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SOUHRN

Chronicky zanét tonsil (chronické tonsilitis) a nosni sliznice (nosni polyposa) maji mnoho
spole¢nych rysii. Chronicky zdnét a nddorovd transformace jsou biologické procesy
kontrolované mnoha cytokiny, které hraji ilohu v bunécné signalizaci a regulaci bunécného
cyklu. Je také znamo, Ze chronicky zanét miiZe usnadiovat nddorovou transformaci.

Cilem této prace bylo zjistit potencidlni tlohu antimikrobidlnich peptidii (beta-defensind 1, 2,
3), eNOS (NO molekuly), VEGF, TGF-B, bunécné proliferace (marker Ki-67) a apoptosy
(cleaved caspase 3) na vyvoj nosni polyposy a chronické tonsilitis a zjistit vztahy mezi
chronickym zanétem a nddorovymi procesy v patrové tonsile.

Vzorky byly ziskdny od pacientli podstupujicich opera¢ni zdkrok z divodu deviace nosni
piepazky, SAS — sleep apnoe syndrom (zdravé kontroly), nosni polyposy, chronické tonsilitis
a karcinomu tonsily. Imunohistochemické postupy pro prikaz vsech studovanych molekul ¢i
antigennich determinant byly provadény na parafinovych i zmrazenych fezech.

Vysledky této prace lze shrnout tak, Ze HBD-1, 2, 3 byly intenzivné&ji syntetizovdny ve zdravé
nosni sliznici v porovndni se zdravymi patrovymi tonsilami. Nebyl potvrzen signifikantni
rozdil v jejich produkci v obou strukturdch s chronickym zanétem, a to v nosnich polypech
bez ptfitomnosti S. aureus a v chronicky zanétlivé tonsile. Velmi maly, pfipadné téméi zadny
vyskyt sledovanych defensini byl zjiStén v nosnich polypech s kultiva¢énim ndlezem S.
aureus. HBD-1 je soucasti pfirozené slizni¢ni imunity a jeho produkce neni stimulovdna v
reakci na infekci nebo nddorové bujeni. HBD-2 byl zjiStén ve velmi malych mnoZstvich v
tonsilach s karcinomem, a to v porovnani se zdravou a zanétlivou tkani. Vyskyt HBD-3 v
karcinomové tonsile byl nizsi v porovnani se zanétlivou situaci. Rozdil byl ve vyskytu HBD-
I, 2, 3 v karcinomové tkdni, s nejvétSim piiristkem HBD-3. HBD-3 byl nalezen také v
cytoplasmé endotelovych bunck vystelky malych vén v nosnich polypech, v tonsilarni tkéni
zdravé, zanétlivé 1 karcinomové.

Z vysledki mé prace vyplyvd, Ze maligni transformace muze byt usnadiiovdna sniZenou
lokélni slizni¢ni imunitou (omezend produkce beta-defensinil, zejména HBD-2), ale také
hypoxii, kdy dochdzi ke zvySené expresi VEGF, TGF-f3 a eNOS (zvySeni produkce molekuly
NO) a tim k ovlivnéni frekvence procesu apoptosy, bunécné proliferace, angiogenese, cévni

permeability a ovlivnéni bunécného cyklu.



SUMMARY

The chronic inflammation in tonsilar (chronic tonsilitis) and nasal (polyposis nasi) tissue has
quite a lot of similarities. The chronic inflammation and malignant transformation are
biological processes controlled by many cytokines taking part in the process of cell to cell
signaling and it is also known that chronic inflammation can be accepted as a factor
facilitating the conversion of malignant process.

The aim of this project was to follow and prove a potentional role of antimicrobial peptides,
eNOS, VEGF, TGF- and the level of cell proliferation (Ki-67 marker) and apoptosis
(cleaved caspase 3) in the development of nasal polyposis and chronic tonsillitis and to
determine the relationship between the inflammatory and malignant processes in tonsils.
Samples were obtained from patients with nasal septum deviation and SAS - sleep apnoe
syndrom (as healthy controls), nasal polyposis, chronic tonsillitis and oropharyngeal
carcinoma. Immunohistochemical procedures for detection of all studied substances and
antigen determinants were carried out on cryostat and paraffin sections.

