosne polipoze, kao i grupu ispitanika bez
anamnestickih i klini¢kih znakova zapaljenja nosne sluznice (kontrolna grupa — zdravi ispitanici).
Zdravim ispitanicima ¢e uzorak sluznice srednje nosne skoljke biti uziman tokom hirurikog
lijecenja, lateralne resckcije zida pneumatizovane srednje nosne koljke, udinjen u cilju
poboljsanja kvaliteta disanja kroz nos, kao i lije¢enja rinogene ,,contact-point glavobolje. Sav
materijal - uzoraka  nosne  sluznice/nosnih - polipa, potreban  za  patohistolosku i
imunohistohemijsku analizu ¢e biti dobijen tokom endoskopskog hirurskog lije¢enja. Svaki od
ispitanika ¢e biti procijenjen na osnovu intenziteta nosnih simptoma, a pacijenti oboleli od
razli¢itih formi hroni¢nog rinosinuzitisa ¢e biti evaluirani u skladu sa lokalnim (endoskopskim)
nalazom i snimcima kompjuterizovane tomografije (K'T) paranazalnih sinusa.

Pregled istraZivanja

Hronicni rinosinuzitis se definise kao zapaljenje sluzokoze nosa i paranazalnih sinusa,
karakterisano sa dva ili vise simptoma, medu kojima su osjecaj zapusenosti nosa i sekrecija iz
nosa, osjecaj bola ili pritiska u predelu lica, smanjenje ili gubitak osjecaja mirisa, i / ili
endoskopski nalaz polipa u nosu sa ili bez prisustva sluzavo-gnojnog sekreta u srednjem nosnom
hodniku i / ili promjene na nalazu kompjuterizovane tomografije, koje pokazuju otok sluzokoze
ostiomeatalnog kompleksa i / ili zasjencenja $upljina paranazalnih sinusa, u periodu duzem od
dvanaest nedelja (1-3).

U okviru hroni¢nog rinosinuzitisa, pod pojmom ,polip* podrazumijeva se benigni,
negranulomski, inflamatorni izrastaj, oblozen respiratornom sluznicom, prisutan u $upljini nosa,
odnosno paranazalnih sinusa. Ovakve benigne promjene najéesée porijeklo vode od hroni¢no
inflamirane sluznice prednjeg etmoida (1).

Nosno-sinusna polipoza je prisutna kod oko 20% oboljelih od hroni¢nog rinosinuzitisa. Bolesti
koje su cesto udruzene sa nosnom polipozom su alergijski rinitis, astma udruzena sa
preosetljivos¢u na NSAIL, cisticna fibroza, primarna cilijarna diskinezija. Nosna polipoza je
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rijetka u pedijatrijskoj populaciji. Ukoliko je prisutna uglavnom je udruzena sa drugim
komorbitetima kao sto je slucaj kod Kartadzenerovog sindroma. Inflamatorne nosne polipe
karakterisu strukturne promijenc epitela i lamine proprije, podsluznice, a ponckad i koStanog
tkiva na koje nalijeze sluznica., kao i prisustvo zapaljenskog celijskog infiltrata. Na osnovu
histoloskih karakteristika, nosni polipi se mogu klasifikovati kao eozinofilni ili polipi alergijskog
tipa®, hroni¢ni inflamatorni polipi i sero- mukozni, Zljezdani polipi (1, 4-7).

Standardna  histopatoloska  verifikacija  Hematoksilin-Eozin ~ obojenih  presecka  biopsija
(H&E),predstavlja osnovni metod za dijagnostiku nosne polipoze i hroniénog rinosinuzitisa
nakon operativnog tretmana.Promjene na sluznici se verifikuju kako na epitelu, tako i u stromi.
Laminu propriju inflamatornih nosnih polipa karakterise edem, izrazeno prisustvo oezinofila,
ckstenzivna limfocitoza, prisustvo cisticno izmijenjenih Zlijezda ispunjenih mukusom. U oko
10% nosnih inflamatornih  polipa, hroni¢no zapaljenje nije  dominantno uzrokovano
cozinofilima, ve¢ limfocitima i neutrofilima.

