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SOUHRN

Prace se zabyva studiem piitomnosti Helicobacter pylori (HP)
v lymfatické tkani orofaryngu a zménami exprese vybranych cytokinti
v souvislosti s imunitni odpovédi vyvolanou touto bakterii. V minulosti byla
zkoumadna oblast dutiny ustni jako moZny rezervodar infekce HP. Informace o
moZzné kolonizaci orofaryngu jsou dosud neuplné. Patogenetické piisobeni
HP v lymfatické tkani orofaryngu nebylo dosud zkouméno. Pfedpoklida se,
Ze by HP mohl byt zapojen do patogeneze chronického zanétu, ale i
karcinogeneze této oblasti.

V této préci byla zkoumdna piitomnost HP v lymfatické tkdni
orofaryngu u pacientl s tonsilarnim karcinomem, chronickou tonsilitidou a
syndromem obstrukéni spankové apnoe (OSAS) pomoci real-time PCR. U
¢asti pacientl byl nasledné vySetten i Zaludek na piitomnost HP pomoci
uredzového dechového testu a PCR. V séru pacientl byly zjistovany
protilatky proti HP a déle hladiny cytokinti (EGF a TGF-betal), které jsou
zndmy svymi Gcinky pfi karcinogenezi epitelu. Rozdily v expresi iNOS,
eNOS a kaspazy 3 byly detekovany ve tkéni.

Vysledky ukdzaly, Ze lymfatick4 tkan orofaryngu je osidlena HP u
vysokého procenta osob, bez statisticky vyznamnych rozdilt v osidleni u
ruznych diagnéz. Genotypova analyza orofaryngedlnich kment ukédzala, Ze
ptevazovaly méné virulentni kmeny HP. Detekce Zalude¢niho infekce
ukdazala, Ze HP miZe byt pfitomen v orofaryngu nezavisle na Zaludku.
Porovnéni orofaryngealnich a zaludecnich genotypt ukazalo, Ze jedinec miZe
hostit rozdilné kmeny HP v obou lokalizacich.

Cytokinov4 analyza neukdazala statisticky vyznamné rozdily
v sérovych hladindch EGF a TGF-beta 1 u riznych diagnéz. Lze z toho
usuzovat, Ze infekce HP nevyvolava systémovou cytokinovou odpovéd’. Ve
tkani byly popsdny morfologické rozdily v expresi iNOS, eNOS a kaspazy-3
u ruznych diagnéz.

Vysledky dosazené v této praci potvrdily vyznamnou extragastrickou
lokalizaci infekce HP. Pfimé zapojeni HP v orofaryngedlni karcinogenezi se
zd4 byt nepravdépodobné. V1iv HP na zmé&ny sérovych hladin EGF a TGF-
beta 1 nebyl prokdzan. Nelze vSak vyloucit vliv HP na rozvoj chronického
zanétu a hypertrofie lymfatické tkdné orofaryngu lokalnim ovlivnénim
imunitni odpovédi hostitele.



SUMMARY

The thesis focuses on detection of Helicobacter pylori (HP) in the
oropharyngeal lymphatic tissue and changes of selected cytokines expression
according to the inflammatory response to the HP infection. Oral cavity was
investigated for HP presence recently. Data about possible colonisation of
oropharyngeal tissue are insufficient. The pathogenetic effect of HP in the
oropharyngeal tissue was not investigated yet. It is supposed, that HP could
lead to inflammation or carcinogenesis of oropharyngeal tissue analogous to
gastric mucosa.

The presence of HP in oropharyngeal tissue samples of patients
suffering from tonsillar carcinoma, chronic tonsillitis or obstructive sleep
apnea syndrome (OSAS) was investigated in this study. Real-time PCR was
used. Part of the patients was investigated for gastric HP presence using Urea
Breath Test (UBT) and PCR. Specific anti-HP antibodies and levels of EGF
and TGF-beta 1 were detected in sera. Differences in iNOS, eNOS and
caspase-3 were detected in tissue samples using immunohistochemistry.

The results confirmed the HP colonisation of lymphatic tissue in high
numbers of patients. No significant differences were found when comparing
different oropharyngeal pathologies. The frequent presence of low-toxic HP
genotypes was shown by gene analysis. Detection of gastric HP showed that
oropharyngeal HP presence could be independent to gastric infection.
Oropharyngeal and gastric HP strains comparison showed that different
strains can by harboured by both localisations in an individual.

No significant differences in EGF and TGF-beta 1 serum levels were
found. This can be concluded that HP infection does not elicit the systemic
cytokine response of the host immune system. Morphologic differences in
iNOS, eNOS and caspase 3 expression were found in different oropharyngeal
pathologies.

The results brought new information about human HP infection.
Important extragastric site of HP infection was confirmed. The results
show that direct connection of HP and oropharyngeal carcinogenesis is
unlikely. HP does not influence the serum levels of EGF and TGF-beta 1.
The possibility that local affection of immune system response could
lead to chronic inflammation or hypertrophy oropharyngeal lymphatic
tissue can not be disconfirmed.
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1.UVOD

Cytokiny jsou somatickymi buiikami tvofené informacni a
regulaéni molekuly, které mohou byt sekretované nebo zakotvené
v cytoplazmatické membrané a které autokrinné, epikrinné nebo
endokrinné ovliviiuji fysiologické funkce bunék organismu,
morfogenezu a homeostdzu celého organismu. Po vazbé na membranové
receptory, prostfednictvim signalizacni kaskady ovliviluji metabolismus
zdsahové buiiky a jeji genovou expresi (Sterzl, 2007). Cytokiny jsou
zapojeny v mnoha procesech, jako je napt. regulace imunitniho systému
¢i bunécny rust.

