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SOUHRN

Chronicky zanét tonsil (chronicka tonsilitis) a nosni sliznice (nosni polyposa) maji
mnoho spolecnych ryst. Chronicky zdnét a nddorova transformace jsou biologické
procesy kontrolované mnoha cytokiny, které hraji dlohu v bunécné signalizaci a
regulaci bunécného cyklu. Je také zndmo, Ze chronicky zdnét miZe usnadiovat
nadorovou transformaci.

Cilem této prace bylo zjistit potencidlni dlohu antimikrobidlnich peptida (beta-
defensinit 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 pacienti podstupujicich operacni zdkrok z divodu deviace
nosni prepdzky, SAS — sleep apnoe syndrom (zdravé kontroly), nosni polyposy,
chronické tonsilitis a karcinomu tonsily. Imunohistochemické postupy pro prukaz
vSech studovanych molekul ¢i antigennich determinant byly provddény na
parafinovych i zmrazenych fezech.

Vysledky této prace lze shrnout tak, Ze HBD-1, 2, 3 byly intenzivné&ji syntetizovany
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 defensina byl zjistén
v nosnich polypech s kultivaénim nalezem S. aureus. HBD-1 je soucasti pfirozené
slizniéni 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 nizZ§i v porovnani se zdnétlivou situaci. Rozdil byl ve
vyskytu HBD-1, 2, 3 v karcinomové tkdni, s nejvétSim piirtistkem HBD-3. HBD-3
byl nalezen také v cytoplasmé endotelovych bunék vystelky malych vén v nosnich
polypech, v tonsilarni tkani zdravé, zanétlivé i karcinomové.

Z vysledki mé prace vyplyvd, Ze maligni transformace muiZze byt usnadiiovdna
snizenou lokdlni slizni¢ni imunitou (omezend produkce beta-defensind, zejména

HBD-2), ale také hypoxii, kdy dochazi ke zvysené expresi VEGF, TGF- a eNOS



(zvySeni produkce molekuly NO) a tim k ovlivnéni frekvence procesu apoptosy,

bunécné proliferace, angiogenese, cévni permeability a ovlivnéni bunééného 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-pB) 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.
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SEZNAM ZKRATEK

ABC avidin biotin complex

ACTH adrenocorticotropic hormone

AMP antimikrobidlni peptidy

AP anionické antimikrobidlni peptidy

ATP adenosintrifosfat

Bcl-2 gen B-cell leukemia gene

bFGF basic fibroblast growth factor

CCR6 C-C chemokine receptor type 6

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CMV cytomegalovirus

DAB Diaminobenzidine

DNA deoxyribonuclear acide (deoxyribonukleova kyselina)
DNES diseminovany neuroendokrinni systém
EGF epidermal growth factor

eNOS endothelial nitric oxide synthase

FPRL-1 Formyl peptide receptor-like 1

G+ Gramm positivni

G- Gramm negativni

GAG Glykosaminoglykany

HBD-1,2,3 human beta defensin 1, 2, 3

HIF-1 Hypoxia Inducible Factor 1

HIV human imunodeficiency virus

HNP human neutrophil peptides (alfa defensiny)
ICAM-1 intercellular adhesion molecule

IL interleukin

INF-y interferon gama

iNOS inducible nitric oxide synthase

Ki-67 proliferacni marker (protilatka proti proteinim piipravend v Kielu

s positivitou v jamce 67)
LPS Lipopolysacharid

MALT mucosa associated lymphatic tissue
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mM
NK
NO
PAS
PAF
PBS
PDGF
PFA
PGE2
SAS
SLPI
TGF-B
TNF-o
TRIS
TSH
uv
VEGF/VPF

milimol

nature killer

nitric oxide (oxid dusnaty)
periodic acid Schiff

platelet activator factor

phosphate buffer base-saline
platelet-derived growth factor
parafolmaldehyd

prostaglandin E2

sleep apnoe syndrom

sekre¢ni leukoperoxiddazovy inhibitor
transforming growth factor beta
tumor necrosis factor alfa
tris(hydroxymethyl)aminomethane
thyroid-stimulating hormone

ultraviolet

vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor
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1. UVOD

Dychaci cesty se sklddaji znosni dutiny, nosohltanu, hrtanu, trachey, bronchd,
bronchiolil a termindlnich bronchiold. Tyto dychaci cesty dédle pokracuji do
respira¢niho oddilu plic, predstavovaného systémem respira¢nich bronchioli, ductus
et sacus alveolares a alveoly.

Dychaci cesty slouZi k transportu vzduchu do respiracniho oddilu a zpét, pficemz je

v nich vdechovany vzduch upravovan po strance vlhkosti a teploty.

1.1 Histologicka stavba zdravych tkani

1.1.1 Sliznice dychacich cest

Sliznice dychacich cest se sklddd ze dvou vrstev — lamina epithelialis a lamina
propria mucosae.

Lamina epithelialis je az na né€kolik vyjimek tvoifena typickou vystelkou dychacich
cest — epitelem vicetadym cylindrickym s fasinkami a poharkovymi bunkami. Tento
epitel obsahuje 5 typl bunck. Nejvétsi podil maji buniky fasinkové — ty postupné
ubyvaji, ale vyskytuji se aZ po termindlni bronchioly. Rasinkové buiiky maji velmi
dtlezitou ulohu — fasinky jsou zanofeny do sekretu, se kterym tvoii funkéni celek.
Pohybem fasinek je tato tekutina se zachycenymi necistotami vcetné¢ patogenti
posunovana smérem do orofaryngu, coZ brani hromadéni hlenu s cizorodymi
casticemi v dychacich cestich. Pohdrkové bunky ptedstavuji sekrecni slozku v
epitelu. V jejich supranukledrni cytoplasmé se tvoii, hromadi a splyvaji mucinosni
granula. Jsou odpovédné za produkci povrchové znacné gelifikované a zéaroven
lepivé mucinosni vrstvy na povrchovém filmu sekretu dychacich cest. Kartacové
buiiky jsou cylindrické buiiky s Cetnymi, pravidelné usporddanymi mikroklky. Na
bazalnim pdlu kontaktuji aferentni nervova zakonceni — funguji jako specializované
receptory. Malé granuldrni bunky leZici pii lamina basalis obsahuji v cytoplasmé

¢etnd osmiofilni granula. Predstavuji soucast diseminovaného neuroendokrinniho
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systému (DNES). Bazdlni buiiky jsou malé pyramidové buniky, které lezi na lamina
basalis a nedosahuji apikdlniho povrchu epitelu. Jsou to germinativni buniky, které se

diferencuji v jiné bun&cné typy.

Goblet Ciliated
cell cell

Schema 1: Vicerady cylindricky epitel s rasinkami a pohdrkovymi bunkami — typy

bunek

Na stropu dutiny nosni, na horni ploSe horni skofepy a na horni ¢4sti septa nachdzime
specializovany smyslovy epitel — Cichovy.

Epitel vicefady cylindricky sftasinkami a poharkovymi bunkami respektuje
zmenSujici se primér dychacich cest tak, Ze se zmenSuje jeho celkovd vyska,
klesda pocet tad jader tak, az zn¢j nakonec resultuje typicky jednovrstevny
cylindricky az kubicky epitel termindlnich bronchiolii. Postupné klesa také Cetnost
poharkovych bunék, které jsou nahrazovany bunkami Clarovymi (termindlni
bronchioly).

V mistech dychacich cest, kde dochdzi k vyznamné&j§imu mechanickému drdzdéni

vystelky (vestibulum nasi, nosohltan, orofarynx, epiglottis, hlasové vazy, ba i mista
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bifurkaci) je bé&Zzny epitel dychacich cest nahrazovan epitelem vrstevnatym
dlazdicovym nerohovéjicim.

Lamina propria mucosae je tvofena fidkym kolagennim vazivem, ve kterém se
nachdzeji seromucinosni Zlazky (produkuji fidsi, spodni vrstvu povrchové tekutiny
dychacich cest), nervy a bohaté cévni zdsobeni ve formé komplikovanych Zilnich a
kapildrnich pleteni (dileZité pro nosni cyklus a ohfivani vdechovaného vzduchu).

Smérem od nosni dutiny k plicim pfibyva v lamina propria mucosae elastickych

vldken a také se tu objevuji buniky hladké svaloviny (Janqueira LC, 1992).

Obr. 1: Dolni skorepa nosni — zdravd sliznice. Vicerady cylindricky epitel
s rasinkami a pohdrkovymi bunkami. Lamina propria mucosae, tvorend ridkym
kolagennim vazivem ve kterém jsou pritomny seromucinosni Zldzky. Hematoxylin-

eosin. Obj. 40x.

Povrchova tekutina dychacich cest se skldda ze dvou vrstev. Z vazké povrchni vrstvy
mucinosni a fid$i pericilidrni tekutiny. Povrchovd, znacné gelifikovand vrstva
obsahuje vysokomolekuldrni glykosylované molekuly mukopolysacharidi, tvofici

spletitou prostorovou sit. Ta se uplatituje pfi vychytavani vdechnutych cizorodych
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castic. Periciliarni tekutina vypliiuje prostor mezi apikdlnim povrchem epitelovych
bunék a mucinosni vrstvou povrchového povlaku dychacich cest. V pericilidrni
tekutiné se nachdzeji tfasinky epitelovych bunék. Tato vrstva je rozhodujici pro
plynuly pohyb povrchového sekretu v zavislosti na sméru ,biti* fasinek. Svou
konsistenci totiZ umoziuje posun hlenu v rychlé fazi pohybu tasinek (frekvence cca
8 — 15Hz), kdeZto v jejich zpétné relaxacni fazi se fasinky staci ze sekretu jakoby
vyvléknout. Tak chrdni zaroven povrch epitelovych bunék pied povrchovou
mucinosni vrstvou, kontaminovanou piipadnymi produkty rozpustné komponenty
cizorodych Castic.

Mukociliarni clearence zahrnuje transport mucinosni vrstvy i vrstvy pericilidrni
tekutiny pohybem fasinek od nejmenSich dychacich cest smérem k laryngu.
Zajimavou sloZzkou mukocilidrni clearence je vertikdlni pohyb struktur uvniti
mucinosni vrstvy. Tyto vertikdlni turbulence zajistuji vtazeni cizorodych Céstic
z povrchu do vlastni mucinosni vrstvy a tim jejich G¢inngjsi transport z dychacich
cest. Vyzkumy ukdzaly, Ze pohyb mucinosni vrstvy vyvoldva tfeni mucinosni a
periciliarni vrstvy o sebe a tento mechanismus zajiStuje pohyb periciliarni tekutiny
s rozptylenymi hydrofilnimi cizorodymi ldtkami smérem z dychacich cest (Knowles

MR and Boucher RC, 2002).

Mucociliary transport Miiciis
st Wi @ = 0w SEPTTD e al pALOMS iayer
- - i : - 4 _ Periciliary
Q17775 < O Vi S N7 watery layer
. RIS o iea? o ” :
ﬁ' 23 .'T 4 /‘\\ o, E. ? 7l t $) = ——— Ciliated airway
A TIPSO AR TV (T ¢ epithelical cell
R [ t -
\ Lo AN /) . s | ]
S | _' X ) - e b | = - AW 2] —
= et = & Nucleus
5\
e\t N N __— Submucosal
S = : ¥ U & gland
- l\ 4 | >
L\\ —
Goblet celf

Schema 2: Mukocilidrni clearence (Kalhof H., 2003)
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V nosni dutin€ je hlen transportovdn smérem k orofaryngu, kde je ndsledné spolknut.
U zdravého jedince je hlenova vrstva v nosni dutin€ kompletné¢ obménéna kazdych
10 — 20 minut. Nejvice hlen stagnuje v pfedni ¢4sti nosni dutiny, kde dileZit&jsi

ulohu v eliminaci patogent hraji AMP (Cole AM et al, 1999).

1.1.2 Tonsily

V oblasti faryngu dochdzi ke kiiZzeni cest dychacich s cestami polykacimi. Sliznice
faryngu je pokryta epitelem vrstevnatym dlazdicovym nerohovéjicim a pod nim
uloZena lamina propria mucosae ma povahu fidkého vaziva, ve kterém nachazime
cetné mucinosni zZlazky. Zevn¢€ od sliznice nachdzime pii¢n¢ pruhovanou svalovinu —

svérae a podélné svaly faryngu.