Obtained results of this project can be summarized as followed: HBD-1, 2, 3 are synthetized
more intensively in the healthy nasal mucosa than in healthy palatine tonsils. During the
chronic inflammation (nasal polyps and chronic tonsillitis) the synthesis of these defensins
was approximately in the same levels. Interesting was the finding of very low, or nearly none
levels of all three studied beta-defensins in the nasal polyps with the positive cultivation for S.
aureus. The levels of HBD-1 are just about the same in healthy, inflamed and carcinoma
samples. HBD-2 was proven in very low amounts in the tonsilar carcinoma in comparison to
healthy and inflamed tonsils. The presence of HBD-3 in carcinoma samples was lower than its
amounts during chronic inflammation. In the tonsilar carcinoma were found all three studied
defensins but HBD-3 was in the highest levels. This defensin was also localized in the
endothelial cell cytoplasm of small veins in studied inflamed nasal and tonsilar samples as
well as in healthy and carcinomatous tonsil.

Summarizing it can be concluded that malign transformation can be facilitated by the
attenuation of the local mucosal immunity (the reduction in beta-defensins synthesis —
especially HBD-2) but also by hypoxia — the expression of some growth factors (VEGF, TGF-
B) and eNOS (elevation of the production of NO molecule) increases and it can induce the
processes such as apoptosis, cellular proliferation, angiogenesis, vascular permeability and

affection of the cell cycle.



1. UVOD

Pro hodnoceni nélezii v jednotlivych vzorcich je dileZité znét stavbu jak zdravych tkani, tak i
tkani patologickych (polyposis nasi, chronic tonsilitis, tonsilar carcinoma). Ve tkdnich
patologickych je vedle uspotadani bunécné slozky diilezité i sloZzeni a prostorové usporadani
mezibunéné hmoty. Proto byly, zejména u vzorkli nosnich polypl, kromé& piehlednych
barvicich metod pouZity také specidlni metody barveni k pritkazu jednotlivych komponent
extracelularni matrix. V jednotlivych typech patologii je histologické uspotfadani, které je
charakteristické pro danou patologii.

Proto byly v praci popsany tyto charakteristické rysy zdravych i jednotlivych patologickych
vzorkil. Zdrava nosni sliznice se sklddd z vicetadého cylindrického epitelu s fasinkami a
poharkovymi bunkami, pod kterym nachdzime vazivovou lamina propria mucosae. V ni se
nachdzeji seromucinosni Zlazky. Podle sloZeni a uspofdddni lamina propria mucosae
v polyposni tkani rozliSujeme nékolik typu polypt - edematosni typ s eosinofilni infiltraci,
Zlazovy typ, vazivovy typ a atypicky stromdlni polyp. Zmény ve stromatu zejména
edematosnich polypil byly prokazovéany specidlnimi barvicimi metodami (alcidnovd modf,
PAS reakce, orcein, Gomériho impregnace).

Ve zdravych patrovych tonsilich nachdzime vrstevnaty dlazdicovy epitel nerohovéjici
s malym poctem prostupujicich elementli lymfoidni fady, vazivové stroma pod epitelem a
lymfaticky kompartment. V pribehu chronického zanétu se epitel méni na rozvldknény (vetsi
mnozstvi penetrujicich bun¢k lymfoidni tady), dochdzi ke zmnoZeni lymfatické slozky,
kdezto v tonsile s diagnostikovanym karcinomem nachdzime bujeni epitelovych struktur se
pozménénym prostorovym uspofdddnim a tvorbou tzv. ,.karcinomovych perel* jako projevu
parakeratinisace. Soucasné dochdzi k utlacovéni a redukci lymfatického podilu tonsily, jednak
proliferujicimi epitelovymi bunikami, jednak zmnoZujicim se vazivem s cévami.