Helicobacter pylori (HP) je spirdlni mikroaerofilni gramnegativni
a hraje dtleZitou dlohu v patogenezi dalSich gastroduodendlnich
onemocnéni jako je viedova choroba, Zalude¢ni lymfom a Zalude¢ni
karcinom (Israel and Peek, 2001). Infekce HP je pokldddna za jednu z
nejcastéjSich chronickych bakteridlnich infekci u lidi. Vyskyt infekce HP
je odhadovan mezi 40 — 80 % v zdvislosti na zemépisné oblasti, véku,
rase, etnicité a socioekonomickém stavu zemé (Bures et al., 2006).
Klinické projevy (napt. viedové choroba) se v§ak objevi jenu 10 - 15%
z nich. VétSina vsak ziistava cely Zivot asymptomatickd. To je
pravdépodobné zpisobeno riznym stupném virulence kmend HP a déle
riznou imunitni odpovédi hostitele (Stromberg et al., 2003).



Pusobeni HP v Zalude¢ni sliznici bylo v minulosti podrobné
vSak chybi. Poskozeni sliznice vyvolané HP je zptisobeno kombinaci
pfimého vlivu bakteridlnich toxint a vlivu zanétlivé odpoveédi imunitniho
systému hostitele. Chemické produkty HP atrahuji butiky imunitniho
systému do lamina propria sliznice. HP vede k vyzravani a aktivaci
dendritickych bunék. Tato aktivita vede k zahdjeni NK (natural killer) a
Tyl efektorové odpovédi (Portal-Celhay and Perez-Perez, 2006). Tyl
polarizované lymfocyty produkujici IFN — gama a spolu s aktivovanymi
NK bunkami hraji dtleZitou roli pfi rozvoji zdvaznych patologii. Infekce
HP v zalude¢ni sliznici je spojena s produkci prozanétlivych
i imunomodulaénich cytokini. Byly popsany zmény v sekreci IL-8, IL-1-
beta, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-alfa (Stromberg et al., 2003). V souvislosti
s poSkozenim Zaludecni sliznice, zvySenou proliferaci a nadorovou
transformaci Zalude¢niho epitelu byly popsdany rovnéZ zmény v expresi
EGF, EGFR, TGF-beta a iNOS (Stromberg et al., 2003).

Analyza bakteridlniho genomu vedla k identifikaci genti kédujicich
faktory virulence, jednd se o geny uskupené v tzv. ostrivku patogenicity
cagA gen (cytotoxin — asociovany gen A), ktery kéduje
vysokomolekuldrni a vysoce imunoreaktivni protein CagA piitomny asi
u 60% kment HP (Van Doorn et al., 1999). Kmeny HP produkujici
CagA jsou ve srovndni s cagA negativnimi kmeny spojeny se zvySenym
rizikem vaznych Zalude¢nich patologii (peptickych vieda, atrofické
gastritidy, Zalude¢niho karcinomu) (Portal-Celhay and Perez-Perez,
2006). CagA se dostava do cytoplazmy hostitelskych bunék a stimuluje
buné¢nou signalizaci interakci s mnoha hostitelskymi molekulami (napf.
kindzami skupiny Src). Tato interakce vede ke zvysené produkci
cytokini a regula¢nich molekul a miiZze byt spojena se zahdjenim
nadorové transformace (Hatakeyama, 2006).

Nekteré kmeny HP vyvoldvaji vakuolizaci hostitelskych bunék.
Bylo zjisténo, Ze tento jev je vyvoldn tzv. vakuolizaénim cytotoxinem
(VacA), ktery se dostavd do hostitelské bunééné membrany a indukuje
vakuolizaci cytoplazmy. Je kddovan genem vacA, ktery nesou vSechny
kmeny HP. Pouze asi 50% kment vsak produkuje VacA protein (Portal —



Celhey, Perez — Perez, 2006). Je to déno variabilitou v primarni sekvenci
vacA genu. Byly zaznamendny rozdily v signdlni sekvenci (sla, slb, slc,
s2) genu a v centrdlnim regionu (m1, m2). Kmeny s sl typem signalni
sekvence alel produkuji funkéni VacA toxin, naopak kmeny s s2 typem
maji malou cytotoxickou aktivitu. Za velmi toxické jsou povazovany
kmeny s1/m1 a jsou spojovany s mnoha formami gastritidy, atrofie a
intestindlni metapldzie. Kmeny s1/m2 se vyznacuji stfedni nebo malou
produkci VacA a kmeny s2/m2 VacA neprodukuji. (Van Doorn et al.,
1999).

Pti ptedpokldadaném ordlné-ordlnim ¢i fekalné-ordlnim pienosu lze
ocekavat piitomnost HP rovnéz v dutin€ dstni a orofaryngu. Pokusy o
detekci HP v téchto lokalitach vSak az dosud pfinaSely rozporuplné
vysledky. Prvni pozitivni detekce byly publikovany v zubnim plaku a ve
slindch (Allaker et al., 2002). Nésledn¢ byl HP zkoumén rovnéz
v lymfatické tkani orofaryngu a rovnéz nazofaryngu

Otazka kolonizace lymfatické tkané€ orofaryngu HP nebyla dosud
uspokojivé zodpoveézena. Zda HP v této lokalizaci mizZe ovlivnit
imunitni odpovéd’ hostitele nebylo zatim zkoumano. Pfedpoklada se, Ze
by HP v lymfatické orofaryngedlni tkdni Waldayerova okruhu mohl
aktivovat imunitni systém (napf. cestou aktivace dendritickych bunék)

a zasahovat do exprese riiznych cytokini a tim podporovat vznik
chronického zanétu a pripadné plisobit jako pfimy karcinogen této
oblasti.