Epithelium —=

s

" gongaives

Schema 3: Tonsila palatina — cetné lymfatické folikuly v blizkosti vrstevnatého
dlaZdicového epitelu. Svetlé oblasti — zdrodecnd centra. C — Sikmy priirez kryptou

(Janqueira LC, 1992)
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Z dtivodu obrovského mikrobidlniho zatiZzeni této oblasti (patogeny jsou obsazZeny
jak ve vdechovaném vzduchu, tak i v polykané potravé) je zde velké mnoZstvi
lymfatické slozky. Nachdzime jednak vyraznou infiltraci bunkami lymfatické fady ve
sliznici (MALP) a déle jsou tu lymfatickd seskupeni, patfici k miznimu okruhu
kolem polykacich a dychacich cest — tonsila palatina, tonsila lingualis, tonsila
pharyngea a tonsila nasalis a tubaria. Tomuto nakupeni lymfatickych nekompletné

opouzdienych organti fikime Waldayertiv mizni okruh.

Obr. 2: Zdravd tonsila palatina. Vrstevnaty dlaZdicovy epitel nerohovéjict, burnky

uspordddny typicky pro epitel — tésné u sebe, pouze na nékolika mistech jsou
epitelové bunky rozestoupeny diky prochdzejicim lymfocytum. Mezi epitelem a
lymfatickym kompartmentem je vazivovd lamina propria mucosae s cetnymi
lymfocyty, ale lymfatickd sloZka nedosahuje aZ k epitelu. Hematoxylin — eosin. Obj.
20x.

Tonsily jsou organy sloZené z agregovanych B- a T-lymfocyti jako primérnich
lymfatickych folikuldi, u nichZ presentace antigenu vyvoldava preménu ve folikuly

7

sekundarni s Casto rozmérnymi germinativnhimi centry. Lymfatickd bunécnd
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komponenta, leZici pod, ale i v bezprostfednim kontaktu s povrchovym epitelem, je
pak pficinou transformace vrstevnatého dlazdicového epitelu na povrchu tonsil
v epitel rozvladknény. Jeho Siroké intercelularni prostory jsou vyplnény rizné Cetnymi
ptevazné T-lymfocyty. Epitelové zahyby na povrchu tonsily se vchlipuji hluboko do
parenchymu tonsily a vytvafeji tonsilarni krypty. V kryptdch nachdzime v detritu
odloupané epitelie, lymfocyty, zbytky potravy, ale také Zivé bakterie (Janqueira LC,
1992).

1.2 Histologicky obraz patologickych zmén — zakladni pozorovani

1.2.1 Polyposis nasi

Polyposis nasi vznikd nejCastéji na podkladé chronického zdnétu nosni sliznice

(infek¢niho nebo neinfekEniho)
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Schema 4: Patofyziologie vzniku edému pri zdnétu (Necas E et al, 2007f).
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V pribéhu zédnétu (infekéniho nebo alergického) dochdzi k lokdlnimu zvySeni
propustnosti cévni stény. Diky zvySené permeabilité kapilar dochédzi k usnadnéni
piestupu bilkovin nésledovanych vodou do intersticidlniho prostoru (lamina propria
mucosae nosni sliznice). Krom¢ piestupu makromolekuldrnich litek z cév se tu vSak
hromadi rozpadové produkty zanétlivé reakce, coZz opét vede ke vzestupu
onkotického tlaku. Gradient tlakovych poméri mezi cévnim feCiStém a
mezibunénou hmotou se tak sniZuje. Dilatované kapildry (piipadné poSkozené
kapilarotoxickym ucinkem bakteridlnich toxinl) v zdnétlivém loZisku maji pak
zvySeny tlak na mebrdnovych rozhranich. Sou€asn¢ dochdzi k ptetizeni lymfatické
drenaze, kterd nestac¢i odvadét makromolekuldrni produkty zanétu z intersticidlniho
prostoru. VSechny tyto déje prispivaji ke zvySené filtraci tkdiového moku do
intersticia a k tvorbé otoku — viz schema 4 (Necas E et al, 2007f).

Uvedené mechanismy zplsobi nésledné edém lamina propria mucosae a tim
vyklenovani nosni sliznice. Pti dlouhodobém pietrvdvani zanétu mulze dochdzet
k dysregulaci reparacnich procesi, a to napt. nadprodukci mitogennich cytokind.

Vysledkem pak byva hyperproliferace fibroblasti, ale i hladkych svalovych bunék.

Obr. 3: Nosni polyp — edematosni typ s eosinofilni infiltraci (“jelly-like” stroma).

Hematoxylin-eosin. Obj. 63x.
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Hyperproliferace, vyvoland na jedné strané akceleraci bunéného cyklu, na druhé
pak stimulaci cytodiferenciace, vede k nadprodukci extraceluldrni slozky stromatu
polypu, a to na stran€ jedné jeho amorfni sloZky (zejména glykosaminoglykany), coz
md za ndsledek pfeménu v ,jelly like stroma‘. Na druhé strané¢ pfi nadprodukci
vldknité slozky (zejména kolagenu I) se vyviji tuhy polyp s vyrazné fibrilarnim
uspofdddnim stromatu. Stimulace Zlazového epitelu vede rovnéz ke zvySené
proliferaci bunék v sekrecnich i vyvodnych oddilech Zlaz, a to vyvoldva jejich
vyrazné zbytnéni a také zvySenou produkci jak serosni, tak i mucinosni slozky
sekretu (Necas E et al., 2007c). Mezi dalsi pfiiny vzniku nosni polyposy fadime
vrozené vady — napf. poruchy transportu iontii ¢i nosni deformity.

RozliSujeme nékolik histologickych typli nosnich polypti — 1) edematosni typ
s eosinofilni infiltraci, ktery ma typickou histologickou stavbu nosniho polypu -
velmi fidké edematosni “jelly-like” stroma, 2) Zlazovy seromucinosni typ,
charakterizovany hyperplasii Zlazek a hojnou infiltraci eosinofily, 3) vazivovy
(chronicky zanétlivy) typ polypu, ktery ma vedle zmnoZenych fibroblasti a
nadprodukce vldknité slozky, neutrofilni a lymfocytovou infiltraci a nakonec 4)

atypicky polyp stromdlni, ktery byva povaZzovan za prekancerosni stav.

Obr. 4: Nosni polyp — Zldzovy seromucinosni typ charakterizovany hyperplasii

Zldzek. Hematoxylin-eosin. Obj. 63x.
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Nejcastéjsim typem nosniho polypu je edematosni typ s eosinofilni infiltraci, ktery
ma velmi fidké edematosni “jelly-like” stroma. Ve stromatu je kromé bunécné slozky
— bunky fixni (fibroblasty, fibrocyty) 1 bunky bloudivé (makrofagy,
polymorfonukledry, lymfocyty, heparinocyty) zastoupena extraceluldrni matrix, a to

jak fibrilarni sloZka, tak i amorfni sloZka.
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Obr. 5: Nosni polyp — riizné typy vazivovych bunék ve stromatu. Alcidnovd modyr.

Jddra dobarvena jadrovou cerveni. Obj. 63x.

V polypech od riznych pacientl je pomér fibrildrni a amorfni sloZky rozdilny. Jejich
zastoupeni se muze liSit i v riznych castech téhoZ polypu. Fibrilarni slozka je
zastoupena ve formé kolagennich vldken, ale i vldkny retikuldrnimi. V1dknitd sloZka,
a to jak kolagenni tak i retikuldrni, je zmnoZena zejména v oblastech probihajicich
cév, 714z a jejich vyvodl. V dutiné nosni je také az nezvykle malé zastoupeni vlaken
elastickych. Kolagenni vldkna je moZno vizualizovat béZnym ptehlednym barvenim

hematoxylinem-eosinem, ¢i efektivngji elektivnim barvenim Massonovymi
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trichromy. Vldkna retikuldrni je nutno zviditelnit Gomoriho impregnaci stiibrem,

PAS reakci, nebo alcianovou modii.

Obr. 6: Nosni polyp — prehledné zvétSeni zndzornujici riuznou strukturu vazivového

stromatu v jednotlivych cdstech polypu. Subepitelidlné md struktura klasickou stavbu
vaziva lamina propria mucosae, hlubsi vrstvy stromatu maji odliSné uspordddni
vidknité slozky, kterd je akumulovdna v okoli probihajicich cév, prostory mezi
fibrildrni sloZkou jsou cdstecné vyplnény amorfni strukturou mezibunécné hmoty,
cdstecné edematosni tekutinou. Alcidnovd modri prokazuje predevsim kyselé
mukopolysacharidy a glykosaminy zejména ve zménéné extraceluldrni matrix vaziva.
Jdadra dobarvena jddrovou cerveni. Obj. 20x, Ve vyrezu vegetetivni mikroganglion

(dva neurony a kolem nich satelitové buiiky) tésné pod epitelem. Obj. 63x.
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Obr. 7: Nosni polyp — riznd struktura vazivového stromatu — cdst s hustsim
uspordddnim vldknité slozky, cdst s vyssim vyskytem sloZky amorfni a edematosni
tekutiny, v této cdsti prokdzdny alcidnovd modr pozitivni vidknité struktury. Obj. 20x.
Detail — alcianovou modri prokazovand retikuldrni vidkna v edematosni oblasti

stromatu. Obj. 63x.
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Obr. 8: Nosni polyp. Gomoriho impregnace. a) Prehledny snimek ukazuje rozdilné

uspordddni vidknité slozky ve stromatu polypu. Vice retikuldrnich vldken je pritomno
v edematosnich oblastech stromatu zejména v okoli a ve sténdch cév proti
subepitelovému kompartmentu. Cetnd retikuldrni vidkna v tésném sousedstvi basdini
laminy. Obj. 20x. b) Retikuldrni vildkna ve sténdch malych arteriol a v jejich tésném
okoli, se vzristajici vzddlenosti okolni tkdné je videt postupny tibytek retikuldrnich
vidken. Obj. 40x. c¢) Pritkaz retikuldrnich vidken v lamina basalis vyvodu slizni¢ni
Zldzky, jakoZ i v jeho okoli a okoli cév; pritkaz redukujicich ldtek (predevsim RNA)

v jddrech, ale také v apikdlnich oddilech bunék vyvodu. Obj. 63x.
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Obr. 9: Nosni polyp — vazivové stroma s ruzné rozloZenou vidknitou sloZkou, PAS
pozitivni granula jsou pritomna v apikdlnich cdstech jak bunék sekrecnich (vpravo)
tak i ve vyvodech (vlevo), stejné jako v tunica media ve sténdch arteriol (bunky
hladkého svalstva) i venul (méné). Kondensace vldknité sloZky v okoli cév. PAS

reakce. Obj. 20x.

Elasticka vldkna, kterd je moZno prokdzat napf. orceinem, jsou zastoupena pouze
ve sténédch arteriol svalového typu — v tunica media (membrana elastica interna)
v adventici pak jako pficné€ profiznutd vldkna. Voln€ ve stromatu nejsou prakticky

zastizitelna.
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Obr. 10: Nosni polyp — priikaz elastickych vidken orceinem. Elastickd vildkna byla
vizualizovdna v tunica media arteriol svalového typu. Ve stromatu polypu jsou jen

pomeérné vzdcnd. Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

Amorfni slozka je ve stromatu zastoupena v ridzném mnoZzstvi i uspofadani.
V nékterych polypech je distribuce vldknité a amorfni slozky rovnomérnd, v jinych je
mozno zachytit oblasti s pfevahou fibrilarni slozky (zejména v okoli cév a 714z) a na
druhé stran€ mista, kde prevazuje slozka amorfni. Amorfni komponenta je sloZena
v riznych oblastech polypti zriiznych molekul — proteoglykany, glykoproteiny,
kyselé mukopolysacharidy. Toto je mozné s vyhodou zndzornit pouZzitim specialnich

metod stavebni histochemie — PAS reakci a alciAnovou modii.