Je zndmo, Ze na slizni¢nich povrsich se uplatiiuji rizné mechanismy, které poméhaji zabranit
priniku infekce do organismu. VSechny tyto mechanismy jsou soucdsti slizni¢ni imunity.
Patii mezi né¢ mukocilidrni clearence ve sliznici dychacich cest, stejné jako produkce riznych
antimikrobidlnich latek (maji povahu proteinti) na povrch sliznice. Mezi tyto antimikrobidlni
peptidy (AMP) patii lysozym, laktoferin, sekre¢ni leukoperoxidasovy inhibitor i defensiny.
Obecnym mechanismem ucinku je poruSeni integrity stény bakteridlnich bun€k (rozeznavaji

odliSné uspotadani stény bakterii a membrany eukaryotickych buné€k) a tim smrt dané buniky.



Beta-defensiny tvofi dlleZitou skupinu téchto antimikrobidlnich peptidi, které se uplatiuji
mimo jiné 1 na povrchu sliznic dychacich cest i tonsil.

K ozfejméni a doplnéni situace ve tkdnich a orgdnech zdravych i patologickych (zanétlivych a
nadorovych), byly sledovany jesté dalsi latky a déje jako jsou ristové faktory (VEGF, TGF-
B), enzymu (eNOS), drovenn bunécné proliferace (Ki-67) a apoptosy (cleaved caspase3). Oba
sledované ristové faktory, stejn¢ jako eNOS ovliviiuji bunécnou signalizaci a tim i bunécny
cyklus, coZ ma za nésledek mimo jiné i zmény v trovni proliferace a apoptosy riznych typta

bunék.

2. HYPOTESY A CILE

Cilem tohoto projektu bylo ukazat vyskyt nebo absenci tii typil beta-defensinti (HBD-1, 2, 3),
jakoZto antimikrobidlnich peptidii pfitomnych na povrchu sliznic, a tim se pokusit zhodnotit
uroven lokélni slizni¢ni imunity a jeji tlohu pfi vzniku chronického zanétu ve sliznici nosni a
tonsilarni.

Dal$im dkolem bylo zjistit vztah a tilohu beta defensinti, nékterych rastovych faktorti (VEGF,
TGF-B) a enzymu eNOS na proliferaci a apoptosu bun¢k a tim i na moZnou nadorovou

transformaci v terénu zdravé a chronicky zanétlivé tonsily.

3. MATERIAL A METODY

Materiél byl odebirdn v pribéhu operacnich vykonu v celkové anestezii od pacientti s deviaci
nosni piepazky (zdrava nosni sliznice) a se syndromem SAS — sleep apnoe syndrom (zdrava
tonsila), s nosnimi polypy, chronickou tonsilitis a s karcinomem tonsily. Pacienti s nosnimi
polypy byly rozdéleni na skupinu s pozitivnim kultivaénim ndlezem Staphylococcus aureus a
bez né¢j. Odebrané tkan¢ byly bud’ zmrazovany tekutym dusikem nebo zality do parafinu.
Trojstupniovd imunohistochemickd metoda s kienovou peroxidasou byla pouzivédna k prikazu
pritomnosti jednotlivych molekul v danych tkanich. Pro zjisStovani zmén ve stromatu nosnich
polypt byly pouzity nékteré specidlni barvici metody — alcidnovd modf, PAS reakce, prikaz

elastickych vldken (orcein) a Gémoriho impregnace.



4. VYSLEDKY

4.1 Lidsky beta defensin 1

Tento defensin byl detekovéan ve vSech studovanych tkdnich. Nejvice byl zastizen ve zdravé
nosni sliznici, pravidelné¢ byl nalézan také ve zdravé tonsilarni tkéni. V zanétlivych tkanich
byl zjistovan pouze nepravidelné¢ na rozdil od karcinomu, kde se vyskytoval pravidelné

zejména v keratinovych perlach.

4.2 Lidsky beta defensin 2

Zatimco ve zdravé nosni sliznici byl HBD-2 detekovén pravidelné a v relativné vysokych
mnozstvich, ve zdravych tonsilach se vyskytoval pouze v nékterych vzorcich. V zanétlivych
vzorcich byl tento defensin piitomen pravidelné¢ ve vysokych hladinich na rozdil od

karcinomu, kde tento defensin nebyl prakticky viibec piitomen.