2. CILE PRACE

Disertaéni prace je zaméfena na studium moZné kolonizace
orofaryngedlni lymfatické tkan¢ Helicobacter pylori a detekci rozdilt
v sérové a tkdnové expresi vybranych cytokint a regula¢nich molekul.

Cile disertacni préace lze shrnout do nasledujicich bodu:
A) priikaz ptitomnosti HP v lymfatické tkani orofaryngu u

ruznych patologif a zjisténi mozného vlivu HP pii
orofaryngedln{ karcinogenezi



B) genotypizace orofaryngedlnich kmend HP a porovnéni se
Zalude¢nimi genotypy

C) stanoveni hladin vybranych cytokinl v séru pacientl
v z4vislosti na pfitomnosti orofaryngedlni infekce HP

D) stanoveni exprese iNOS ve tkaniovych vzorcich zdravych a
zanétlivé zménénych tonsil a tonzildrnich karcinomti

3.MATERIAL A METODIKA
Sbér biologického materialu
Vsechny vzorky byly odebirdny s piisluSnym

informovanym souhlasem pacientim kliniky ORL a chirurgie hlavy a
krku 1.LF UK a FN v Motole, ktefi byli operovani pro spinoceluldrn{
karcinom tonzily, chronickou tonzilitidu nebo syndrom obstrukéni
spankové apnoe (OSAS).

Celkové bylo do studie zatazeno 104 osob, z toho 41
s karcinomem tonzily, 38 s chronickou tonzilitidou a 25 s OSAS. U
posledni jmenované skupiny byla ptedpokldddna pfitomnost zdravé
tonzilarni tkang. Indikaci k chirurgickému vykonu u téchto osob bylo
provedeni plastiky mékkého patra (UPPP — uvulo-palato-pharyngo
plastika), jejiZ soucasti byla ve vSech ptipadech rovnéZ i tonzilektomie.

U vsech pacientl byla pfed vykonem odebrana srazliva krev
standardni venepunkci do dvou zkumavek Vacuette (GBO,
Kremsmunster, Austria). Ndsledn€ bylo oddéleno sérum a zamraZeno
v kapalném dusiku a uskladnéno v mrazicim boxu pii teploté -80 °C.

V tvodu chirurgického vykonu byly odebrany tkanové vzorky
tonzilarnich karcinomul a tonzil za pfisn¢ sterilnich podminek. Vzorky
byly vloZeny do transportniho media pro kultivacni prikaz
(thioglykolatovy bujon) a do Microtest® M4RT transport media (Remel
Inc., USA) pro PCR zpracovani. Déle byly odebrany tkanové vzorky,
které byly fixovany ve 4% paraformaldehydu.



Pii pozitivnim prtikazu HP v orofaryngu bylo 20 osob vysetfeno
uredzovym dechovym testem (UBT) na ptitomnost HP v zaludku. U
osmi byl vysledek pozitivni. Ndsledné 6 z nich podstoupilo gastroskopii
a byla provedena genotypizace Zalude¢niho HP.

VysSeti‘eni vzorki
A) detekce specifickych sérovych protildtek proti HP ve tfidach
IgG, IgA, IgM metodou ELISA
B) tkan — detekce ptitomnosti HP - kultivace, PCR
C) vySetteni zalude¢niho HP — UBT, gastroskopie, PCR
D) cytokinovy profil ze séra — Human cytokine microarray
E) detekce EGF a TGF-beta 1 v séru - metodou ELISA
F) iNOS, eNOS, kaspédzy 3 ve tkdnich — imunohistochemie

4. VYSLEDKY
Sérologie

Protilatky byly zjistovany celkem u 104 osob. Z toho 41 ve
skupin€ nddorové, 38 ve skupiné chronické tonsilitidy a 25 ve skupiné
OSAS. U skupiny nadorové byla zji§téna séropozitivita u 32 osob
(78,05%), u skupiny pacientl s chronickou tonsilitidou u 13 osob
(34,21%). Rovnéz vysoka pozitivita byla nalezena u skupiny OSAS —
u 18 osob (72%). Statisticky vyznamné rozdily byly nalezeny mezi
skupinou nadorovou a skupinou chronické tonsilitidy (Chi - kvadrat test:
p=0.0001) a mezi skupinou OSAS a skupinou chronické tonsilitidy (Chi
- kvadrét test: p=0.0049).
Kultivace

Material na kultivaci byl nabran celkem u 45 pacientt (11 osob.
s karcinomem, 22 s chronickou tonsilitidou a 12 s OSAS). Kultiva¢né
pozitivni pritkaz byl zjiStén pouze ve 3 vzorcich — 1x karcinom, 2x
tonzilitida.
PCR

Materidl pro PCR diagnostiku byl ziskan celkem od 56 osob (23
karcinomtl, 20 chronickych tonzilitid a 13 OSAS). Pfitomnost HP ve
tkani byla real-time PCR metodou zjiSténa u 17 nadort (73,91%), 14
tonzilitid (70,0%) a 9 OSAS (69,23%).