27



1.2.2 Tonsilitis chronica

Histopatologicky obraz chronického zanétu v patrovych tonsilach je charakterizovan
zménami v lymfatické komponent€, jakoZ i zménami v uspofddani vrstevnatého
dlazdicového nerohovéjiciho epitelu. Charakteristika je doplnéna i zménami ve
stavbé vazivového stromatu. Zmény v lymfatické sloZce tonsily dokumentuji
antigenni hyperstimulaci lymfatickych folikult. V prib¢hu chronického zanétu je
patrna infiltrace vrstevnatého dlazdicového nerohovéjiciho epitelu lymfocyty,
pfedev§im pak vznikem intraepitelového ,,Ugrasova® abscesu a/nebo difuzni
lymfocytovou infiltraci. Penetrace lymfocyti do epitelu v pribéhu infiltrace
vyvoldva rozestup epitelovych bunék a rozSiteni mezibunéénych prostort, které
lymfocyty vypliuji. Diky lymfocytdrni infiltraci se epitel vrstevnaty dlazdicovy

nerohovéjici méni na epitel rozvlaknény.

o
N A

Obr. 11: Tonsila palatina s chronickym zdnétem. Povrchovy vrstevnaty dlaZdicovy
epitel s Cetnymi prostupujicimi lymfocyty (—), které roztlacuji epitelové bunky od
sebe, proto tento epitel je nazyvdn ,,rozvldknény epitel“. Vazivové stroma tonsily pod

basdlni membrdnou epitelu. Hematoxylin — eosin. Obj. 40x.
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Také vazivové stroma se v pritbéhu zdnétu zmnoZuje a nastupuji fibrotické zmény ve
stromatu. Soucasn€ jsou tonsilarni krypty zpravidla dilatovany (Ugras S and
Kutluhan A., 2008, Bieluch VM et al., 1989, Friedmann 1., 1986, Woodruff C., 1980,
Alvi A and Vartanian AJ., 1998).

Obr. 12: Tonsila palatina s chronickym zdnétem. Vrstevnaty dlaZdicovy -—

,rozvldkneny epitel s Cetnymi prochdzejicimi lymfocyty, je silné prostoupen
vazivovymi papilami, které s sebou nesou cetné malé krevni cévy. Vazivové stroma i
intraepitelové papily jsou silné infiltrovany volnymi bunkami lymfoidni rady.

Hematoxylin-eosin. Obj. 40x.

1.2.3 Karcinom tonsily

Karcinom patrové tonsily je charakterizovdn vyraznou proliferaci epitelové slozky
tonsily, epitelové buiniky poruSuji kontinuitu basdlni membrdny a penetruji do
hlubsich oddila tonsily — do slozky vazivové a lymfatické. Asynchronie bunééného
cyklu je relativné casto provdzena ndlezy keratinizovanych bunék v hlubSich

vrstvéch epitelu, casto ve stratum spinosum, kde pak imituji struktury i transversalné
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profiznutych vazivovych papil. Je tomu tak i proto, Ze vazivovd a lymfatickd
komponenta tonsily jevi zndmky prolomeni bariéry basalni membrany. Vznikaji tak
utvary, charakteristické pro tonsildrni karcinom, nazyvané ,keratinové perly*.
Prortistinim epitelovych bun€k do oblasti lymfatické sloZky tonsily dochazi k jejimu
dtlaku a tim nejen k jejimu udbytku, ale nékdy dokonce ke kompletni absenci
elementd lymfoidni fady. Soucasné muiZe byt redukce lymfatické sloZky podminéna i

stimulovanou proliferaci stromdlniho vaziva.

Obr. 13: Tonsila palatina s karcinomem. Chaotické uspordddni bunék epitelu,

poruseni aZ vymizeni bazdlni membrdny epitelu. Cetné keratinizované buiiky se
zachovanymi  jadry obklopeny epitelovymi buitkami germinativnich vrstev.

Hematoxylin-eosin. Obj. 63x.
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Obr. 14: Tonsila palatina s karcinomem. Keratinovd perla. Cetné keratinizované

bunky se zachovanymi jddry obklopeny epitelovymi bunikami germinativnich vrstev a
vazivovym stromatem s cetnymi epitelovymi a lymfoidnimi buiitkami. Hematoxylin —

eosin. Obj. 40x.

1.3 Antimikrobialni obrana slizni¢nich povrchu

Antimikrobidlni obrana mnohobunéénych organismu je tvofena pfirozenou imunitou
a ziskanou imunitou. Ziskand imunita zahrnuje systém T- a B- lymfocytd, které
zprostiedkovavaji a zesiluji antigen-specifickou humordlni a buné€nou imunitu. Tato
odpovéd’ zahrnuje zménu genetické informace, nastupuje az za nékolik dni az tydni
a vytvaii imunologickou pamét’. Ziskand imunita je tésn¢ spojena s evolucné starsi
imunitou pfirozenou. Pfirozend imunita tvofi prvni linii obrany organismu proti
infekci. Rozezndvd mikroby jako cizi, zneSkodiiuje je a odstrafiuje z organismu.
Mezi slozky pfirozené imunity patii fyzikdlni mechanismy (mukocilidrni clearence),
anorganické latky (NO), fagocytosa nebo NK buniky. Mechanismy pfirozené imunity

pusobi bezprostfedné po napadeni organismu infekci. Pisobi zejména na koZnich a
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slizni¢nich povrSich, které jsou neustdle vystaveny patogenim (Huttner KM and

Bevinf CL, 1999).

1.3.1 Prirozené imunitni mechanismy sliznice dychacich cest

Prvnim krokem pfirozené obrany dychacich cest pted patogeny a cizorodymi latkami
jsou mechanické faktory, jako je mukocilidrni clearence, fagocytarni clearence, kasel
nebo kychani. VSechny tyto mechanismy urychluji odsun patogent ze sliznice
dychacich cest a tim omezuji Cas, ktery by patogeny mély na adaptaci v pro né
Skodlivém prostredi (Cole AM et al, 1999).

Nejrozsdhlejsi slozku pfirozené imunity v dychacich cestdch predstavuje
mukocilidrni clearence. Ulohou povrchového epitelu v piirozené imunité dychacich
cest je komplexni soubor dé€jl, potfebnych pro transport hlenu a zahrnuje aktivitu
fasinek a regulaci transportu soli na povrch dychacich cest transepitelovym
transportem iontti. Epitelové builky produkuji na jedné stran¢ antimikrobidlni
peptidy, napt. defensiny. Protoze vétSina AMP je citlivd na vysokou koncentraci soli,
je vyznamné, Ze produkty epitelovych bunék jsou na stran¢ druhé
charakterizovdny nizkym obsahem soli (< 50 mM NaCl), které tak neinhibuji jejich

antimikrobialnich aktivitu.

1.3.2 Obrana dychacich cest pi‘ed infekci patogennimi bakteriemi

Bakteridlni clearence z distdlnich dychacich cest pomoci mukocilidrniho transportu
trvd asi 6 hodin. Za optimdlnich podminek by se totiZz mnozstvi bakterii
zdvojndsobilo asi za 20 minut (Knowles MR and Boucher RC, 2002). Sekrety
z dutiny nosni i dalSich oddili dychacich cest maji endogenni antimikrobidlni
aktivitu. U&innost antimikrobidlniho efektu zaleZ{ na hostiteli i na cilové bakterii a je
Casto ¢asoveé omezena - novy rust prezivSich bakterii obvykle zac¢ind do 24 hodin.
Ziedénim nosniho sekretu je antimikrobidlni aktivita oslabovana (Cole AM et al.,
1999). AMP jsou klicovymi elementy pro inhibici mikrobidlni proliferace pred
ndstupem specifické bunééné imunitni odpovédi (Gallo RL and Nizet V, 2003).

Proto, aby se zpomalil rist bakterii, produkuji dychaci cesty antimikrobidlni latky
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jako napf. laktoferin, lysozym, sekre¢ni leukoperoxidasovy inhibitor nebo defensiny.
Vsechny tyto latky zpomaluji rist bakterii, ale bylo zjiSténo, Ze bakterie, které nebyly
zlikvidovéany antimikrobidlnimi peptidy, se stdvaji rezistentnimi k endogennim
antimikrobidlnim peptidim a do 24 hodin po prtiniku do dychacich cest obnovuji
svij rist. Z toho vyplyva, zZe antimikrobidlni peptidy plisobi zpomaleni rastu bakterii
na asi 2 — 6 hodin, ale tato doba staci k vylouceni vdechnutych patogennich bakterii

mukocilidrnim transportem (Knowles MR and Boucher RC, 2002).

Antimikrobidlni peptidy jednoznacné rozezndvaji membrany mikrobl a
mnohobunéénych mikroorganismi. Bakteridlni membrany maji v povrchové vrstvé
vyrazn€ zastoupeny lipidy s negativnim nédbojem (fosfolipidy - polyanionty) na
rozdil od eukaryotickych bunék mnohobunécnych organismi, které na vnéjsi vrstve
bunétné membrany maji lipidy pievazné bez elektrického ndboje, lipidy

s negativnim nabojem jsou u nich umistény hlavné na vnitini stran€¢ membréany.
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Schema 5: Bunécnd sténa G+ a G- bakterii
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Schema 6: Plasmatickd membrdna eukaryotickych bunék
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Schema 7: Ucinek antimikrobidlnich peptidii na buiiku bakteridlni a buitku

eukaryotickou (Zasloff M, 2002)
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Interakce AMP s bakteridlni bunécnou membranou je ndsledovana presunem lipida,
alteraci struktury membrany a v n€kterych ptipadech vstupem AMP do bakteridlni
buiiky a zasaZeni vnitinich struktur. Pfitomnost cholesterolu v bunééné membrané

sniZuje uc¢inek AMP stabilizaci lipidové dvojvrstvy (Zasloff M, 2002).
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Schema 8: Ucinek antimikrobidlnich peptidii na bunécnou sténu bakterii. a) Pokryti

(carpeting) vnejsi strany membrdany AMPs, b) Integrace peptidii do membrdny a
zeslabenti jejiho vnejsiho listu (povrchovd cdst membrdny se v porovndni s vnitini
oblasti membrdny roztdhne, coZ zpusobi napéti ve fosfolipidové dvojvrstveé /modré
Sipky/), ¢) Tvorba prechodnych porit v membrdne, d) Transport lipidit a peptidii do
vnitrni  vrstvy membrdny, e) Translokace peptidii intraceluldrneé (napadeni
intraceluldrnich cilu), f) Kolaps membrdny a rozpad burnky

Zlutd — acidické lipidy (negativné nabité), Cernd — neutrdlni lipidy (Zasloff M, 2002)
Mechanismy ucfinku AMP na bakteridlni membranu mohou byt rtzné: fatdlni

depolarizace membrany, vytvofeni ,,dér* v membrané¢ sndslednym tnikem

celularnich komponent, aktivace smrticich procesti v buiice, jako napi. aktivace
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hydrolaz, které degraduji bunéCnou sténu, poruSeni normdlni distribuce
membranovych lipidil, jezZ zpisobi zménu funkci membrany, internalizaci AMP a
zniCeni intracelularnich struktur (Zasloff M, 2002).

Antimikrobidlni  polypeptidy (AMP) (laktoferin, lysozym, sekrecni
leukoperoxidasovy inhibitor, alfa a beta defensiny) v sekretu dychacich cest maji
antimikrobidlni ucinek pouze v prostfedi s nizkou koncentraci soli. ZvySend
koncentrace soli (NaCl, KCl, Na-glukonat) v sekretu dychacich cest inhibuje funkci
AMP snizenim elektrostatického pfitahovani kationtovych polypeptidi a
aniontovych mikrobidlnich povrchi (kompetice kationickych peptidli a kationtli ve
vazbé€ na aniontové mikrobidlni povrchy). Dvojmocné kationty (Ca™, Mg ) inhibuji
antimikrobidlni aktivitu v signifikantn& niZ§ich koncentracich nez monovalentni (K",
Na") ionty (Travis SM et al., 1999, Ganz T, 2002, Ganz T, 2004, Zasloff M, 2002).
Dalsim zajimavym jevem je vazba dvojmocnych kationtll na vnéj$i membrany G-
bakterif; tim dojde ke stabilizaci membrdany a znemoZnéni pruniku kationtovych
polypeptidii do bunc¢k. Naopak mucin a elastdza neutrofilli nemaji na funkci AMP
vliv (Ganz T, 2002, Ganz T, 2004). Inhibice AMP v prostiedi s vyssi koncentraci
kationtd (Travis SM et al., 1999) je ovlivnéna i koncentraci AMP (zvySena
koncentrace AMP v sekretu — niZ8i inhibice AMP vyssi koncentraci kationti).