4.3 Lidsky beta defensin 3

HBD-3 byl zjistén ve vSech sledovanych tkanich, vysoké koncentrace reakéniho produktu
byly zjistovany jak u zdravych tak u zanétlivych organti. V pribéhu karcinomovych zmén
byla jeho ptfitomnost nizsi. Zajimavy byl ndlez tohoto defensinu v cytoplasmé endotelovych

bunék vystelky malych vén ve vSech sledovanych vzorcich kromé zdravé nosni sliznice.

VSechny sledované defensiny (HBD-1, 2, 3) byly prokazany ve velmi nizkych aZ mizivych

mnozstvich ve sliznici nosnich polypt s kultiva¢né prokdzanym S. aureus.

4.4 Endotelova NO syntasa

eNOS byla nalezena ve vSech sledovanych tkédnich a organech, jeji vyskyt se 1iSil mnoZzstvim

a lokalizaci.

4.5 Prolifera¢ni marker Ki-67
Nejvice proliferujicich bunék bylo zjisténo béhem chronického zanétu jak nosni sliznice, tak i

tonsil a v karcinomem postiZené tonsile.



Apoptoticky marker cleaved caspase 3
Apoptosa neni piili§ Casty d&j v zadné ze sledovanych struktur. Nejcastéji byla apoptoticka
téliska nalézdna v keratinovych perlach tonsilarniho karcinomu. V ostatnich sledovanych

vzorcich byla nachdzena pozitivita prikazu cleaved caspase 3 jen ojedinéle.

4.6 Vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor
Tento rastovy faktor byl nalézan ve vSech sledovanych vzorcich v cytoplasmé endotelovych
bunék zejména malych vén, ve zdravé i zanétlivé nosni sliznici byl detekovan v sekre€nich i

vyvodnych slozkéch Zlaz.

4.7 Transforming growth factor beta

V nosni sliznici zdravé i polyposni byl zjistén tento rastovy faktor jak v epitelu povrchovém,
tak i Zlazovém. Zajimavé lokalizace TGF-3 byly prokdzany v patrovych tonsildch. Zatimco ve
zdravé tonsile byla pfi povrchu stratum spinosum lokalizace tohoto cytokinu intraceluldrni a
ve hlubSich partiich stratum spinosum interceluldrni, v pribéhu karcinomovych zmén byl
TGF-B prokazan v obou zminénych oblastech epitelu intracelularné. V zanétlivych tonsilach

byla jeho pfitomnost prokazana pouze pti povrchu stratum spinosum epitelu.

4.8 Kbvantifikace vysledki

EPITEL| NoSNI | PoLYpbez | PoLYPse | TONSLA | ghronicy | TONSILA
SLIZNICE | S.aureus | S.aureus zanét
HBD-1 - + +- + + ++
HBD-2 - ++ +- +- +++ +-
HBD-3 +++ ++ +- + +++ ++
eNOS - ++ - +++ +++
VEGF - + ++ +++
TGF-B + ++ ++ + +++
Ki-67 - ++ +- ++ ++
caspase - +- - - +




FLAZKY| ‘NOSNI | POLYP bez | POLYPse | TONSIA | ghroric | TONSILA
SLIZNICE | S.aureus | S.aureus zanét
HBD-1 ++ + +- / / /
HBD-2 | +++ - +- / / /
HBD-3 | +++ ++ +- / / /
eNOS ++ - / / /
VEGF ++ +++ / / /
TGF-B ++ + / / /
Ki-67 +- - / / /
caspase - - / / /
STROMA| NOSNI | POLYPbez | POLYPse | TONSILA | dorig | TONSILA
SLIZNICE | S.aureus | S.aureus zanét
HBD-1 - - - + - -
HBD-2 - - - + -+ +-
HBD-3 ++ + - + ++ -
eNOS +++ ++ ++ ++ +
VEGF - +++ - - +-
TGF-B + + ++ +
Ki-67 - +- +++ | +++
caspase - o - o o
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ENDOTEL Zﬁgé?«'? PgEYSI:l Ise PoNL?rlstl;ez TS d’::\',';A grf:gr?ulclz_lg Igrt'i'(';ﬁ
SLIZNICE | S.aureus | S.aureus zanét

HBD-1 - - - - - -
HBD-2 - - - - - -
HBD-3 - ++ - ++ ++ ++
eNOS +++ +++ +++ +++ +
VEGF +++ +++ ++ ++ ++
TGF-B - - + - +
Ki-67 - +- - - -
caspase - - - - -

5. DISKUSE

Okolni prostfedi obsahuje mnoho patogent, které predstavuji nebezpeci infekce.