Statisticky vyznamné rozdily nebyly nalezeny mezi skupinou
nadorovou a skupinou chronické tonzilitidy (Chi - kvadrat test:
p=0.7754), mezi skupinou OSAS a skupinou chronické tonzilitidy
(Chfi - kvadrat test: p=0.9625), ani mezi skupinou nadorovou a
OSAS (Chi - kvadrét test: p=0.7632).
Genotypizace orofaryngealnich kmenu

Vysledky ukazuji pfevahu s1b (56,7%) a m2 (59,5%) alel vacA
genu a jen ojedinélou pfftomnost cagA genu (13,5%) v orofaryngeélnich
genotypech. Jako velice vzacny I1ze hodnotit kmen HP s genotypem
s2/m1. Ve tiech ptipadech byl detekovan smiSeny genotyp HP:
1x sla/slb, 1x sla/s2 a 1x m1/m2.
Porovnani vysledki PCR a sérologii

Vyznamny je ndlez u cekem 12 osob (3 s karcinomem, 7
s tonsilitidou a 2 s OSAS), které méli PCR pozitivitu v orofaryngu bez
detekovatelnych protilatek v séru. Ve dvou piipadech chronické
tonsilitidy byla rovnéz nalezena kultivacni pozitivita bez ptfitomnosti
protilatek v séru.
UBT

Z pacientd, u kterych byla prokdzana ptitomnost
orofaryngedlniho HP bylo vybrano 20 (9 karcinomil, 6 tonzilitid a 5
OSADS), u kterych byla vySetiena pfitomnost Zalude¢ni infekce pomoci
UBT. Pouze u 8 z nich byla nalezena Zaludecni pozitivita. U Sesti z nich
byla dédle provedena gastroskopie s odbérem vzorki ke genotypizaci
Zalude¢niho HP. Jeden pacient gastroskopii odmitl a jedna pacientka
podstoupila eradikaci na jiném pracovisti.
Porovnani orofaryngealnich a Zalude¢nich genotypi

Gastroskopicky byla pfitomnost HP potvrzena u vSech 6 osob. U
4 z nich byly nalezeny slizni¢ni zmény odpovidajici chronické gastritidé.
VSichni pacienti v§ak byli klinicky bez zZalude¢nich obtiZi. Porovnani
Zaludecnich a orofaryngedlnich genotypt ukazalo vyznamné rozdily
u stejnych osob. Tti pacienti méli v Zaludku cagA pozitivni kmen HP, ale
negativni v orofaryngu. Dva z nich rovnéZ vykazovali rozdily v signdlni
sekvenci vacA genu. U 1 pacienta byly nalezeny rozdily pouze v signdlni
sekvenci vacA. Dva pacienti nesli v Zaludku a orofaryngu stejny kmen
HP.
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Cytokiny
Analyza cytokint v séru

Pouzité arraye neprokazaly vyznamné rozdily v sérové expresi
panelu cytokinti v porovnani diagnéz bez zavislosti na piitomnosti HP
infekce.

Analyza sérovych hladin EGF v zavislosti na diagn6ze neukdzala
statisticky vyznamné rozdily (p=0,3638, analyza rozptylu ANOVA).

Porovnan{ sérovych hladin EGF neuk4zalo statisticky vyznamné
rozdily v zavislosti na piitomnosti protilatek proti HP u karcinomi
(p=0,5984, ANOVA), tonzilitid (p=0,6429, ANOVA) ani OSAS
(p=0,2334, ANOVA) Pti porovnavani skupin v z4vislosti na PCR
prukazu HP ve tkédni orofaryngu rovnéz nebyly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily u karcinomt (p=0,9846, ANOVA), tonzilitid
(p=0,7606, ANOVA), ani OSAS (p=0,2285, ANOVA).

Analyza sérovych hladin TGF-beta 1 v zdvislosti na diagnéze
neukdzala statisticky vyznamné rozdily (p=0,6545, analyza rozptylu
ANOVA).

Porovnani sérovych hladin TGF-beta 1 neukdzalo statisticky
vyznamné rozdily v zavislosti na pfitomnosti protilatek proti HP
u karcinomti (p=0,7028, ANOVA), tonzilitid (p=0,3621, ANOVA) ani
OSAS (p=0,1319, ANOVA). Pii porovnavani skupin v zdvislosti na PCR
prukazu HP ve tkédni orofaryngu rovnéz nebyly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily u karcinomt (p=0,5757, ANOVA), tonzilitid
(p=0,6993, ANOVA), ani OSAS (p=0,2324, ANOVA).

Detekce iNOS, eNOS a kaspazy 3 ve tkani

Zpracovano bylo celkem 17 vzorkl tonzildrniho karcinomu, 11
vzorkt chronické tonsilitidy a 8 vzorki pacientti s OSAS
s predpoklddanou zdravou tonsildrn{ tkani.

Exprese iNOS byla nalezena v nddorové tonsilarni tkani, stejné
tak jako ve tkani chronické tonsilitidy a klinicky zdravych tonsil.
NejvyS$si iNOS pozitivita byla nalezena ve tkédni chronické tonsilitidy —
v cytoplazmé endotelovych bun€k drobnych cév lymfatické tkané.
Produkce iNOS v nddorové tkani byla prokdzana ve velkém mnoZstvi
v cytoplazmé endotelovych buné€k malych vén a méné pak v cytoplazmé
mononuklearti v pojivové tkani. Lokalizace iNOS v klinicky zdravé
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tonsilarni tkdni byla oziejmena v cytoplazmé endotelovych bunék
malych vén v lymfatickych folikulech.