Kromé klasickych kationickych AMP byly v sekretu dychacich cest zjiStény také
anionické peptidy s antimikrobidlni aktivitou, které jsou produkovény epitelovymi
buiikami plic (byly nalezeny v surfaktantu), ale byly nalezeny i v nosni sliznici a
pridusnici. Anionické antimikrobidlni peptidy (AP) jsou malé molekuly, které
z diivodu homopolymerickych oblasti aspartitu maji charakter aniontii, a ke své
antimikrobidlni aktivité potiebuji zinek jako kofaktor. Maji baktericidni ucinky proti
G+ i G- mikroorganismim. Mechanismus jejich ucinku neni jest¢ pln€ objasnén, ale
soudi se, Ze ucinkuji aZ po kotransportu zinku a AP do bakterie. Aktivita AP je
inhibovana ptitomnosti fosfatiz a naopak potencovana zvySenou koncentraci NaCl.
Bylo zjisténo, Zze AP jsou produkovdny konstitutivhé a jsou rychle secernovany
béhem pocinajici mikrobidlni kolonizace. Tim mohou =zajistovat dulezitou
antimikrobidlni aktivitu v pocateCnich fazich infekce. Na rozdil od kationickych
AMP anionické peptidy vSak nemohou, v disledku své malé molekuly a zdporného
naboje, inhibovat nastupujici zanétlivou odpovéd’ v prubéhu infekce (Fales-Williams

Al et al., 2002).
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Nosni sekret zdravych jedincii inhibuje rast Staphylococcus pyogenes aureus,
Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, naproti tomu nosni sekret nosictu S.
aureus umoznuje rust této bakterie. Bylo zjisténo, Ze P. aeruginosa obnovuje svou
schopnost rustu po 24 hodinové inkubaci s nosnim sekretem. To poukazuje na
schopnost adaptace bakterii na antimikrobidlni sloZky nosniho sekretu.

Tyto vysledky ukazuji, Ze sekret dychacich cest mé Sirokospektré antimikrobidln{
ucinky a Ze tato antimikrobidlni aktivita je zajiStovdna zejména kationickymi
polypeptidy. Vysledky také potvrzuji, Ze antimikrobidlni aktivita sekretu mize byt
ovlivilovdna ba dokonce az zcela zruSena zvySujici se iontovou silou, adaptaci
bakterii a moznd téz jeSté nezjiSténou abnormalitou sekretu pacientll - nosicl S.
aureus.

Exprese AMP je lokdln¢ ovliviiovdna zanétem. Zanétlivé stimuly uvoliuji
chemoatraktanty, které pfitahuji neutrofily obsahujici velké mnozstvi lysozymu,
laktoferinu a alfa-defensinli. Soucasné tyto stimuly zvySuji syntézu beta-defensinti
v epitelovych bunkdch a v pfipadé chronického =zanétu dokonce indukuji
cytodiferenciaci bun€k epitelu dychacich cest na sekre¢ni bunky (Ganz T, 2002,
Ganz T, 2004). Poruchy v expresi nebo funkci AMP mohou vysvétlovat zdkladni
aspekty patofyziologie riznych onemocnéni, pocinaje atopickym ekzémem a
cystickou fibrosou, gastroenteritidu zptisobenou shigellami, aZ po rozvoj zubniho
kazu (Gallo RL and Nizet V, 2003).

Nékteré patogenni bakterie jsou rezistentni vici AMP. Jejich rezistence je
realizovdna razn€. Jednim z charakteristickych mechanismti obrany patogennich
bakterii proti AMP je modifikace povrchovych aniontli normdlni bakteridlni stény
molekulami kationtd. Cilem této modifikace je snizeni pftitahovani pozitivné
nabitych AMP k negativné nabitému povrchu bakterii. Zmény v elektrickém néboji
bakteridlni stény Gram-negativnich bakterii a tim zajiSténi jejich rezistence vuci
AMP jsou zpilisobeny acetylaci lipopolysacharidi (LPS) nebo expresi LPS
asociovaného s fosfatidylcholinem. Rezistence Gram-pozitivnich bakterii (napi. S.
aureus) vici AMP je zajiStovdna inkorporaci L-lysinu do fosfatidylglycerolu
(Peschel A et al., 2001). N¢které bakterie (napt. Neisseria gonorhoeae) vyuzivaji
pumpy, které vyluCuji AMP zbunky a tim zabrafuji hromadéni AMP
v baktericidnich koncentracich (Shafer WM et al., 1998). Jiné druhy bakterii (napf.
P. aeruginosa nebo Proteus mirabilis) produkuji protedzy, které inaktivuji AMP bud’

piimou degradaci, nebo zahdjenim uvoliiovani neutralizujicich glykosamini
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z hostitelskych proteoglykanti (Park PW et al., 2000, Schmidtchen A et al., 2001,
Schmidtchen A et al., 2002).

1.3.3 Antimikrobialni peptidy v sekretu dychacich cest

Exprese AMP je modulovana lokdln€é zanétem. Zanétlivé stimuly uvolnuji
chemoatraktanty, které piildkaji neutrofily, obsahujici ve svych granulech velké
mnozstvi AMP a hydrolytickych enzym?.

Lysozym spolu s laktoferinem jsou nejvice zasoupenymi AMP v sekretu dychacich

cest. Jejich uc¢innd koncentrace je cca 0,1-1 mg/ml (Ganz T, 2004).

1.3.3.1 Lysozym

Lysozym je 14 kDa enzym Stépici glykosidickou vazbu B 1—4 peptidoglykanii
v bakteridlni stén¢. Kromé toho, Ze plisobi enzymatickou lyzu bakteridlni stény,
muzZe zabijet bakterie i neenzymatickymi mechanismy (Laible NJ and Germaine GR,
1985). Lysozym je vysoce aktivni AMP proti mnoha Gram-positivnim kmeniim, ale
je prakticky neucinny proti Gram-negativnim bakteriim, pokud neni potencovian
jinymi kofaktory (napf. laktoferinem, kyselinou askorbovou). Bylo prokdzéano, Ze
proti G- bakteriim je aktivni pouze pii specifické iontové koncentraci a osmolarité.
Tyto kofaktory porusi zevni membranu Gram-negativnich bakterii a tim umoZni
lysozymu zasahnout citlivou peptidoglykanovou vrstvu. Lysozym je bazicky protein,
ktery je soucdsti fagosomu a specifickych granul neutrofil a je produkovan také v
monocytech, makrofazich i v epitelovych bunikdch. NejvétSim producentem
lysozymu v dychacich cestach je povrchovy epitel a Zlazky ve sliznici a submukose

dychacich cest (Laible NJ and Germaine GR, 1985, Rogan MP et al., 2006).

1.3.3.2 Laktoferin

Laktoferin je kationicky, Zelezo vaZici glykoprotein bohaty na arginin (80 kDa),
existuje vSak ve form¢ s Zelezem i bez né¢j. Ve form¢ bez navdzaného zZeleza je
specifickych granulech neutrofilii (odtud je uvoliiovdn béhem zanétu) a v sekretu
epitelovych bunék (soucdst slizni¢ni imunity). Laktoferin inhibuje mikrobidlni rtst

navazovanim Zeleza, které je nezbytné pro respiracni pochody mikrobti, ale zaroven
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muze destabilizovat povrchovou membranu G- bakterii a tim poruSit jeji
permeabilitu a zplsobit tak smrt mikrobu. Pasobi synergicky s jinymi slozkami
pfirozené imunity, jako jelysozym nebo sekre¢ni leukoperoxidasovy inhibitor
(SLPI). Bylo také zjisténo, Ze laktoferin potencuje ucinek nékterych antibiotik.
Laktoferin je ucinny nejen proti infekci bakteridlni, ale také virové (HIV, CMYV,
SniZuje napt. vazbu IL-8 na endotelové buiky, sniZuje také expresi adhezni
molekuly E-selektinu a ICAM-1 na endotelovych buiikkich a tim vyznamné
modifikuje imunitni odpovéd’. Laktoferin se vyskytuje ve vysokych koncentracich
v matefském mléku, slzdch, vagindlnim sekretu, slindch, produktech exokrinnich

714z, jakoz i v sekretech dychacich cest (Rogan MP et al., 2006).

1.3.3.3 Sekrecni leukoperoxidasovy inhibitor

Sekre¢ni leukoperoxidasovy inhibitor je silné€ bazicky neglykosylovany protein (11,7
kDa), produkovany makrofagy, neutrofily a epitelovymi bunkami. Je tfetim nejvice
zastoupenym AMP v sekretu dychacich cest (po lysozymu a laktoferinu). Chrani
tkan¢ pred ucinkem elastdzy neutrofil a je uvoliovan pii degranulaci neutrofilti
béhem infekce a zdncétu. SLPI ma vyznamné antibakteridlni (G+ 1 G-), antivirové

-----

2006).

1.3.3.4 Defensiny

Defensiny jsou ve srovnani s pfedchozimi charakterizovdny pomérné malymi
kationickymi molekulami peptidii (3-5 kDa). Jsou bohaté na cystein, vyskytuji se
v IiSi rostlinné 1 ZivociSné. Tyto peptidy se navzdjem liSi v délce molekuly, v
umisténi cysteinovych zbytku a sulfidickych vazeb, které stabilizuji strukturu B-listd.
Vykazuji cytotoxické ptusobeni na bakterie, viry, parazity a plisné. DéEli se do 3
skupin: o-defensiny, B-defensiny a 6-defensiny. 6-defensiny se nevyskytuji u lidi.
Koncentrace lidskych defensinti v sekretu dychacich cest je siln¢ ovliviiovdna

zanétem (Martin E et al., 1995, Taylor K et al., 2007).
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1.3.3.4.1 Alfa-defensiny

Alfa-defensiny jsou zndmé také jako human neutrophil peptides (HNPs). Maji
nékolik podskupin. HNPs 1-4 jsou dtleZitou soucdsti azurofilnich granul neutrofild,
kde tvofi aZz 50% jejich obsahu (Harwig SS et al., 1994). HNPs 5 a 6 byly
identifikovdny v Panethovych bunikach tenkého stfeva a také v Zenském pohlavnim
systému. Alfa-defensiny maji rizné Gcinky, v€etné mitogennich a chemotaktickych.
ZvySenim buné&cné proliferace prispivaji k opravdm plicniho epitelu (Murphy CJ et

al., 1993, Aarbiou J et al., 2002).

1.3.3.4.2 Beta-defensiny

Beta-defensiny (HBD) jsou peptidy sloZzené ze 36-42 aminokyselin, opét bohaté na
cystein a navzdjem se liSici v délce molekuly, v umisténi cysteinovych zbytkl a
sulfidickych vazeb. Jsou syntetizovdny jako 64-68 amninokyselinové fetézce pre-
propeptidli, které maji na N-konci molekuly 26-32 aminokyselin ¢itajici signalni

segment (Huttner KM and Bevinf CL, 1999).

1.3.3.4.2.1 Stavba molekuly beta-defensinii
Sekvence aninokyselin je stejnd pro vSechny [B-defensiny. Tercidrni struktura [-

defensini podskupin 1, 2 a 3 je si ndpadné podobna.

HBD-3

HBD-1

Schema 9: Tercidrni struktura f-defensinii. Diagramy HBD-1, 2, 3 demonstrujici
podobnost tercidrni struktury. Antiparalelni B-listy zndzornény Zluté, o-spirdlové

segmenty fialove (Taylor K et al., 2007).
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Tyto tii lidské P-defensiny se sklddaji ze 3 P-fetezcu, které jsou uspofadany do
antiparalelnich B-listd a jsou navzdjem drzeny 3 disulfidickymi vazbami. B-listy jsou
lemovény a-spirdlovym segmentem, ktery tvoii N-konec molekuly B-defensinu. a-

spirdlovy segment je ptipojen k B-listu disulfidovou vazbou.

1.3.3.4.2.2 Funkce beta-defensini

Dtive se ptredpoklddalo, ze B-defensiny jsou klasické AMPs. V posledni dobé se
ukazuje, Ze B-defensiny maji imunomodula¢ni Géinky, které aktivuji rizné bunécné
typy k produkci raznych cytokini a chemokini. Déle tvoii propojeni mezi
piirozenou a ziskanou imunitou a plsobi jako chemoatraktanty pro CD4" T-
lymfocyty, nezralé dendritické buiiky, monocyty a neutrofily. B-defensiny (zejména
HBD-3) nemaji pouze cytotoxické ucinky na bakterie, ale také ovliviiuji (vétSinou
potlacuji) apoptosu neutrofilii plisobenim na CCR6 receptor, tim prodluZuji jejich
Zivotnost a prispivaji tak k posileni obrany organismu proti bakteridlni invazi

(Nagaoka I et al., 2008).