Imunohistohemijske analize  predstavljaju znacajnu kategoriju analiza inmflamatornog odgovora
u nosnoj polipozi i hroni¢nom rinosinuzitisu.Primjena specifi¢nih imunohistohemijskih markera,
cija je ckspresija vezana za specificne  tkivne i celijske promjene u okviru nosne polipoze
markira stepen i fazu patofizioloskog dogadaja. Standardizacija  histopatolokih  procedura i
analiza svjetlosnim mikroskopom ¢ine ove metode korisnim za interpretaciju mehanizma
i faze bolesti. Dostupnost rezultata daje moguénost interdisciplinarnog planiranja tretmana
bolesti (1, 6-8).

CD 31 je ¢lan superfamilije imunoglobulina. Ima vaznu ulogu u transendotelnoj miigraciji
leukocita. Ukljucen je u endotelne éelijsko-celijske i celijsko-matriksne interakcije.Znacajan je u
inflamaciji,cktravazaciji leukocita, kao i u angiogenezi. Imunohistohemijski marker CD31 je pan-
endotelni marker (20).

CD 34 je meducelijski adhezivni protein i glikoprotein na povrsini éelije.Eksprimira se na
endotelu, hematopoctskim progenitornim ¢elijama, na fibroblastima.Smatra se da CD34+ éelije
imaju ulogu u tkivnim imunoloskim procesima, ukljucujuéi i u patofizioloske procese u nosnim
polipima (1).

Grada eozinofila podrazumijeva prethodno formirane enzimske i neenzimske katjonske proteine,
koji se nalaze 1 selektivno izlucuju iz njihovih velikih sekundarnih (specifi¢nih) granula. Ovi
proteini doprinose funkcijama eozinofila kod upale disajnih puteva, oftecenja tkiva i
remodelovanja sluznice disajnih puteva ukljucujuci hiperplaziju glatkih misica i subepitelnu
fibrozu (21). Glavni osnovni protein granula cozinofila ( MBP/BMK-13) je protein bogat
argininom (23). Studije MBP mRNA su pokazale da se MBP sinteti§e iz pre-proforme. Glavni
osnovni protein granula eozinofila (MBP1) ¢ini jezgro sckundarnih granula cozinofila. Nedavno
je otkriven manje katjonski homolog MBP, nazvan MBPH ili jednostavno, MBP2.
Imunofluorescencijom je dokazano da je MBP1 prisutan u eozinofilima, bazofilima, i liniji
humanih mastocita (HMC1), dok se MBP2 detektuje samo u eozinofilima (25). Ni MBP1 ni
MBP2 s¢ ne mogu otkriti ni u jednj drugoj ¢eliji bijele krvne loze periferne krvi. Nivoi MBP2
izmereni u plazmi 1 serumu su u sustini identi¢ni. Ovi rezultati ukazuju da je MBP2 prisutan
samo u eozinofilima i da moze biti koristan biomarker za bolesti povezane sa cozinofilima (22,
24).

Poznato je da major basic protein, specifican za eozinofilne, kao i eozinofilni katjonski protein
uzrokuju promjene cpitela dijasnih puteva. Major basic protein uzrokuje nakupljanje jona
natrijuma i hlora, $to za posljedicu ima akumulaciju molelekula vode u epitelnim éelijama kao i u
meducelijskom prostoru i nastanak edema. Koncentracija eozinofilnog katjonskog proteina
korelira sa intenzitetom simptoma oboljelih zbog hiperreaktivnosti disajnih puteva (1, 9-11).
Prisustvo aktiviranih eozinofila za poslijedicu ima ostecenje epitela disajnih puteva, medutim
nije dovoljno ispitan nihov uticaj na subepitelijalne strukture, prvenstveno na krvne sudove.
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Funkcionalna endoskopska hirurgija sinusa omogucava lijec¢enje oboljelih, uzrokujuci minimalnu
traumu tkiva i ocuvanje zdrave sluzokoze, sa ciljem maksimalne drenaze i ventilacije paranazalnih
Supljina. Predstavlja optimalnu tehniku hirurkog llijecenja nosno-sinusne polipoze (1,13-17).