Nejvyssi pozitivita eNOS byla nalezena v endotelidlnich
buiikdch kapildr vysoce vaskularizovanych oblasti tonzildrnitho
karcinomu. U chronické tonsilitidy byla nalezena variabilni exprese
eNOS v cévich tonsilarni lamina propria, silnd eNOS reakce byla
nalezena ve venuldch s vysokym endotelem. V klinicky zdravé tonsilarni
tkani byla nalezena exprese eNOS v butikdch povrchového epitelu a ve
velkém mnoZstvi v cytoplazmé endotelidlnich bunék drobnych vén.

Pouze ojedin€lé burnky produkujici kaspazu 3 byly nalezeny v
tonzilarnich karcinomech. U chronické tonsilitidy byla nalezena vySs§i
exprese kaspazy 3 v zarode¢nych centrech lymfatickych folikuld, ale
pouze slaba pozitivita v interfolikularni z6n€ a povrchovém dlazdicovém
epitelu tonsil. Ve zdravé tonzildrni tkdni byla nalezena exprese kaspdzy 3
jen ojedinéle v n&kterych vzorcich v lymfatickych folikulech

5.DISKUSE

Jednim z cila predkladané disertacni prace bylo odpovédét na
otdzku mozné kolonizace lymfatické tkdné orofaryngu HP. V literatuie
dosud nebyly podany presvédcivé diikazy o helicobacterové infekcei této
lokalizace. Na rozdil od zubniho plaku, ktery je nyni povaZovan za
mozny extragastricky rezervoar HP, prace dosud publikované zabyvajici
se detekci orofaryngedlni infekce HP pfinesly rozporuplné vysledky
(Skinner et al., 2001; Cirak et al., 2003). Detekce orofaryngedlniho HP je
uddvana v rozmezi 0-90% (Dowsett and Kowolik, 2003). Vzhledem
k tomu, Ze byly riznymi autory pouZzity rozdilné metody detekce, nebylo
mozné dojit k hodnotitelnym zavérim. Jako nevhodné detekéni metody
pro diagnostiku orofaryngedlniho HP se jevi ¢asto pouzivané testy RUT
a CLO. Pritomnost jinych uredzu-produkujicich bakteridlnich kment
v orofaryngu muze vést k fale$né pozitivnim vysledkim. Kultivace se
ukdzala jako velmi naro¢nd a malo odolnd vici zevnim vliviim, které
mohou zcela znemoZnit dspéSnou detekci. Autorem pouZita detekéni
metoda real-time PCR miZe byt povaZzovdna za metodu s dostatecnou
senzitivitou i specificitou (Schabereiter-Gurtner et al., 2004). DosaZené
vysledky jednozna¢né prokazuji ptitomnost HP v lymfatické tkdni
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orofaryngu. Faktem ztstava, Ze PCR metodika umoziiuje zjistit
pfitomnost bakteridlni DNA, nelze vSak urcit zda se jednd o DNA
pochazejici z Zivych nebo mrtvych bakterii. Doplitujici vysledky
kultivace i pres velmi nizké pocty pozitivnich vysledki sveéd¢i pro
moZnou piitomnost viabilnich a déleni schopnych bakterii. Nizké pocty
pozitivnich kultivaci 1ze vysvétlit velkou citlivosti HP k nepfiznivym
vlivim béhem transportu vzorki i béhem manipulace v laboratofi.
RovnéZ vyznamné osidlen{ tkdn€ orofaryngu ostatnimi bakteridlnimi
kmeny miiZze mit zna¢ny vliv na nedspésnost kultivace HP. Pouzitd PCR
metodika umoZiluje provést nejen detekci pritomnosti HP infekce, ale
rovnéZ i genotypizaci kment pfimo ve tkani.

Pti porovnani poctit osob s prokdzanou orofaryngealni infekci
HP mezi riznymi diagn6zami nebyly nalezeny statisticky vyznamné
rozdily. Pivodni pfedpoklad, Ze by se orofaryngealni infekce HP mohla
podilet na orofaryngedlni karcinogenezi jako pfimy mutagen se
nepodafilo potvrdit. Vzhledem k vysokym procentiim pozitivnich
vysledk u chronického zanétu, ale i u OSAS skupiny, u které
predpokldddme zdravou tonsildrni tkdn, se zd4 byt pfimé karcinogenni
pusobeni HP v této lokalizaci nepravdépodobné. Analogicka situace vSak
nastava i v Zaludku, kdy promotenost obyvatelstva HP je uddvdna mezi
40-80 % (Bures et al., 2006), vdZné Zaludecni obtiZe jako je
gastroduodendlni viedova choroba nebo zalude¢ni karcinom vSak m4 jen
10 -15% infikovanych.

Virulence kmenti HP se 1i${ podle produkce toxint. Tato
produkce je ddna piitomnosti gent faktora virulence, z nichz
nejduleZitéjsi jsou cagA a vacA gen. Hlavni karcinogenni ptisobeni HP je
davano do souvislosti s pfitomnosti cagA genu a kombinaci s1/m1 alel
vacA genu (Ferreira et al., 2008). Metaanalyza provedend Huangem et al.
(2003) ukdzala, Ze riziko vzniku Zalude¢niho karcinomu je dvakrat vyssi
u osob, které maji protilatky proti CagA. Provedend analyza
orofaryngedlnich genotypti ukazala ptevahu s1/m2 kombinace alel vacA
genu. cagA gen byl nalezen pouze v 5 (13,5%) ptipadech. To znamen4,
Ze v oblasti orofaryngu pievazovaly kmeny HP vyznacujici se mensi
virulenci. V porovndni s geografickou epidemiologickou studii
zaludecnich genotypti HP, kterou provedli van Doorn et al. (1999) se
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distribuce jednotlivych alel vacA genu a pifitomnost cagA genu vyrazné
lisi. Jako ptfevazujici alela signalni sekvence vacA genu je udavdna

v Evropé alela sla (88,8%) a alela stfedni sekvence m1 (54,5%). cagA
gen byl nalezen v 72,1% vzorka. Vysledky analyzy orofaryngedlnich
genotypt v§ak ukazuji pfevahu s1b (56,7%) a m2 (59,5%) alel vacA
genu a jen ojedinélou pfitomnost cagA genu v orofaryngedlnich
genotypech. Jako velice ojediné€ly nélez 1ze hodnotit nalezeny kmen HP
s genotypem s2/ml.