Nejjednodussi cesta, kterou patogenni mikroorganismy mohou vstoupit do organismu je
systém dychaci a horni ¢ast trdviciho systému — dutina dstni a orofarynx vcetné tonsil.
Potencidlni patogeny jsou piitomny ve vdechovaném vzduchu i v polykané potravé. Proto je
velmi dulezité, Ze existuje celd fada mechanismu chranicich organismus proti infekci. K t€émto
obranym mechanismim patfi neporusend integrita povrchového epitelu, buiiky imunitniho
systému ve sliznici, mukocilidrni apardt a antimikrobidlni latky v povrchové tekutiné
dychacich cest a na povrchu epitelu horni Casti trdviciho systému. V hornich cestich
dychacich se nalézd piimo ve sliznici mnoho lymfatické tkdng. V této souvislosti je nutno
zminit nasofaryngedlni a faryngedlni tonsilu, lingudlni tonsilu a tonsily patrové — jsou to
nakupeniny lymfatické slozky, fazené do tzv. Waldayerova lymfatického kruhu. Pokud jeden
nebo vice obrannych mechanismu selze, je vstup patogennich mikroorganismii do organismu
usnadnén (Hellings P et al., 2000).

Jako zéstupce sliznice hornich cest dychacich je zde vybrana sliznice dutiny nosni. Tkéan
patrové tonsily byla vybrdna pro svou lokalizaci v orofaryngu — tzn. v kiizeni cest dychacich a
polykacich. Chronicky zanét tonsil a nosni sliznice ma mnoho spoleénych mechanismu.
Prestoze je tonsila lymfaticky orgdn s mnoha pfitomnymi bunkami imunitniho systému,

miZeme mnoho téchto bunck nalézt i ve sliznici nosni. Polyposis nasi je piikladem

11



chronického zanctu nosni sliznice. Je to relativné Casté onemocnéni spojené s poruchami
imunitni odpovédi organismu. Jsou zndmy nckteré etiopatologické faktory mezi které patii
napi. asthma bronchiale, chronicka rhinitis nebo chronickd sinusitis. V histologickém obrazu
nosni polyposy dominuje “jelly-like” mezibunéénd hmota se zdanétlivou infiltraci
mononukledrt, eosinofili, plazmatickych a Zirnych bunék, jindy pievaha seromucinosnich
7lazek na dkor stromatu. V tonsilarnich vzorcich, ziskanych od pacienti s chronickou
tonsilitidou, dominuje, diky ¢etnym migrujicim lymfocytim, zna¢né rozvlaknény povrchovy
epitel. V karcinomatosni tonsile pak pfevladaji zna¢né zmnozené buiky vSech vrstev
dlaZzdicového epitelu, az po tvorbu keratinovych perel z bunék termindlné postizenych
parakeratinisaci. DalS§im kriteriem je tbytek lymfatické slozky na tkor tkdné epitelové a
vazivové (fibrosa). Je také zndmo, Ze chronicky zanét miZe zvysSenou proliferaci bunck
usnadiiovat vznik maligni transformace. Piesny mechanismus maligni transformace v
zanétlivé tkani neni zatim plné objasnén. Predpoklada se souvislost vystupniované proliferace
bunék s vySSim rizikem mutaci v genomu a tim i nddorové transformace.

Jednim typem antimikrobidlnich substanci, které pomdhaji chrdnit povrch sliznice pied
infekci jsou defensiny. Tyto latky funguji jako endogenni antibiotika. Jsou aktivni proti
bakteriim, virim i plisnim (Lee SH et al., 2002). Defensiny miZeme najit na kiiZi i na sliznici
ruznych organti véetné sliznice nosni a tonsilarni. Jsou zahrnuty k mechanismim piirozené
slizni¢ni imunity.