Cilj i hipoteze

Ciljevi istrazivanja:

I. Na osnovu rezultata patohistoloske i imunohistohemijske analize uporediti i proceniti stepen
povezanosti intenziteta inflamatorne infiltracije epitela i subepitela (lamine proprije) i
vaskularizacije subepitela kod pacijenata sa razli¢itim formama hroni¢nog rinosinuzitisa u odnosu
na zdrave ispitanike.

2. Proceniti nivo korelacije imunohistohemijskih i klinickih parametara koji ukazuju na stepen
prosirenosti hroni¢nog zapaljenja.

Hipoteze istrazivanja:

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

2. Postoji pozitivna korelacija izmedu stepena vaskularizacije i inflamatorne infiltracije u lamini
propriji sa jedne i klinickih pokazatelja tezine hroni¢nog rinosinuzitisa sa druge strane.

Materijali, metode i plan istraZivanja

[strazivanje bi predstavljalo prospektivau studiju, kojom je planirano da bude obuhvaéeno sto
dvadeset ispitanika.
Kriterijumi za uklju¢ivanje u studiju:

Osim kontrole grupe koju bi cinili ispitanici kojima je indikovano hirursko lijeéenje u cilju
korekceije anatomskih struktura nosne Supljine, svi ostali bi predstavljali pacijente oboljele od
hroni¢nog rinosinuzitisa. Dvije grupe ¢e biti sacinjene od pacijenata kod kojih je prisutna nosno-
sinusna polipoza, od kojih ¢e kod jedne nosna polipoza bid udruzena sa Samterovim trijasom,
dok ¢e trecu ciniti oboljeli od hroni¢nog rinosinusitisa bez sinonazalne polipoze. Dijagnoza
hroni¢nog rinosinuzitisa ¢e biti postavljena u skladu sa kriterijumima objavljenim u dokumentu
EPOS 2012 (European Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps) 2012.

Kriterijumi za iskljuc¢ivanje iz studije:

Osobe mlade od 18 i starije od 65 godina, trudnice, dojilje, pacijenti sa sistemskim bolestima koje
zahvataju nosnu Supljinu i paranazalne sinuse (Wegenerova granulomatoza sa poliangiitisom,
Churg-Strauss-ov sindrom i dr.), pacijenti sa hoanalnim polipima i hamartomima nosne Supljine,
sa hronicnim gljivicnim rinosinuzitisom, sa urodenim poremecajem mukocilijarnog transporta
(cisticna fibroza, primarna cilijarna diskinezija), pus$aci, pacijenti sa prethodnim operacijama
paranazalnih sinusa, ispitanici koji su uzimali topikalne 1/ili sistemske kortikosteroide,
antihistaminike i antibiotike unutar mesec dana pre pocetka istrazivanja.

Varijable koje se mere u studiji:

Nezavisne varijable: dijagnoza hroni¢nog rinosinuzitisa, prisustvo/odsustvo nosnih polipa,
udruzenost hroni¢nog rinosinuzitisa sa preosetljivoséu na NSAIL.

Zavisne varijable: stepen imunockspresije molckula CD31, CD34 i BMK-13 u uzorcima tkiva
pacijenata sa hroni¢nim rinosinuzitisom i zdravih ispitanika, intenzitet nosnih simptoma (skor
nosnih simptoma), veli¢ina nosnih polipa procenjena na osnovu endoskopskog pregleda nosne
Supljiine (endoskopski skor), stepen prosirenosti zapaljenja, procenjen na osnovu analize KT
snimaka paranazalnih Supljina.