Detekce Zalude¢ni infekce HP u osob s prokdzanou piitomnosti
HP v orofaryngu pomoci UBT ukézala, Ze HP miiZe v orofaryngu
existovat nezavisle na Zalude¢ni infekci. Z dvaceti vySetfenych osob se
zjisténou pritomnosti HP v orofaryngu byla Zalude¢ni infekce nalezena
pouze u osmi. UBT je povaZovan za nejptesnéjsi neinvazivni test
k detekcei zalude¢niho HP. Pozitivni vysledky UBT byly potvrzeny PCR
diagnostikou ze tkanovych vzorkl zZaludec¢ni sliznice ziskanych pii
gastroskopii. Porovnani genotypti HP z orofaryngu a Zaludku u stejnych
osob ukazalo, Ze jedinec miZe hostit vice nez jeden kmen HP v rtiznych
lokalizacich. Rozdily byly nalezeny v pfitomnosti cagA genu i ve
struktufe vacA genu.

Prvni price zabyvajici se porovnanim ordlnich a Zalude¢nich
kmenti HP pouZivaly restrikéni endonukledzovou analyzu, metodu DNA
fingerprintingu a PCR analyzu polymorfismi jednovldknové konformace
(SSCP) (Zhang and Lu, 1997; Hu et al., 2002). Nalezeny byly shodné
kmeny HP v Zaludku a dutin€ ustni. Prvni porovnéni Zalude¢nich a
oralnich kmentt HP PCR genotypizaci provedli Wang et al. (2002)

a nésledné i Burgers et al. (2008). Pomoci PCR byly nalezeny v obou
piipadech rozdilné genotypy v Zaludku a duting dstni.

Pacienti vybrani k detekci orofaryngedlniho HP byli selektovani
ze skupiny osob s orofaryngedlni patologii a byla u nich doplnéna
detekce HP v Zaludku, na rozdil od vySe citovanych praci, u kterych byli
pacienti selektovani ze skupiny s primarné Zalude¢nimi obtiZemi, ktef{
podstoupili gastroskopii a ndsledné u nich byla doplnéna oralni detekce
HP. Dle literatury je toto prvni pfipad detekce Zaludecnich genotypt u
osob bez zalude¢nich obtiZi. Rozdil je rovnéz v pouziti tkanovych vzorka
lymfatické tkdné orofaryngu. Ve vSech vySe zminénych pracich byl HP
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detekovan ve slindch nebo v zubnim plaku. Lze usuzovat, Ze sliny
mohou byt zdrojem Zalude¢niho HP, ktery se do dutiny dstni mtize
dostavat napf. cestou gastroezofagedlniho refluxu. Oproti tomu

v tonsilarni tkdni pfedpokldddme trvalou kolonizaci nezdvislou na
zalude¢ni infekci. Tato hypotéza byla podpofena vysledky UBT, kdy
zalude¢ni infekce byla nalezena pouze u 8 z 20 osob s prokdzanou
piitomnosti HP v orofaryngu.

Burgers ve své praci uvadi ndlez 10 piipadii s pozitivnim HP ve
slindch, bez prokazatelnych specifickych protilatek proti HP v séru. Toto
je rovnéz ve shodé s vysledky dosaZenymi v této praci, kdy byl nalezen
HP v orofaryngu u 12 osob bez prokazatelné protildtkové odpovédi.
Vysvétlenim by mohla byt casna detekce HP po primarn{ infekci, kdy
jesté nedoslo k protildtkové odpovédi. Bylo zjiSténo, Ze protilatky
vznikaji az n€kolik mésict po infekci (Hep, 2003). Dale musime
zvazovat moZnost, Ze HP kolonizuje oblast orofaryngu, aniz by
vyvolédval imunitni odpoved’ hostitele. Této hypotéze napovida fakt, Ze u
9 z 12 osob bez protildtkové odpovédi byl v orofaryngu nalezen méné
virulentni genotyp HP (s1/m2). Dal§im vysvétlenim je moZnd piitomnost
kokoidnich forem HP. Jedna se o viabilni formu bakterie, kterou nelze
kultivovat konvenénimi mikrobiologickymi technikami a vyznacuje se
sniZzenou virulenci. HP se v této formé& vyskytuje v nepfiznivém prostiedi
(Andersen and Rasmussen, 2009).

Dosud nebyla ani uspokojiveé vyfeSena otdzka ptrenosu HP.
Pokud uvaZujeme cestu ordlné- oralni ¢i fekalné-ordlni, 1ze predpokladat
nalez shodného kmene HP v orofaryngu a Zaludku u stejné osoby.