1.3.3.4.2.3 Vztah struktura - funkce na antimikrobialni aktivitu
Antimikrobidlni aktivita je hlavni popisovanou funkci [-defensini. Jejich
antimikrobidlni aktivita byla potvrzena jak proti G+, tak i G- bakteriim, stejné tak i
proti virtim, jednobunéénym parazitm a plisnim. Kationické antimikrobidlni peptidy
(napt. defensiny) neptsobi na cilové bunky pfes receptory, ale jejich mechanismus
ucinku je zprostfedkovdvan méné specifickymi reakcemi, zaloZenymi na zaporném
ndboji povrchovych membran mikroorganismil (jsou sloZeny zejména z anionickych
peptidd, jako je napi. fosfatidyl glycerol). Na rozdil od povrchové membrany
mikroorganismit  jsou bunééné membrany bunék savci slozeny hlavné
z elektroneutrdlnich fosfolipidi (jako napi. fosfatidylcholin, sfingomyelin), ke
kterym maji kationické AMPs nizkou afinitu (Brogden KA, 2005, Taylor K et al.,
2007, Nagaoka I et al., 2008, Matsuzaki K, 1999).

Presny mechanismus ucinku defensinti neni dosud jednoznacné prokazan, ale
bezpochyby zahrnuje zvySeni permeability bunééné membrany. Byly navrZzeny a
v soucasné dob¢ jsou akceptovany dva modelové ucinky (viz sch. 8): 1. Carpet
model — n¢kolik molekul nasedne na povrch membrany a zptsobi nekrosu, 2. Pore

model — oligomerizace peptidli a vytvofeni péri v bunécné membrané, coz zpiisobi
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unik bunécného obsahu (Brogden KA, 2005, Taylor Ket al., 2007). Primarni
struktura HBD-1, 2, 3 ukazuje, Ze v ndboji molekul jsou rozdily mezi jednotlivymi
defensiny. Také umisténi kationtovych zbytkll ovliviiuje aktivitu molekuly proti
jednotlivym patogenim. Zmény v peptidové sekvenci, které nezménily nédboj a
hydrofobicitu molekuly neovliviiovaly antimikrobidlni vlastnosti defensinii. Ale tyto
zmény mohou ovlivnit citlivost bakterii vii¢i antimikrobidlnim latkdim (Hoover DM

et al., 2003).

1.3.3.4.2.4 Pusobeni defensinii na neutrofily

Neutrofily jsou dilezité efektorové buiiky v pribéhu zanétu, poskozeni tkdni a pii
mikrobidln{ infekci (Smith JA, 1994). Ptezivani aktivovanych neutrofilt je relativné
kratké (v krvi 6-7 hodin, ve vazivu 1-4 dny) a poté dochazi k jejich destrukci
apoptosou. Tato spontdnni apoptosa neutrofili mize byt inhibovdna plsobenim
substanci produkovanych bakteriemi (lipopolysacharidy G- bakterif) nebo vlastnimi
butikami (cytokiny, chemokiny — IL-10, IL-8). Prodlouzené pieZivani aktivovanych
neutrofilii posiluje obranyschopnost organismu proti patogeniim, na druhou stranu
muZze zpusobit nekontrolovatelné uvoliiovdni cytotoxickych metabolitd a
prozanétlivych substanci (napf. kyslikové radikdly, protheasy), coz muze vést
k zesileni zdnétu a prohloubeni tkdflového poSkozeni (Whyte M et al., 1999, Simon

HU, 2003, Colotta F et al., 1992, Oberholzer C et al., 2001, Cohen J, 2002).

1.3.3.4.2.5 Vztah struktura - funkce na chemotaktickou aktivitu

B-defensiny hraji tdlohu jak v pfirozené tak i v ziskané imunitni odpovédi.
Chemotaktické pusobeni na rizné bunécné typy vykazuji defensiny jiz
v nanomoldrnim mnoZstvi. HBD-3 indukuje migraci monocyti, CD 4" T-lymfocytt
a nezralych dendritickych bunégk, ale nebyla prokdzdna migrace neutrofilti a zralych
dendritickych bunék. Plisobeni defensinti na neutrofily je diskutovano. Nékteti autoii
uvadéji veestovani neutrofili do mista zanétu chemotaktickym efektem HBD-3 na
neutrofily a s tim souvisejici upregulaci anti-apoptotickych genii a downregulaci pro-
apoptotickych geni  (Theilgaard-Monch Ket al., 2004). Chemotaktickym
receptorem, na ktery B-defensiny ptsobi je chemokine receptor 6 (CCR6) a Formyl
peptide receptor-like 1 (Yang D et al, 1999, Taylor Ket al., 2007). Pro

chemotaktické plsobeni defensinli jsou dulezité cysteinové zbytky a stabilizace
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molekuly defensinu ve specifické konformaci, kterd umoziiuje jeji interakci

s receptory na povrchu bunck (Taylor K et al., 2007).

1.3.3.4.2.6 Vztah struktura - funkce na interakci s buné¢nymi membranami
saveu
Interakce P-defensinii s buné&nymi membrdnami eukaryotd neni jesté zcela
objasnéna. Povrch bunéénych membrdn méd hydrofobni charakter. Bylo zjiSténo, ze
¢im vice hydrofobnich aminokyselin je v molekule defensinli, tim vétsi je jejich
hemolytickd aktivita. Cytotoxickd a hemolytickd aktivita HBD-3 zdvisi vice na
sekvenci aminokyselin nez na disulfidovych vazbach. Zmény v sekvenci
aminokyselin, které zpusobi sniZeni hydrofobicity defensinu (napf. vyména
cysteinového zbytku za alanin) zplsobuje sniZeni cytotoxicity defensinu (Wimley

WC et al., 1994, Harder J et al., 2001).

1.3.3.4.2.7 Beta-defensiny v dychacich cestach a tonsilach

B-defensiny jsou produkovdny epitelovou vystelkou rdznych orgdnt. Jejich
koncentrace v sekretu dychacich cest je asi 1000 x niZ§i neZ koncentrace lysozymu,
to znamend kolem 1 pg/ml (Cole AM et al., 1999). HBD-1 byl prokazan v nejveétsim
mnozstvi v ledvindch, HBD-2 a 3 v zanétlivé kiizi, ale vSechny tfti HBD-1, 2 a 3 byly
prokdzany v dychacim traktu (Singh PK, et al., 1998, Harder J et al., 2001, Zhao CQ
et al., 1996, Bals R et al.,, 1998). Sekrece HBD-2 a 3 je regulovdna dvojim
zpisobem; piimou odpoveédi epitelovych buné€k na lipopolysacharidy a jiné
bakteridlni stimuly, druhy zpisob je regulace cytokiny. V prostiedi s nizkou
koncentraci soli jsou defensiny baktericidni v mikromoldrnich (pumol/ml)
koncentracich proti mnoha Gram-positivnim 1 Gram-negativnim baktreriim,
kvasinkdm, plisnim a nékterym virim. ZvySend koncentrace soli inhibuje aktivitu
defensinii. Mechanismem tuc¢inku defensinti na bakterie je zvySeni permeability jejich
povrchové membrany bohaté na fosfolipidy s relativni ochranou cholesterolovych a
neutrdlnich fosfolipidli v membréandach hostitele (Ganz T, 2002, Ganz T, 2004).
Neékteré defensiny ,,in vitro® pfispivaji k zadnétlivym a reparacnim pochodim, coz
zahrnuje inhibici adrenokortikotropnim hormonem stimulované sekrece kortizolu,
inhibici fibrinolyzy, mitogenni efekt na fibroblasty (Ganz T and Lehrer RI, 1995) a
indukci sekrece IL-8 epitelovymi bunkami (Van Wetering S et al., 1997). Funkce

defensini jako chemoatraktantli pro nezralé dendritické buiiky a pamétové T-
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lymfocyty je diilezita v inicidlnich fazich pfirozené imunitni odpovédi organismu na
infekci a pro nésledné rozvinuti specifické imunitni odpovédi. Jednotlivé AMP
pusobi na rozdilné cilové struktury bakteridlnich stén (fosfolipidovd membrana,
peptidoglykany, ionty Zeleza atd.) a jejich mechanismus ucinku je také rGzny
(enzymatické rozruSovani stény, formovani péru v bakteridlni stén¢). Predpoklada se,
7Ze jednotlivé antimikrobidlni peptidy spolupracuji napadanim rGznych struktur
bakteridlni stény, a Ze svym pusobenim jsou schopné odhalit citlivé struktury pro

ucinek jiného AMP (Ganz T, 2002, Ganz T, 2004).

HBD-1, 2 a 3 byly nalezeny jak ve sliznici dychacich cest, tak v oblasti tonsil, jejich
exprese zavisi na stavu sliznice — zdrav4, zanétlivd nebo tumorosni (Chae SW et al.,
2001, Wang C et al., 2004, Weise JB et al., 2002).

HBD-1 je produkovan permanentné¢ a jeho produkce neni ovliviiovdna mikrobidlnimi
a zanétlivymi stimuly (Po-Hsu Ch and Sheen-Yie F, 2004, Kliiver E et al., 2006,
Dunsche A et al., 2001), exprese ostatnich (HBD-2 a 3) je indukovana infek¢nimi
okolnostmi (Kliiver E et al., 2006). HBD-2 a 3 piedstavuji defensiny, které jsou
produkovany epitelovymi builtkami v reakci na mikrobidlni infekci. Jejich produkce
je zvySovéna riznymi typy patogenl (Schibli DJ et al., 2002). HBD-2 vykazuje
vyraznou antimikrobidlni aktivitu proti G- bakteriim a plisnim (Candida) a pouze
bakteriostaticky efekt proti Staphylococcus aureus (Claeys S et al., 2003). Uéinek
HBD-2 na Staphylococcus aureus je diskutovan vice autory. Nékteti z nich ukazuji,
7Ze HBD-2 ma baktericidni efekt jak na G-, tak i na G+ bakterie vCetné S. aureus (Po-
Hsu Ch and Sheen-Yie F, 2004). N&kteii autotfi uvadéji, Ze HBD-3 ma baktericidni
ucinky proti G- i G+ bakteriim vcetn¢ S. aureus, jini udavaji jeho baktericidni efekt
pouze na G- bakterie kdezto na na G+ vCetné S. aureus pouze slaby bakteriostaticky
vliv. Byl zjiSté€n silny antimykoticky efekt HBD-3 (Claeys S et al., 2003, Harder J et
al., 1997).

Velmi zajimavym ndlezem je zjiSténi rozdilného mnoZzstvi HBD-2 a 3 v zanétlivé
nosni sliznici s prokdzanym S. aureus a bez jeho piitomnosti. HBD-2 a 3 jsou v nosni
sliznici nosi¢t S. aureus produkovany v zanedbatelném mnozstvi oproti sliznicim
s akutni infekci S. aureus. To ukazuje, Ze chronickd infekce S. aureus (pfenaseci)
potlacuje produkci HBD-2 a 3 a tak oddaluje pfirozenou imunitni odpoveéd
organismu na infekci, coz umoznuje snadnéjsi kolonizaci epitelu (Quinn GA and

Cole AM, 2007).
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HBD-1 byl prokdzéan ve vsSech vzorcich nosni sliznice na rozdil od HBD-2, ktery byl
nékterymi autory prokdzdn pouze ve sliznici nosnich polypil, jinymi pak i
v n€kterych vzorcich zdravé nosni sliznice. NejCastéji a v nejvétsim mnozstvi byl
prokazovan v bazdlni ¢asti povrchového epitelu (Lee SH et al., 2002, Po-Hsu Ch and
Sheen-Yie F, 2004). Ve vyskytu HBD-2 a 3 v zanétlivé a zdravé nosni sliznici
ncktefi autofi nenasli rozdil (Claeys S et al., 2003).

Na vyskyt B-defensinii v tonsilarni lokalizaci jsou ruzné ndzory. HBD-2 a 3 byly
nalezeny jak v povrchovém vrstevnatém dlazdicovém epitelu, tak 1 v epitelu
tonsilarnich krypt. MnoZstvi HBD-2 a 3 bylo srovnatelné v tkéni idiopatickych tonsil
a rekurentnich tonsilitid. Vyraznéjs$i produkce inducibilnich AMPs (HBD-2 a 3)
v tonsildch je pric¢itdna hlubokym kryptdm a vysoké mikrobidlni kolonizaci riiznymi
kmeny patogenti (Claeys S et al., 2003). Jini autofi zjistili zvySenou hladinu HBD-2
pouze v tonsildch s chronickym zanétem (Weise JB et al., 2002).

Podle jiného zdroje byly HBD-1 a 3 v povrchovém epitelu tonsil od pacientli
s chronickou tonsilitidou nalezeny v nizkém mnozstvi. To by mohlo byt divodem
zvySené vnimavosti téchto pacientl k infekci (Ball SL et al., 2007).