Z literarnich udajt vyplyva, ze HBD-1 je produkovan konstitutivné ve zdravych tkéanich, a Ze
jeho syntesa neni zvySovdna patogeny. Tento defensin je zahrnovan do pfirozené imunitni
odpovédi organismu (Po-Hsu Ch and Sheen-Yie F, 2004, Kliiver E et al., 2006, Dunsche A et
al., 2001, Carothers DG et al., 2001). Néktefi autofi referuji o tom, Ze se produkce HBD-1 u
ruznych typi tkani a riznych patologii nelisi (Lee SH et al., 2002). Na druhé strané jsou vSak
publikovana data, kterd uddvaji nizsi hladiny tohoto defensinu v tonsildch u pacientli s
diagnosou rekurentni akutni tonsilitidy (Ball SL et al., 2007).

Dle naSich vysledki se HBD-1 vyskytuje jak ve zdravych, tak i v zdnétlivé zménénych
oblastech. Zatimco v ptipad¢ vzorkl ze zdravych organt byl prokdzan vyssi vyskyt HBD-1
v nosni sliznici oproti tonsildm, v piipad¢ piitomného zanétu je mnozstvi tohoto defensinu
niz$i nez v kontrolni zdravé skuping, ale mnozstvi piitomného HBD-1 v téchto dvou
lokalitich se neliS§i. Ve vzorcich ziskanych od pacientl s diagnostikovanym karcinomem
orofaryngu byl tento defensin nalézdn zejména oblastech keratinovych perel, a to v relativné

vysokych mnozstvich.
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Co se tyce HBD-2, literarni udaje se shoduji v tom, Ze v zanétlivé nosni sliznici je tento
defensin ptfitomen ve vysSich mnozstvich nez ve sliznici zdravé (Lee SH et al., 2002, Po-Hsu
Ch and Sheen-Yie F, 2004). To se nedd fici o tonsilach, kde se autofi ve svych vysledcich
rozchéazeji. Nekteti udavaji stejné mnozstvi HBD-2 ve zdravych i zanétlivych tonsilach, jini
uddavaji vyssi vyskyt HBD-2 béhem chronického zanétu tonsil (Claeys S et al., 2003, Weise
JB et al., 2002). Vysoké hladiny tohoto defensinu jsme v naSich vzorcich zjistili jak ve zdravé,
tak 1zdanétlivé nosni sliznici. Jeho piitomnost se liSila zejména lokalizaci vyskytu. Velmi
zajimavym nalezem, ktery je v rozporu s udaji z literatury, je skutecnost, ze vyskyt HBD-2 ve
vzorcich s karcinomem byl jen ve velmi malych trovnich. Reference uddvaji zvySené hladiny
HBD-2 béhem této patologie (Mizukawa N et al., 2000, Sawaki K et al., 2002, Yoshimoto T
et al., 2003). HBD-3, podobn¢ jako HBD-2 byl prokédzan jak ve zdravych tak v patologickych
lokalizacich (Claeys S et al., 2003). Nase vysledky ukézaly, Ze jeho vyskyt byl v téchto dvou
skupindch vzorkil vyrovnanéjsi nez v ptipadé HBD-2. Bylo prokdzdno pouze mirné zvyseni
v pribéhu zanétu. Velmi zajimavym zjisténim byl ndlez HBD-3 v cytoplasm¢ endotelovych
buné¢k ve vSech typech vzorkl, kromé zdravé nosni sliznice.

Za velmi zavazny nélez povazuji minimdalni vyskyt HBD-1, 2 i 3 ve sliznici nosni s kultiva¢né
prokdzanym S. aureus. I kdyZ byl mnoha autory prokazan bakteriostaticky (Claeys S et al.,
2003) nebo dokonce baktericidni (Po-Hsu Ch and Sheen-Yie F, 2004) uc¢inek beta defensini
na S. aureus, jejich minimalni vyskyt u bacilonosic¢li S. aureus velmi omezuje moznost jejich
pusobeni nebo naopak je disledkem této invaze.