K nélezu rozdilnych genotypii v obou lokalizacich zatim chybfi pfesné
vysvétleni. Jednou z mozZnosti by mohla byt inokulace smési kmentt HP
a nasledné jejich rozdilné osidleni riznych oblasti dle citlivosti kmend.
Lze ptedpokladat, Ze oblast orofaryngu je pro HP méné piizniva a dokazi
ji osidlit pouze odolnéjsi kmeny. Za jeden z neptiznivych faktorti ristu a
mnoZeni HP byla oznacena piitomnost jinych bakteridlnich kmend, které
dokazaly rust HP zastavit pfi pokusech in-vitro (Ishihara et al., 1997).

V duting udstni a orofaryngu lze predpokladat osidleni mnoha riznymi
bakteridlnimi kmeny.
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V literatufe publikovand epidemiologickd data o prevalenci
infekce HP se Casto opiraji o sérologickou detekci specifickych protilatek
proti HP. Prevalence infekce v Ceské republice je uddvana 45-83 %
(Bures et al., 2006). Ptitomnost protildtek proti HP byla ddvana do
souvislosti se Zalude¢ni infekci. Data ziskana v ptedkladané praci vSak
sveéd¢i o moZnosti pritomnosti HP infekce v jinych lokalizacich bez
zavislosti na Zaludec¢ni infekci. Tento fakt je tfeba zvaZovat pfi
budoucich epidemiologickych studiich, kdy je tfeba hodnotit nejen
pfitomnost protilétek, ale i zjiStovat pfesnou lokalizaci infekce.

Poskozeni sliznice vyvolané HP je vysledkem ptimého piisobeni
imunitniho systému hostitele vyvolané bakterii. Chronicky zanét
s prevazujici Th1 odpovédi nepiimo pfispiva k poskozeni sliznice. Tyl
polarizované lymfocyty produkujici IFN — gama a spolu s aktivovanymi
NK buiikami hraji dtleZitou roli pii rozvoji zdvaznych patologii. Infekce
HP v Zalude¢ni sliznici je spojena s produkci prozanétlivych i
imunomodulaé¢nich cytokinid. Byly popsany zmény v sekreci IL-8, IL-1-
beta, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-alfa (Stromberg et al., 2003). Tyto
cytokiny jsou produkovany buitkami imunitniho systému a rovnéz
epitelovymi buitkami sliznice. Tento fakt je dobfe prozkouman a popsan
v Zalude¢ni sliznici. Pfedpokladalo se, Ze zvySend produkce
prozanétlivych cytokinil v Zalude¢ni sliznici vyvoland HP by mohla
ovlivnit i hladiny cirkulujicich sérovych cytokini a mit tak nepiimo
i systémové ucinky. Nélezy publikované v literatuie dosud tento
piedpoklad nepotvrdily. Bayraktaroglu et al. (2004) neprokdzali elevaci
sérovych hladin IL6, IL 8 a TNF-alfa u HP infikovanych osob. Russo et
al. (2001) prokézali zvySené hladiny TNF-alfa v séru osob infikovanych
HP. U IL8, IL10 a IFN-gama nebylo prokdzdno zvySeni sérovych hladin
v zévislosti na infekci HP. Di Bonaventura et al. (2007) nezjistili elevaci
sérovych hladin IL1, IL6, IL8 a TNF-alfa u osob s infekci HP. S tim
souhlasi i vysledky ziskané autorem pfedklddané disertacni prace, kdy
byla pouZita RayBio Human Cytokine Antibody Array 3 k detekci
cytokinového profilu. Nebyly zjistény zddné vyznamné rozdily
v sérovych hladinich jednotlivych cytokini u osob s prokdzanou infekci
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HP a osob neinfikovanych, rovnéz nebyly nalezeny vyznamné rozdily pfi
porovnani skupin podle diagnoz.

V souvislosti s poskozenim Zalude¢ni sliznice, zvySenou
proliferaci a nddorovou transformaci Zalude¢niho epitelu byly popsany
rovnéz zmeény v expresi EGF, EGFR, TGF-beta (Stromberg et al., 2003)
souvisejici s infekei HP. Tyto cytokiny se vyznamné podili i pii
karcinogenezi v oblasti hlavy a krku (Rubin Grandis et al., 1998).
Aktivace EGFR autokrinni stimulaci vede ke zvySeni proliferace
nadorovych bunék, inhibici apoptdzy, zvyseni invazivity nddoru, aktivaci
angiogeneze, metastazovani a vzniku rezistence k radioterapii i
chemoterapii. Tumory se zvySenou expresi EGFR jsou spojeny s horsi
prognézou. (Kopp et al., 2003). V nddorovych buiikdch byly popsany
mutace signdlni drahy TGF-beta. Tyto mutace zplisobuji rezistenci
nadorovych bunék k inhibici ristu zprostiedkované TGF-beta a tim
umoZziuji nekontrolovanou proliferaci bunék. ZvySeni produkce TGF-
beta v nddorovych buiikdch zvySuje jejich proteolytickou aktivitu a tim
i jejich invazivitu (Alleva et al., 1995).