Ve tkani tonsildrnitho karcinomu nebyl HBD-1 pravidelné nachédzen na rozdil od
HBD-2, ktery byl pravidelné¢ zjistovan ve vysSich hladindch v keratinocytech
povrchového epitelu. Z toho vyplyva, ze HBD-2 by mohl hrat vyznamnou roli ve
vzniku tonsilarniho karcinomu (Mizukawa N et al., 2000, Sawaki K et al., 2002,
Yoshimoto T et al., 2003).

Protoze pfedmétem této prace byl vyzkum na tkanich zdravych, zéanétlivych a
karcinomatosnich, byla také sledovana troven apoptosy (pomoci aktivované kaspasy

3), proliferace (Ki-67), nékterych rustovych faktort (TGF-B, VEGF) a enzymu

(eNOS) k ozfejméni a doplnéni situace v danych tkdnich a organech.

1.4 Zanét

V pribéhu zanétu dochézi v dané tkani ke zvySeni metabolickych procest (nekrosa,

apoptosa, odstraiovdni nevratné poskozenych tkani, regeneracni nebo reparacni
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pochody - proliferace), které jsou naro¢né na dodavku kysliku do dané oblasti. Proto
cévni zdsobeni, které ve zdravé tkdni bylo dostaCujici, nemé dostateCnou kapacitu
pro doddvani potiebného mnozstvi krve a tim kysliku (a odvod metabolitd) do
zanétlivého loziska a tak vznikd urcity stupenn hypoxie az ischemie v zanétlivém
loZisku. Vaskularni endotel proto sehrdva klicovou regulacni dlohu pii zanétu.
Endotel ma vazodilatacni a antitromboticky potencidl. Endotelové buiiky uvolnuji
fadu medidtorti rizné povahy. Medidtory s vazodilataénim ucinkem putisobi také
antitromboticky (antiadhezivné a antiagregacné€). NejvyznaméjSim medidtorem této
skupiny je oxid dusnaty (Necas E et al., 2007b).

NO je maly peiotropni volny radikdl s hydrofobni molekulou. Je kli¢ovou signalni
molekulou v onemocnénich souvisejicich s chronickym zanétem, kterymi jsou i
nddorovd onemocnéni (Ying L and Hofseth LJ, 2007). NO vznika ve formé
reaktivniho radikédlu pisobenim NO-syntdzy (nitric oxide synthase) pfi pteméné L-
argininu na L-citrulin. Radikdl NO pronikd do riznych bunék (napt. hladkého
svalstva) a aktivuje zde rozpustnou guanyldtcykldzu. Pasobenim cyklického
guanosinmonofosfétu (cGMP) dojde ke sniZeni koncentrace Ca®* v cytoplasmé a tim
je docileno relaxatniho tucinku. Za fyziologického stavu je NO produkovin
konstitutivni NOS — endotelovou NO-syntdzou (eNOS — NOS3). V prabchu zanétu a
ischemie dochazi v endotelu, leukocytech 1 v jinych bunkach k expresi indukovatelné
NO-syntazy (iNOS — NOS2). Déje se tak po stimulaci prozdnétovymi cytokiny —
interferon gama (INF-y), interleukiny 1, 6 (IL-1, 6), tumor necrosis factor alfa (TNF-
a) a lipopolysacharidy nebo faktorem aktivujicim desticky (PAF). SniZeni exprese
iNOS pusobi protizanétlivé cytokiny — interleikiny 4, 8, 10 (IL-4, 8, 10). Radikdl NO
ma velmi silny cytotoxicky efekt. Ten mlzZe byt spolu se systémovou vazoparalyzou
zpusobenou dysregulovanou produkci NO pficinou autoagresivni povahy zanétu
(Necas E et al., 2007b). Bylo zji$téno, Ze reaktivni dusikové radikdly (napt. NO)
Jejich karcinogenni efekt zdvisi na genetické vybavé cilové tkané, okolnim
mikroprostiedi, na aktivité a lokalizaci NOS izoforem, ale tim také na hladiné NO
(Ying L and Hofseth LJ, 2007, Li CQ and Wogan GN, 2005).

Mediatory s vazokonstrikénim uc¢inkem maji opacny efekt, plisobi protromboticky
(proadhezivné a proagregané na trombocyty). Mezi tyto medidtory fadime napf.

tromboxan A2, desticky aktivujici faktor (Necas E et al., 2007b).
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V pribéhu zanétlivé (ale 1 jiné — napf. tumorosni) ischemie jsou aktivovdny geny
zvySujici expresi Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), ktery je zodpové&dny
za zvySeni angiogeneze ve tkani malo zasobené kyslikem.

Transforming growth factor beta (TGF-P) je produkovan eosinofilnimi granulocyty,
je skladovan v malych granulech v cytoplasmé a uplatituje se pti chronickém zanétu
a také pti rozvoji fibrosy. Jeho nadmérné produkce ma za nasledek opakované zancty
s ptechodem do chronicity, zmnoZeni mezibunééné hmoty a progresi fibrotickych

zmeén (Necas E et al., 2007¢).

1.5 Nadorova transformace

Etiologickych faktorti (mutagenti) nddorového zvrhnuti bunck je celd fada. Jsou to
jednak vlivy zevni, které rozdé€lujeme na vlivy fyzikdlni (zéfeni UV, rentgenové,
gama, ionizujici), chemické (kancerogeny) a biologické (onkogenni viry). Mezi
vnitini vlivy patii zdédéné faktory (genetickd predispozice) a ziskané faktory —
zvySeni néachylnosti organismu ke vzniku nddoru (sniZzend nebo zvySend funkce
imunitntho systému, nadmérnd hormondlni stimulace, stavy chronicky zvySené
proliferace bun¢k). K chronickému poSkozovani tkan€ a tim i k chronicky zvysené
proliferaci bunék dochdazi i v pribehu chronickych zanétd. Proto v prib¢hu téchto
déji dochdzi jednak ke zméndm bunécného typu (tzv. metaplasii) a jednak k
usnadnéni vzniku nddorového bujeni. Proto je mozZné fici, Ze je chronicky zéanct
prekancerosou. V pribéhu maligni transformace bunky dochdzi ke genetickym
zménam. Tyto genetické zmény ovliviiuji regulaci bunééného cyklu (setrvani v Gy
fazi nebo zahdjeni bunécného cyklu), dohled nad spravnosti genomu a ucinnosti
reparacnich procest, ndchylnost k apoptose i interakcemi bunky s okolim
(adhezivita, invazivita).

Velmi dilezitym genem a jeho produktem je gen pro protein p53, nazyvany ,,strdZce
genomu®. Jeho nedostatek nebo nefunkénost miiZe zpisobit genetickou nestabilitu
(hromadéni dalSich mutaci) a vznik ¢i eventudlni malignizaci nddoru. Bunka, ktera
podlehla nddorové transformaci mize pretrvavat v Gy fazi po mnoho let nez se zacne

delit. Existuje nékolik stupiii nddorového ristu. Iniciace (pocatecni mutace buiiky),
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promoce (zahdjeni déleni nddorové pfeménéné buinky) a progrese (akcelerace

nadorového ristu).

ristové faktory
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Schema 10: Interakce hlavnich stimulacnich a inhibicnich faktorii v pribéhu

bunécného cyklu (Klener P et al., 2002a)

Mezi zmény, které nddorovy rast zpomaluji patii: prodluzovani bunécného cyklu,
vznik tzv. neproliferujici frakce bun€k (v Gy fazi nebo termindlné diferencované
buiiky), zanik casti bun€k nddorového klonu (nedostateCnd vyZiva, cytotoxické
faktory) a ztraty nddorovych bunék odlupovanim z povrchu do lumina nebo vné
organismu. Dulezitym parametrem rustu niddoru je jeho vyZziva. Maximalni velikost
nddoru, ktery muze byt jesté vyZivovan difizi je cca 1 mg. Po dosaZeni této velikosti
se rust nddoru vyrazné¢ zpomali. Dalsi jeho vyvoj jiZz je podminén vznikem vlastniho
stromatu, kde velmi dilezitou roli hraje vznik vlastni kapildrni sit¢ napojené na
vyzivujici cévu. V tomto procesu se vyrazné uplatiuji angiogenni faktory (napf.
VEGF, molekula NO). Po vytvofeni vlastni mikrocirkulace rist nddoru vyrazné

akceleruje, bunky se prekotné mnoZzi, takze rozvoj mikrocirkulace vétSinou nestaci
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sledovat rychly rast nddorové masy a tak vznikaji v nddoru hypoxické oblasti. V nich
dochdzi k apoptose nebo i nekrose nddorovych bunék, nador prechodné omezuje, az
zastavuje svuj rast (diky zdniku bunck se miiZe i zmenSit). Po vytvofeni hustsi
mikrocirkulace se riist nddoru opét obnovi. Kromé tohoto tc¢inku na rychlost riistu

vev s

nddoru md hypoxie ucinek i na selekci bunék odolnéjSich a agresivnéjSich
s nestabiln¢jSim genomem. Tim dochézi k dals$i malignizaci tumoru. Dals{ diileZitou
vlastnosti v §ifeni tumort je jejich invazivni riist a tvorba metastdz. Invazivni rist
nddoru je dan ztratou kontaktni inhibice riistu bunék. Pii Siteni nddoru lymfatickou
nebo krevni cestou dochdzi k naruSeni cévni stény, interakcim nadorovych bunék
s krevnimi elementy a k opétnému zachyceni nddorovych bunck k cévni sténé pii

mikroembolizaci nddorovych bun¢k (Necas E et al., 2007d).

1.6 Molekuly a procesy ovliviiujici fyziologické i patologické

procesy

1.6.1 Endotelova syntasa oxidu dusnatého

Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) produkuje NO molekuly v nanomolarnich
mnozstvich na rozdil od iNOS, kterd produkuje NO v mikromoldrnim mnozZstvi.
Takova mnozZstvi poskozuji DNA a méni strukturu a funkci proteinit (Ying L and
Hofseth LJ, 2007). NO je zahrnut do pochodii zanétlivych, ale i tumorosnich.
Moduluje vznik a progresi nddoru piisobenim na rizné procesy (angiogeneze,
apoptosa, bunécny cyklus, invazivitu a metastasovani). Zanétlivych déji se nedcastni
pouze svym vazodilatanim a antiagreganim uc¢inkem, ale také reguluje expresi
ruznych (napf. cyklooxygenasy-2) prozanétlivych molekul (Blais V and Rivest S,
2001). Bylo zjisténo, ze jak buiiky slizni¢ni, stromdlni tak i endotelové v tumorosni
tkani vykazovaly dysregulaci eNOS a bylo prokdzano, zZe angiogeneze je zakladnim
piredpokladem pro rist a invazi nddoru. eNOS se ucastni jak procesu angiogeneze
(vznik novych cév z cév existujicich), tak 1 vaskulogenese, tj. formovéni novych cév

z progenitorovych bunék de novo (Duda DG et al., 2004, Brouet A et al., 2005).
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eNOS hraje dilezitou roli v proliferaci endotelovych bunék a soucasné je kliCovym
medidtorem pro nckteré rastové faktory ovliviwgjici endotel, jako je VEGF a
prostaglandin E2 (PGE2). PGE2 podporuje puceni endotelovych bunck, coz
predstavuje prvni krok k neoangiogenezi (Duda DG et al., 2004, Namkoong S et al.,
2005). Na druhé stran¢ nékteré zanétlivé cytokiny a riistové faktory (napt. VEGF)
mohou ovliviiovat expresi eNOS. Z toho vyplyvd, Ze eNOS muize mit funkci jak
prozanétlivou, tak protizanétlivou. eNOS je klicovou molekulou pro aktivaci a
proliferaci endotelovych bun¢k. To je duleZité pro angiogenesu, jak bylo uvedeno
vyse. Utinky eNOS na proliferaci epitelovych bundk zdvisi na typu a genetické
vybavé cilové buniky a také na koncentraci NO. Nc¢které prace uvadeji, ze nizké
koncentrace (srovnatelné s témi, které jsou uvoliiovdny eNOS, mohou stimulovat
bunécny cyklus nadorovych bun€k a tim jejich proliferaci. Enzymaticka aktivita
eNOS spise prispiva k regeneraci tkani - hojeni ran (Ying L and Hofseth LJ, 2007).
eNOS a s ni asociovand molekula NO zvySuji permeabilitu bariéry naddor-krev a tim
usnadnuji invazi nddorovych bunék. Rizné studie ukdzaly, Ze vysokd exprese eNOS
muze byt spojena s invazivitou nadorovych bunék (Wang I et al., 2005). Molekula
NO miiZe mit jak proapoptoticky, tak antiapoptoticky efekt. Nékteré prace uvadéji,
Ze niz8i koncentrace NO maji antiapoptoticky efekt. Jiné prace uvadéji, Ze eNOS
sniZuje apoptosu a zvySuje preZiti bunck plisobenim na Bcl-2 (antiapoptoticky gen).
Ukazuje se, Ze eNOS by mohla byt faktorem, ktery hraje centrdlni tlohu v inhibici

apoptosy rustovymi faktory (Ying L and Hofseth LJ, 2007).