Typickd lokalizace reakéniho produktu detekce eNOS, potvrzujici konstitutivni pfitomnost
této syntasy, a potvrzujici jeji aktivitu, byla v cytoplasm¢ endotelovych bunék kapilar a
malych cév ve vSech typech vySetfovanych vzorki. Jeji vyskyt v riznych strukturach (epitel,
zlazky, stroma) jednotlivych nosnich sliznic a tonsil se 1iSil v zavislosti na pfitomné patologii.
Ze zjisténych vysledka vyplyva, Ze se na zvySeni exprese eNOS miiZe podilet hypoxie nebo
sniZeni lokdlni slizni¢ni imunity. eNOS se svym produktem (signdlni molekula NO) podili na
angiogenesi, vaskulogenesi, apoptose a proliferaci, invazivité, regulaci bunécného cyklu i
ovlivnéni (zvySeni) cévni permeability (Blais V and Rivest S, 2001). Tyto d&je jsou
vystupiiovany v pribéhu zanétu i nddorového zvratu, kdy byla zjisténa vyssi exprese eNOS.
Nase vysledky ukazuji, Ze v nejvySsim mnozZstvi byla tato syntasa potvrzena u karcinomu
tonsily, kde je nejvice zastoupena v oblasti karcinomovych perel a pravdépodobné hraje roli v
procesech programované bunécné smrti (apoptosy) a proliferace, jak jiz publikovali 1 jini
autofi (Fukumura D et al., 2006, Lancaster JR Jr. and Xie K, 2006, Li CQ and Wogan GN,
2005).
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Co se tyka apoptosy (marker cleaved caspase 3), zjistili jsme, Ze tento proces neni ¢asty ani

v nosni sliznici, ani v tonsildch. Nejvice byla apoptosa zastoupena v zarodecnych centrech
lymfatickych folikuld v tonsildch s chronickym zdnétem a v centru keratinovych perel, ale i
tak bylo jejich mnoZstvi velmi nizké.

Na druhé stran¢ mnoho proliferujicich bunék (marker Ki-67) bylo nalezeno jak v epitelu, tak
ve stromatu, endotelovych bunikdch i basdlnich partiich epitelu nosnich polypl proti zdravé
nosni sliznici. Tyto ndlezy mohou sv&dcit pro vystupfiovanou angiogenesu v této lokalizaci.
Cetné proliferujici buniky byly pravidelné nalézany v zdrodeénych centrech lymfatickych
folikulit béhem chronického zanétu tonsil. Velmi ptekvapujici byl ndlez velmi malého
mnozstvi proliferujicich bun¢k v zdrodecnych centrech lymfatickych folikulll ve vzorcich
tonsildrniho karcinomu.

Soucasti prace bylo také zjisStovani vyskytu dvou rustovych faktort — VEGF a TGF-f. VEGF je
zndm jako vyznamny mitogen pro endotelové buiiky, Casto také hraje roli v usnadiiovani cévni
permeability (Joory KD et al., 2006, Leung DW et al., 1989, Unemori EN et al., 1992). Ve
zdravych tkdnich jsem VEGF nachdzela zejména v cytoplasmé& endotelovych bunék a v
povrchovém epitelu, ale vyrazné¢ vyssi vyskyt VEGF byl prokdzan v zanétlivych tkénich i
karcinomatosnich tonsildch. VEGF spolu s eNOS a jejim produktem NO jsou dulezité pro
potenciaci rastu cév (endotelova lokalizace) z diivodu lokdlni tkanové hypoxie (exprese VEGF a
eNOS v povrchovém epitelu zejména v tumorosnich tkdnich) a sou€asné pro rozvoj stromélniho
edému a pro metastatické procesy i zvySeni permeability cév (Joory KD et al., 2006, Leung DW
et al., 1989, Unemori EN et al., 1992, Jiang S et al., 2003). Tyto vysledky ukazuji, Ze exprese
VEGEF a eNOS byla spojena se zndmkami intensivnich angiogenetickych procest a Ze exprese
téchto faktorii miZe byt pti¢inou odlisné stavby pojivové tkan¢ stromatu.