Opis procedura:

Svim ispitanicima e biti preoperativno procenjen intenzitet nosnih simptoma na osnovu
upitnika SNOT-22 (Sino-nasal outcome test-22) i VAS (Visual Analog Score-a). Na osnovu
preoperativno ucinjene KT paranazalnih Supljina u sve tri ravni, kod pacijenata sa hroni¢nim
rinosinuzitisom ¢e biti izracunat Lund-Mackay skor, kojim ¢e objektivno biti procenjen stepen
prodirenosti bolesti u nosnoj Supljini i paranazalnim sinusima. Preoperativnim endoskopskim

Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije




UNIVERZITET CRNE GORE
Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije
UCG

pregledom nosne Supljine ¢e kod pacijenata sa nosnim polipima biti procenjena njihova velicina.
Svi pacijenti ¢e biti leceni endoskopskim pristupom, pri ¢emu ée biti uzeti uzorci sluznice
srednjih nosnih Skoljki, kao i sluznice paranazalnih Supljina/nosnih polipa za patohistolosku
obradu i imunohistohemijsko bojenje na CD 31, CD 34 i BMK-13. Ocekuje se znacajno
prisustvo degranulisanih cozinofila i znacajnija vaskularizacija strome lamine proprije kod
pacijenata oboljelih od hroni¢nog rinosinuzitisa sa sinonazalnom polipozom udruZzenom sa
preosetljivodéu na nesteroidne antiinflamatorne lekove.

Upitnik SNOT-22 obuhvata subjektivnu  procjenu sinonazalnih i nekih opétih simptoma u
odnosu na kvalitet Zivota oboljelih. Upitnik obuhvata dvadeset i dva pitanja. Pacijent rangira
intenzitet navedenog simptoma od 0 do 5, pri ¢emu vrijednost 5 predstavlja maksimalno
izrazenu tegobu. Maksimalni zbir je 110, mada je srednja vrijednost skora za veéinu populacije
30.

VAS test je skala rangirana od 0 do 10 , u smislu gradacije nazalnih simptoma. Prema EPOS
smjernicama iz 2012. godine (8), na osnovu vrijednosti dodijeljene odredenom simptomu,
rinosinuzitis se klasifikuje kao blag (VAS : 0-3), umjeren (VAS : >3-7) | izrazen (VAS: > 7-10)
LLund-Mackay skore vrednuje nalaz kompjuterizovane tomografije svih paranazalnih Supljina.
Vrijednost 0 znaci da nema radioloski vidljivih promjena paranazalnih Supljina, vrijednost 1
ukazuje na djelimiénu zasjencéenost paranazalne Supljine, dok vrijednost 2 ukazuje potpunu
zasjencenost. ostiomeatalni kompleks se ocjenjuje vrijednostima 0 ili 2. Konaé¢ni skor predstavlja
zbir  pojedinaénih  vrijednosti za maksilarni,  sfenoidalni, frontalni sinusa, ostiomeatalni
kompleks, kao i prednji i zadnji etmoid zasebno sa desne i lijeve strane.

Opreativni materijal ¢e biti analziran na Hematoksilin-Eozin obojenim presecim tkiva (H&E) iz
parafinskih kalupa, na rezovima debljine 4 mikrometra.

Imunohistohemijska bojenja koja ¢e biti analizirana su CD31, CD34 i BMK-13 u zonama
najintenzivnije inflamacije.

Pozitivna imunoreaktivnost na CD 31 ¢e se evidentirati kao membransko bojenje endotelnih
¢clija u kontinuitetu lumena vaskularnog prostora.

Pozitivna imunoreaktivnost na CDD 34 e se evidentirati kao membransko bojenje endotelnih
¢elija u kontinuitetu lumena vaskularnog prostora.

Odsustvo imunoreaktivnosti ¢e se evidentirati u skladu sa navedenim za ova dva antitela.
Imunoreaktivnost BMK -13 ¢ée se evidentirati kao bojenje degranulisanih cozinofila i to: 0 -
nema pozitivnih €elija, stepen | - nekoliko pozitivnih ¢elija (manje od 5 éelija), stepen 2 - umeren
broj pozitivnih éelija (5-10 éelija), stepen 3 - umeren broj pojedinacnih i grupisanih ¢elija (5-10
pojedinacnih i grupisanih celija), stepen 4 - veliki broj pozitivnih éelija, ukljucujuéi grupisanc
celije (vise od 10 éelija).

Analiza imunohistohemijskih nalaza ¢e se vrdit digitalnim svetlosnim mikroskopom.