1.6.2 Apoptosa

Apoptosa, neboli programovand bunécnd smrt, je mechanismus zdniku bunky jak
v pribéhu fyziologickych déji (remodelace tkani zv1aste v pribc¢hu embryondlniho a
fetdlniho vyvoje nebo bunénd dynamika rtznych tkani), tak i bchem dé&ju
patologickych (nddorovd onemocnéni, zanéty, autoimunitni onemocnéni, ischemie,
hojeni ran atd.). Jak ndzev programovand bunécnd smrt napovidd, ke svému
sebezniCeni builka uplatiuje vlastni mechanismy, které jsou zakotveny v jejim
genomu. PriCiny, které apoptosu vyvoldvaji, jsou riiznorodé: aktivace specifickych
receptori (napt. pro TNF-a) nebo naopak nedostatecnd aktivace (tonisace) buiky

riznymi stimuly (napf. ristové faktory), poskozeni DNA a jinych struktur bunky
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napf. ionizujicim zafenim nebo viry a v neposledni fad¢ prinik vétStho mnozstvi
Ca®™ do buiiky. Apoptosa je uskute¢novadna prostfednictvim nitrobunéénych protedz
— kaspas. Kaspasy jsou cysteinové proteasy se specifitou viici aspartitu. V priabchu
apoptosy jsou aktivovany proteolytickym Stépenim. Jejich substraty jsou funkéni
bunécné proteiny, cytoskelet, jaderné membrany atp. Buinika se nakonec rozpadne na
n¢kolik riizné velkych segmentll — apoptoticka téliska, kterd jsou kryta plasmatickou
membrédnou, a proto nevyvoldvaji zdnétlivou reakci. Apoptotickd téliska jsou

ndsledné fagocytovana okolnimi buiikami (Necas E et al., 2007a).
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TNF/NGF TGFB | | DNA
l |
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1 | ] X ;
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Schema 11: ZjedonoduSené schema mechanismu vzniku apoptosy (Klener P et al.,

2002c)

Je to pravé Stépend kaspasa 3 (cleaved caspase 3), kterd representuje tzv.
»cytoplasmatické death domény* a je tak jednim z vyznamnych markert pro
imunohistochemickou detekci apoptosy v fezové technice (parafinové nebo
kryostatové fezy). Pro tkanové kultury (piipadné razné typy bioreaktorti), kde

figuruji bunky ,,in toto* je pak jednodussi detekce externalizovaného fosfatidylserinu

pomoci Annexinu V/FITC.
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eNOS se ucastni i apoptotickych déji. Molekula NO muze mit proapoptoticky i
antiapoptoticky (niZ$i koncentrace NO) efekt (Fukumura D et al., 2006, Lancaster JR
Jr. and Xie K, 2006, Li CQ and Wogan GN, 2005). Apoptosa byla studovéna
sledovanim apoptotického markeru — Stépené kaspasy 3 (cleaved caspase 3) pomoci

imuhistochemické detekce.

1.6.3 Bunéc¢na proliferace

V prubéhu fyziologickych a hlavné patologickych (zanét, nddor) pochodii ve tkanich
nalézdme proliferujici buniky. Bunécna proliferace je velmi dulezity d¢€j pro obnovu
tkdni a samoziejm¢ se velmi uplatiiuje v pribéhu nddorového bujeni a bcéhem
reparace tkani poskozenych zancétem. Exprese proteinu Ki-67 je striktné spojovana
prave s timto déjem. ProtoZe Ki-67 je exprimovan béhem aktivnich fazi bunééného
cyklu (Gy, S, G), ale chybi u bunék v Gy fazi, proto je vybornym proliferaénim
markrem (Scholzen T and Gerdes J, 2000). Pro G; fazi bylo zjiSténo, Ze mnozstvi
exprimovaného Ki-67 se muze zvySovat (bunky prechdzejici ndsledné do S faze),
snizovat (buiiky prechdzejici nédsledné do Gy faze) nebo jeho mnoZstvi miZe byt
stabilni (pfi optimdlnich lokdlnich rastovych podminkdch). Jeho lokalizace je
omezena na n¢kolik fokust v karyoplasmé. V prubéhu S faze dochézi ke zvyseni
exprese Ki-67, néktefi autofi uvadeji jeho vyskyt pouze v nukleolu, jini jej nachazeji
i v karyoplasmé. V prub¢hu G, faze dochdzi k dalSimu zvySovani exprese Ki-67, jeho
lokalizace je uvddéna difuzné v jadie (duManoir S et al., 1991, Bruno S et al., 1992).
Nejvyssi intenzita Ki-67 je nalézdna béhem metafdze, zatimco v anafdzi a telofazi
zaCind jeho exprese klesat. Je uvddéna redistribuce Ki-67 béhem mitosy — v profazi
je Ki-67 nalézéan v oblasti kondenzovanych chromosomd, v metafazi pokryvd povrch
jednotlivych chromosomi a po rozpusSténi jaderné membriany miZe byt Ki-67
nalezen i difusné¢ v cytoplasmé (Braun N et al., 1988, Starborg M et al., 1996,
Scholzen T and Gerdes J, 2000).

Proliferujici buiiky jsou nalézany téméf ve vSech tkanich téla. OvSem na rozdil od
tkani zdravych se v pribéhu néckterych patologickych d&ju proliferani aktivita
zvySuje, coZ je mozno sledovat pomoci proliferacniho markeru Ki-67. Proliferacni

marker Ki-67 je vyuZivin u nékterych nadort prognosticky. Proliferace byla
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sledovédna u raznych typt nadort, mimo jiné také v dlazdicobunécném karcinomu

orofaryngu (Grabenbauer GG et al., 2000).

1.6.4 Transforming growth factor-beta

Prakticky kazd4 buiika v téle vCetné epitelovych, endotelovych, hemopoetickych,
nervovych a vazivovych, produkuje transforming growth factor beta (TGF- ) nebo
pro tento rustovy faktor maji receptory. TGF- B reguluje proliferaci a diferenciaci
bunék, embryondlni vyvoj, hojeni ran a angiogenesu (Blobe GC et al., 2000). TGF- 3
reguluje ve specifickych ptipadech bunécnou proliferaci. Ve vétSin€ epitelovych,
endotelovych a hemopoetickych bunék plsobi TGF- B jako vyrazny inhibitor
bunécné proliferace. Zastavuje bunécny cyklus ve fazi G1. Déle plsobi indukci

O D4

bunécné diferenciace a navozuje apoptosu (Raviz MJ and Wenner CE, 1997). TGF-
B je vyznamnym reguldtorem produkce a exocytosy mezibunééné hmoty. Stimuluje
fibroblasty i jiné buniky k produkci proteini mezibunécné hmoty a proteinti pro
adhezi bunc¢k, vcetné¢ kolagenu, fibronektinu a integrinii. Soucasné také sniZuje
produkci enzymt, které mezibunéénou hmotu odbourdvaji (napf. kolagenasa,
heparinasa, stromelysin) a zvySuje produkci proteinti, které inhibuji tyto enzymy
(napt. aktivitor plazminogenu). Cilem téchto zmén je zvySeni produkce proteinti
mezibunéné hmoty a bunécnych adheznich proteinii. V nadorovych buiikach byly
popsany mutace signdlni drahy TGF- B. Tyto mutace zpilisobuji rezistenci téchto
bunék k inhibici rlstu zprostfedkovanou TGF- B a tim umoZnéni nekontrolované
proliferace bunék. Zvyseni produkce TGF- B v nddorovych buiikdch zvySuje jejich
protheolytickou aktivitu a tim i jejich invazivitu. TGF- B piimo stimuluje
angiogenesu. Tato vlastnost mize byt dalSim mechanismem, kterym tento rastovy
faktor stimuluje riist nddoru (Blobe GC et al., 2000, Machara Y et al., 1999). Bylo
zjisténo, Zze TGF- f md také imunosupresivni ucinky. Je produkovan leukocyty a
podporuje jejich diferenciaci, na druhé stran¢ inhibuje jejich proliferaci a aktivaci.
TGF- B mé i chemotakticky ucinek na migraci leukocytl a reguluje umisténi téchto
bunék prosttednictvim adheznich molekul. Ma vyznamnou dlohu v dtlumu aktivace a
proliferace zanétovych bunék (Shull MM et al., 1992). Jeho nadmérna produkce ma
za ndasledek opakované akutni zdncty s ptrechodem do chronicity, s tim souvisejici

zmnozeni mezibunécné hmoty i progresi fibrotickych zmén (Necas E et al., 2007¢).

Produkce a sekrece tohoto riistového faktoru nékterymi nddorovymi buiikami
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zpusobuje potlaceni aktivace migrujicich imunitnich buné¢k (Norgaard P et al., 1995).
Tento imunosupresivni efekt mlze byt dal§im dileZitym mechanismem, kterym
TGF- B podporuje rist nddoru (Blobe GC et al., 2000). V normdlnich bunikdch
pusobi TGF- B protinddorové tim, Ze inhibuje proliferaci bunék nebo Ze podporuje
bunécnou diferenciaci a apoptosu. V tdvodnich fazich kancerogeneze ztraci bunky
citlivost k TGF- B a tim k inhibici svého riistu. Poté, co se nddorové buniky stanou
rezistentnimi k inhibici svého ristu TGF- B, zacnou jak samotné nddorové bunky, tak
i buiiky stromatu zvySen¢ produkovat tento faktor. Nasledkem jeho zvySené
produkce se nddorové buiiky (jejichZ rist jiz nemtze byt inhibovan TGF- ) stanou
invazivnéjSimi a zacnou metastazovat do vzdédlenych orgdni. Toto chovani
nadorovych bungk je zplisobeno ztratou jejich citlivosti k TGF- B, tim je stimulovéana
angiogeneza a zvySena schopnost migrace bun¢k. Podili se na tom potlaceni imunitni
odpovédi, jakoZ i zvySend interakce mezi nddorovymi bunikami a mezibunécnou
hmotou. Z toho vyplyva, Ze rezistence bun¢k k TGF- B usnadiiuje vznik nadoru a Ze
takové bunky jsou invazivnéjsi. U riznych typli nddorii byla zjiSténa souvislost mezi
zvysSenou produkci TGF- B a zvySenou invazivitou nddoru. Byly uvedeny i vysledky,
které ukazuji, ze TGF - [ ptispivd ke vzniku a progresi dlazdicobuné¢ného
karcinomu v oblasti hlavy a krku (Xie W et al., 2003, Blobe GC et al., 2000,
Machara Y et al., 1999, Picon A et al., 1998). PtestoZze je TGF- B nezbytny pro
hojeni ran, jeho nadprodukce muze vyustit v nadmérné uklddani vazivovych
komponent v jizvach a ke vzniku keloidu. Tyto mechanismy byly podpofeny tim, ze
byla prokdzana zvySend produkce TGF- [ v poSkozenych tkanich jest¢ pred
zvySenou produkci mezibunécné hmoty. Tento faktor je vyraznym stimuldtorem
produkce a ukladdni mezibunécné hmoty a je ve vétSich mnoZstvich nalézin ve
fibrotickych orgdnech. Inhibitory vazby TGF- B na jeho specifické receptory snizuji
nebo tplné zabranuji vzniku fibrosy (Border WA and Noble NA, 1994, Sandreson N
et al., 1995).

1.6.5 Vascular Endothelial Growth Factor/Vascular Permeability Factor

VEGF/VPF (Vascular Endothelial Growth Factor/Vascular Permeability Factor) je
vysoce specificky mitogen pro endotelové bunky. Tento faktor méd schopnost

podporovat riist endotelovych bunék (arterii, vén i lymfatickych cév) a vétveni cév.