Nékteii autoii uvadéji, Zze TGF-B je nejucinngj$Sim rhastovym inhibitorem pro epitelové,
endotelové bunky a fibroblasty (Myoken Y et al., 1990, Roberts AB et al., 1980). PiestoZe se
udava, Zze TGF-B inhibuje rust endotelovych bunék, bylo prokdzano, Ze za urcitych podminek
(hypoxie, lokdlni oslabeni imunity) muze mit uclinek paradoxné opacny - podporuje
angiogenesu. N¢ktefi autofi uvadéji, Ze nadprodukce TGF-f nddorovymi bunikkami piispiva k
vaskularisaci de novo a tim miiZe podporovat rist nddoru (Logullo AF et al., 2003). Moje
vysledky ukdzaly piitomnost tohoto ristového faktoru v normédlnich tkanich zejména v
povrchovém epitelu. Velmi zajimavé bylo zjisténi, Ze ve zdravé tonsile byl TGF-f zjistén
v povrchnéjSich vrstvach stratum spinosum, kde pfipomind charakter buné€k stratum granulosum
povrchového epitelu a je lokalisovan intraceluldrné, zatimco v hlubSich vrstvach stratum

spinosum byl TGF-B nalezen intercelularné. Ptedpokldadim, Ze TGF-B je produkovéan
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povrchové€jsimi buitkami stratum spinosum, je uvolfiovan z bun€k a transportovan do hlubsich
vrstev stratum spinosum, kde hraje roli v bunéné diferenciaci. To je pravdépodobné
fyziologicky proces. Na druhé stran¢ lokalizace TGF-f v zdrode¢nych centrech lymfatickych
folikulii pouze beéhem chronického zanétu tonsil napovidd, Ze tento faktor muze plsobit i jako
mitogen na lymfocyty (lymfoblasty), ale pouze za patologickych podminek. Béhem nadorovych
procestt miZzeme zjistit vyraznou mitotickou aktivitu v epitelu tonsil. Tato vyraznd mitogenni
aktivita v pfipadé lokdlniho oslabeni imunity a moZna i lokdlni hypoxie v pribéhu nddorového
procesu, je velmi pravdépodobné potencovana TGF-B. Velmi zajimavy je i rozdil v lokalizaci
TGF-B ve zdravé tkani v porovnani s tkani karcinomovou. Ve zdravé tonsile byl tento ristovy
faktor nalezen ve stratum spinosum extracelularné na rozdil od tonsily s karcinomem, kde byl

v celém rozsahu stratum spinosum TGF-f3 uloZen intracelularné.

6. ZAVERY

Sumarné lze konstatovat, ze HBD-1, 2, 3 byly intenzivnéji syntetizovany ve zdravé nosni
sliznici v porovnani se zdravymi patrovymi tonsilamy. Nebyl potvrzen signifikantni rozdil
v produkci HBD-1, 2, 3 v nosnich polypech bez pfitomnosti S. aureus a v chronicky zanétlivé
tonsile. Velmi maly, ¢i témét Zadny vyskyt HBD-1, 2, 3 byl zjistén v nosnich polypech s
kultivacnim ndlezem S. aureus. HBD-1 je soucdsti pfirozené sliznicni imunity a jeho
produkce se nezvysuje v reakci na infekci nebo nadorové bujeni. HBD-2 byl zjiStén ve velmi
malych mnozZstvich v tonsildch s karcinomem v porovnani se zdravou a zanétlivou tkani.
Vyskyt HBD-3 v karcinomové tkani byl niZ$i v porovnani se zanétlivou tkani. Rozdil byl ve
vyskytu HBD-1, 2, 3 v karcinomové tkéni, kde byla zjiSténa nejvyssi exprese HBD-3. HBD-3
byl nalezen také v cytoplasmé endotelovych bun€k vystelky malych vén v nosnich polypech,
v tonsile zdravé, zanéctlivé i1 karcinomové.

Z vysledkli moji prace vyplyvd, Ze maligni transformace muze byt usnadiiovdna sniZenou
lokdlni slizni¢ni imunitou (omezend produkce beta-defensinl, zejména HBD-2), ale také
hypoxii, kdy dochdzi ke zvySené expresi VEGF, TGF-f3 a eNOS (zvySeni produkce molekuly
NO) a tim k ovlivnéni procesu apoptosy, bun&fné proliferace, angiogenese, cévni

permeability a ovlivnéni bunécného cyklu.
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