Dobijena ocena imunoreaktivnosti ¢e se porediti u odnosu na grupe ispitanika i u odnosu na
kontrolnu grupu.

Statisticka analiza:

Od  parametara  deskriptivne  statistike  biée  koriséeni  srednja  vrednost + standardna
devijacija (SD), kao i medijana (i interkvartilni raspon). Provera normalnosti distribucije podataka
izvrsice  se  primenom  Kolmogorov — Smirnov testa. U zavisnosti od rezultata ovog
testa, statisticka  znacajnost izmedu grupa proveravaée se primenom analiza varijanse za
nezavisne grupe (pos/ boc Takijev test) ili primenom  Kruskal-Wallis testa (pos# hoc Mann-Whitney
test). Pojedine varijable su predstavljene u vidu frekvencija pojedinih obelezija (kategorija) a
statisicka  znacajnost rizika bice utvrdena primenom Hi-kvadrat (¥2) testa. Pirsonova ili
Spirmanova korelacija analiza bi¢e upotreblijena za utvrdivanje jacine povezanosti pojedinih
parametara. Statisticka znacajnost razlika procenjivace se na minimalnom nivou od p<0,05.
Kompletna  statisticka  analiza podataka izvrsice se pomocu  komercijalnog  statistickog
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softvera SPSS Statictics 18 (Statistical Package for the Social Sciences, version 18.0, SPSS Inc.,
Chicago, USA).

Ocekivani nauéni doprinos

Mali je broj istrazivanja koja su u fokusu imala analizu znacaja epitelno-stromalnog odnosa u
patogenezi hroni¢nog rinosinuzitisa. Vrlo je mali broj studija koje su se bavile analizom
vaskularizacije strome sluznice obolelih od hroni¢nog rinosinuzitisa, a naroéito onih koje su
uzele u obzir medusobnu korelaciju gustine eozinofilnog inflamatornog infiltrata i intenziteta
vaskularizacije

Do sada je poznato da su medijatori rasta, poput VEGF (vascular entothelial growth factor),
angiopoetin-1, angiopoctin-2 znacajno povecani u tkivu nosnih polipa. Inflamacija koja je
posredovana cozinofilima podrazumijeva prisustvo i oslobadanje katjonskih granula iz
citoplazme cozinofila. Kao posljedica dejstva specifiénih proteina prisutno je osteéenje i
deskvamacija epitela disajnih puteva, uz poslijediéni edem tkiva. Aktivirani cozinofili oslobadaju
jake medijatore zapaljenske reakcije, §to uzrokuje dalje napredovanje inflamatornog procesa.
Sustina istraZivanja je dokazati da u okviru remodelovanija sluznice tokom hroniénog zapaljenja
posredovanog eozinofilima, dolazi i do promjene na nivou vaskularizacije strome, u smislu
izrazene angiogeneze. Za razliku od prethodnih studija, koje su bile uglavnom bile fokusirane na
intenzitet inflamatorne infiltracije epitela i lamine proprije, ovde ¢ée akcenat biti stavljen na
procenu stepena vaskularizacije u subepitelu, kao i na moguce korelacije stepena vaskularizacije i
klinickih pokazatelja proSirenosti hroni¢nog rinosinuzitisa. U skladu s tim, procena stepena
vaskularizacije 1 gustine cozinofilne infiltracije strome  sluznice obolelih  od  hroni¢nog
rinosinuzitisa bi mogli posluziti kao pouzdani pokazatelji tezine bolesti i mogli dati smernice za
nove modelitete konzervativnog i/ili hirurskog lecenja. Sa druge strane, rezultati bi mogli da
ukazu na cinjenicu da je Samterov trijas ne samo u patofizioloskom i klinickom, veé i u
morfoloSkom smislu sasvim poseban entitet medu obolelima od hroniénog rinosinuzitisa. Na taj
nacin ¢e ova studija predstavljati znacajan doprinos rezultatima dosadasnjih studija koje su bile
usmerene na ispitivanje morfoloskih promena nosne sluznice tokom hroniénog zapaljenia.
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