ZvySena exprese téchto molekul ve sliznici Zaludku vlivem
infekce HP byla popsana (Romero-Adrian et al., 2009). MoZnost, Ze by
zvySena Zalude¢ni produkce ovliviiovala i hladiny v séru a tim by mohla
ovlivitovat nddorové procesy systémové, nebyla dosud zkoumadna. Stejné
tak nebyla zkoumana lokdlni produkce cytokintl v oblasti orofaryngu,
kde byla prokdzana ptitomnost HP. Pfedklddana disertacni prace byla
zaméfena na detekci sérovych hladin EGF a TGF-beta 1, k zjisténi, zda
infekce HP miZe elevovat tyto hladiny systémové. Vysledky ukazuji, Ze
nedochdzi k statisticky vyznamnému zvySeni hladiny cirkulujicich
cytokini v porovndni osob HP pozitivnich a HP negativnich. Rovnéz
porovndni mezi jednotlivymi skupinami podle diagn6z neukézalo
vyznamné rozdily. Lze z toho usuzovat, Ze tyto cytokiny piisobi lokalné,
tedy parakrinn€ nebo autokrinné a nemaji systémovy uicinek. Dals{
vyzkum by se proto mél soustfedit na zjiSténi produkce t&chto molekul,
lokalné v tkdni orofaryngu v souvislosti s HP infekei.

Ve tkéni byla zjiStovéana exprese iNOS, eNOS a kaspazy 3.
Cilem bylo nalézt zmény v lokalizaci exprese téchto molekul v z4vislosti
na diagnéze. Pfi rozvoji nddorového bujeni se spolupodili dva vyznamné
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déje. Jednim z nich je nekontrolovany rast bunék, nasledovany
vystupfiovanou neoangiogenezi. tento proces je mediovan NO,
syntetizovanym NO syntdzami. Druhym procesem je zabrzdéni
programované smrti — apoptdzy. Vykonnym enzymem apoptdzy je
kaspaza 3. Tumory nemohou piesidhnout objem 1-2 mm’ bez tvorby
novych cév - neoangiogeneze. Musi proto produkovat angiogenni
rustové faktory. Angiogeneze potencovana NO hraje vyznamnou roli pfi
progresi rustu tumord a rozvoji uzlinovych metastiaz. NO je signalni
molekulou, produkovand NO syntdzami v endotelovych burikdch cév
zasobujicich tkan tumoru. MnoZstvi produkovanych NO synt4z ukazuje
intenzitu angiogeneze (Gallo et al., 1998). V predkladané disertacni praci
byla porovndvana exprese dvou NO syntaz (iNOS a eNOS)
morfologicky. Ve shodé s dosud publikovanymi pracemi, byla nalezena
vysoka intenzita angiogeneze u tonzilarnich karcinomt, kde byla
popséna silné exprese iNOS i eNOS v endotelovych buiikdch. Exprese
eNOS ve venuldch s vysokym endotelem v lamina propria u chronické
tonsilitidy naznacuje moZnou roli v regulaci cirkulace lymfocytt.

Inhibice apoptdzy je povaZovéna za jeden z hlavnich faktord
obrany nddorovych buné¢k pted imunitnim systémem organismu.
Kaspdza 3 je markerem apoptdzy (Earnshaw et al., 1999). Apoptdza byla
ozfejmena jen v ojedinélych buiikdch tonzildrntho karcinomu. U
chronické tonsilitidy byly apoptotické buriky nalezeny pfevazné ve
skupinach maturujicich B-lymfocyti. Jen ojedinélé apoptotické bunky
byly nalezeny ve zdravé tonsilarni tkdni.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze lokalizace exprese iNOS,
eNOS a kaspazy 3 se u karcinomu, chronického zanétu a zdravé
tonsilarni tkdni vyznamné liSi. Tento ndlez by mohl byt vyuZitelny jako
morfologicky marker slouZici k rozliSeni chronického zédnétu od
malignich procest.

V budoucnu bude vhodné zamétit pozornost na lokalni ptisobeni
HP v lymfatické tkani orofaryngu. Zmény v expresi n¢kterych cytokint
zpusobené HP, které byly popsdny v Zaludecni sliznici lze ptedpokladat
i v tkani orofaryngu. V pfipadé, Ze v orofaryngedlni tkdni mohou
prezivat i virulentni kmeny HP, Ize ocekavat translokaci toxini do bun¢k
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orofaryngu a naslednou cytokinovou odpovéd’ shodnou s odpovéedi
slizni¢nich bunék zaludku.

6. ZAVERY

bodu:

A.

Voev s

Bylo potvrzeno, Zze HP miiZe kolonizovat orofaryngealni
Iymfatickou tkan. Byla nalezena vysokd incidence
orofaryngedlni infekce HP nejen u karcinomd, ale
1u benignich onemocnéni orofaryngu. Mozny vliv HP pfi
rozvoji orofaryngedlni karcinogenezi se nepodafilo prokazat.

Genotypizace orofaryngedlnich kmenii prokdzala rozdily
oproti pfevazujicim kmentim nalézanym v Zaludku. Kmeny se
1i81 zejména niz§{ piitomnosti cagA genu. RovnéZ byly
pfevazné nalezeny kmeny HP nesouci alely vacA genu, které
jsou povaZovany za méné virulentni. Bylo prokazano, Ze
infekce HP miZe byt v orofaryngu pfitomnd nezavisle na
Zalude¢ni infekci.

Analyza cytokinové odpovédi v séru pacientll
s orofaryngedlni infekci HP neprokdzala vyznamné rozdily
v porovnani s pacienty HP negativnimi. Lze fici, Ze
orofaryngedlni infekce HP nezvysuje systémovou cytokinovou
odpovéd:.

Analyza exprese iNOS, eNOS a kaspazy 3 prokazala
rozdilnou tkanovou expresi téchto molekul pfi porovnani
ruznych diagnéz. Rozdily byly nejpatrnéjsi u eNOS
a kaspazy 3. V budoucnu by mohly tyto molekuly byt pouZity
jako marker k rozliSeni benignich a malignich onemocnénf pti
histopatologické diagnostice.
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