54



Mezi jeho dalsi ucinky se fadi zvySovéani permeability cévni stény a vyrazna
angiogenni aktivita (Joory KD et al., 2006, Unemori EN et al., 1992). Utinek
VEGF/VPF na cévni permeabilitu ukazuje na diileZitou roli této molekuly béhem
zéanétu i jinych patologickych podminek. Bylo zjisténo, ze VEGF je silné exprimovan
napf. v koznich keratinocytech béhem hojeni ran, to znamena za podminek, které
jsou charakterizovdny zvySenou cévni permeabilitou a angiogenesi. Experimentalné
bylo zjisténo, Ze nadprodukce VEGF v kiiZi zplsobuje vznik hust$i kapilarni sité,
kouleni leukocytli a jejich adhezi ke sténdm postkapildr, tzn. déji vyustujicich
v projevy chronického zanctu. DalSim ucCinkem VEGF je omezeni apoptosy
endotelovych bunék indukci exprese antiapoptotickych proteinit (napt. Bcl-2).
Vysledkem inhibice VEGF jsou vyrazné zmény v cévach. VEGF neplsobi
mitogenn¢ pouze na endotelové buiiky, ale i na mnoho dalSich bunécnych typa, napft.
fibroblasty, builky pankreatickych vyvodi a Schwanovy buiiky. Ddle VEGF také
zvySuje produkci surfaktantu sekre¢nimi pneumocyty. Velmi zajimavy je vztah mezi
molekulou NO a VEGF. Byla prokdzdna vyznamnd role NO na zvySovani
permeability zprosttedkované VEGF. Angiogenese, primér cév, mira pratoku krve a
permeabilita cévni stény byly umérné hladiné NO. Také dalsi faktory z rodiny
cytokinli maji vztah k VEGF. Patii mezi n¢ napt. TGF-a, TGF- B (zvySuje produkci
VEGF), EGF, keratinocyte growth factor, PDGF nebo bFGF. Je velmi
pravdépodobné, Ze tyto faktory pisobi parakrinné nebo autokrinné spolu s hypoxii na

produkci VEGF (Coste A et al., 2000, Ferrara N, 2004).
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Nekteré prace uvadeji, Ze existuje vztah mezi cévni permeabilitou a angiogenesi.
Bylo zjisténo, Ze zvysSeni cévni permeability je zdkladnim krokem pro angiogenesu
tim, Ze dojde k extravasaci fibrinu, po némz néasledné migruji proliferujici endotelové
buiiky. Na druhou stranu ne kazdé zvysSeni permeability je ndsledovdno angiogenesi
(Ferrara N, 2004). VEGF je produkovdn bunikami jako odpovéd na tkdnovou
hypoxii. Béhem hypoxie dochdzi ke zméné exprese nékterych genl ucinkem
transkripniho faktoru HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1). Diky témto zméndm jsou
v bunce aktivovany pochody, které ji adaptuji na prostiedi s nizkou tenzi kysliku.
Mezi né patii zvySeny piijem glukosy do buiiky (vyuZivd se k produkci ATP
anaerobni glykolyzou), indukce genu pro p53, erytropoetin. Mimo jiné dochézi i ke
zvysené expresi genu pro VEGF (Necas E et al., 2007¢). Kromé rastovych faktort a
NO molekuly ovlivauji expresi VEGF také nckteré zanétlivé cytokiny (napt. IL-1a,
IL-6) nebo nékteré hormony, jako napi. TSH, ACTH a gonadotropiny (Ferrara N,
2004).

Tento faktor hraje roli pfi neovaskularizaci za fyziologickych i patologickych (zénét,
tumor) podminek (Brown LF et al., 1992, Clauss M et al., 1990). Jak bylo uvedeno
diive, exprese VEGF je indukovana tkanovou hypoxii a pravé tento d¢j mize byt
velmi dilezity v Casnych stddiich vzniku nosnich polypid (Jiang S et al., 2003).
Nékteré studie ukazuji, Ze VEGF je produkovan nddorovymi buiitkami a hromadi se v
krevnich cévach. Velmi dileZitym mistem jeho tc¢inku jsou krevni cévy (Dvorak HF
et al., 1991, Kondo Set al.,, 1993). Krom¢ cév pusobi VEGF na mnoho dalSich
bunécnych typi (napf. stimulace migrace makrofagli, nddorové buiky, epitelové
buiiky). Imunohistochemicky byla prokdzana jeho masivni pfitomnost v endoteliich
krevnich cév, ve fibroblastech a bunkach perivaskularniho infiltratu ve tkani nosnich
polypt,, na rozdil od zdravé sliznice dolni skofepy nosni, kde byl VEGF prokazan
pouze sporadicky ve endotelidlnich buiikach malych arterii a vén (Wittekindt C et al.,
2002). Bylo zjisténo, Ze mnoho nddorovych bunék produkuje VEGF a z toho
vyplyvé, Ze takovy faktor miZe byt medidtorem nddorové angiogenese. V tumorech
s vyraznymi nekrotickymi oblastmi byla zjiSt€na nejvyssi exprese VEGF pravé v
nekrotickych oblastech (Shweiki D et al., 1992, Ferrara N, 2004). Prestoze nddorové
buiiky vétSinou predstavuji hlavni zdroj VEGF, stroma néddoru je také dilezitym
producentem tohoto cytokinu. Tyto stromdalni bunky jsou k produkci VEGF
stimulovany bufikami nddorovymi (Gerber HP et al., 2000, Ferrara N, 2004).
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2. MATERIAL A METODY

Pro tuto préaci byly pro moZnost porovnani riznych ¢asti hornich cest dychacich
pouzity vzorky nosni sliznice a patrovych tonsil. Materidl byl ziskdvdn jen od
predem kontaktovanych pacientd, ktefi podepsali informovany souhlas. Vzorky
nosni sliznice byly odebirdny ze zadni cCdsti dolni skofepy nosni béhem
endoskopického vykonu v celkové anestezii u pacientli s diagnosou deviace nosni
piepazky. Tyto vzorky slouZzily jako kontrolni skupina — pacienti s deviaci nosni
piepazky bez klinickych ptiznakl patologie nosni sliznice (chronické rhinitidy). Bylo
tak ziskdno 15 vzorkl zdravé nosni sliznice. Vzorky patologické (zanétlivé) nosni
sliznice byly odebirdny v priibéhu endonasdlnich operaci od pacientl s diagnosou
polyposis nasi. Pifed operaci byla pacientim s nosni polyposou provedena
mikrobidlni kultivace. Podle vysledkti kultivace byli pacienti rozdéleni na dvé
podskupiny — prvni s pozitivnim ndlezem Staphylococcus aureus na nosni sliznici
(n=10) a druh4 s negativni kultivaci (n=20). Celkem takto bylo ziskano 30 vzork.
Vzorky tonsil byly odebirdny v prib¢hu operaci v celkové anestezii u pacientil s
diagnosou sleep apnoe syndrom (SAS) — kontrolni skupina zdravych tonsil (n=7).
Vzorky zéanétlivych tonsil pochazely z tonsilektomii z divodu chronické tonsilitidy
(n=10) a vzorky nddorového postizeni se podafilo zajistit béhem vykonil pro
karcinom tonsil (n=8). Uvedené soubory byly vybrany jako representativni
z celkového souboru materidlu pro histologické vysetieni.

Cist ziskanych vzorkd tkdni byla ihned na operaénim séle upravena na velikost
pfiblizng 1 cm’ a fixovdna ve 4 % depolymerovaném paraformaldehydu (PFA) ve
fosfatovém pufru (phosphate buffer base-saline — PBS, pH 7,4), dalsi ¢ast byla po
uprave velikosti vzorku rychle zmrazena ponofenim do tekutého dusiku a v termosce
s tekutym dusikem transportovana do laboratofte.

Zmrazené vzorky byly uchovdvany zabalené v alobalu ve znacenych odbérovych
nadobkéch pfi teploté — 80 °C a7 do definitivniho zpracovani — krdjeni na kryostatu
na fezy o tloustce 7 wm. Nakrdjené zmrazené fezy byly ptfed pouZitim pro
imunohistochemické detekce fixovany 5 min pouZitim lazné v kyveté se 4 % PFA v
PBS.

Vzorky byly fixovany ,,in toto* ve 4 % PFA v PBS byly po 24 hod vyprany v pufru a

zpracovany pro zaliti do parafinu (odvodnéni — projasnéni — prosyceni parafinem —
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zaliti do parafinu). Parafinové bloky byly uchovdvany v chladni¢ce. Pred
provedenim piislusné metody byly na mikrotomu piipraveny fezy o tloustce 7 um.
Imunohistochemické metody

Po deparafinaci (2 x xylen — 2 x 96 % etanol a prevedeni do vody) byly fezy pouZity
k imunohistochemickému prikazu rtiznych antigennich determinant.

Po deparafinaci fezii bylo provedeno cilené odhaleni antigennich struktur v TRIS
pufru (Tris-hydroxymethylaminomethan), pH 9.5 pouZitim mikrovinné trouby (1 min
560W a 5 min 240W). Tento postup byl vynechdn pifi pouziti zmrazenych fezi.
Endogenni peroxidasova aktivita byla v deparafinovanych i zmraZenych fezech
blokovana 70 % metanolem s 1 % H;O, po dobu 10 min. Po oplachu fezii v PBS
byla po dobu 30 min blokovdna nespecifickd vazebnd mista pro imunoglobulin
prekdpanim 2 % roztokem teleciho séra (Biosera, UK) v PBS. Po oplachu fezi ve 3
laznich PBS byla aplikovdna primarni protilatka proti specifickym antigennim
determinantdm [Anti-Human-HBD-1 Rabbit Polyclonal Antibody v PBS (Alpha-
Diagnostic, Inc., USA) 1:400, Anti-Human-HBD-2 Rabbit Antiserum v PBS
(Peptide Institute, Inc., Japan) 1:200, Anti-Human-HBD-3 Rabbit Polyclonal
Antibody v PBS (Orbigen, USA) 1:100, Anti-Human-VEGF Mouse Monoclonal
antibody v PBS (Biotechnology, Santa Cruz, USA) 1:100, Anti-Human-TGF-
Mouse Monoclonal Antibody v PBS (Quantikine, USA) 1:100, Anti-Human-NOS-3
Rabbit Polyclonal Antibody (eNOS) v PBS (Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:100,
Anti-Human-Cleaved Caspase-3 Rabbit Monoclonal Antibody v PBS (Cell Signaling
Technology, USA) 1:200, Anti-Human-Ki-67 Mouse Monoclonal Antibody v PBS
(Immunotech, France) 1:100]. Inkubace fezi s primdrni protilatkou probihala po
dobu 60 min ve vlhké komote pii pokojové teploté. Po dikladném oplachnuti ve 3
laznich PBS byly fezy inkubovdny pii pokojové teplot¢ po dobu 30 min s
biotinizovanou sekundarni protildtkou Goat-Anti-Rabbit IgG v PBS (Sigma-Aldrich,
USA) 1:200 nebo Goat-Anti-Mouse IgG v PBS (Sigma-Aldrich, USA) 1:400. Op¢ét
nésledovalo dikladné vyprani ve 3 ldznich PBS (v kazdé po dobu 5 minut) a poté
byly fezy inkubovany s Vectastain ABC Elite kit peroxidase (VECTOR lab., USA)
fedéném v PBS pro ABC (1:50) po dobu 30 min v humifikované atmosféfe pfi
pokojové teploté. Po oplachu fezii v ldzni PBS byly fezy vystaveny ptsobeni
substratu peroxidasové detekce — Diaminobenzidine (DAB) peroxidase substrate
solution (DAKO Cytomation, Denmark) az do objeveni hnédé srazeniny (kontrola

pod mikroskopem) v mist¢ detekované specifické antigenni struktury. Jadra
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nékterych fezii byla dobarvena hematoxylinem (5 sekund) pro lepSi orientaci na
cytologické drovni.

Po zamontovéani fezti do Permafloru byly vysledky odecitdny v mikroskopu Leica
LM a digitdln¢ snimdny s pouZzitim kamery Leica DC 300 s vyuZitim moZnosti
kalibrace a archivace v programu IM 500.

Prikaz retikularnich vlaken (Gomériho impregnace)

Odparafinované fezy po vyprani se oxiduji 0,5 % roztokem manganistanu draselného
(3—5 min), poté se béli 2 % pyrosificitanem draselnym po dobu 1-2 min. Po oplachu
se moii cca 1 min 2 % kamencem Zelezitoamonnym. Ve vod¢ oplachnuté fezy se
impregnuji Cerstvé pripravenym roztokem amoniakdlniho stfibra. Po oplachu ve vodé
jsou fezy redukovany 10 % neutrdlnim formolem. Dal$im krokem je zlaceni fezli —
provadi se 10 — 15 min v 0,1 % roztoku chloridu zlatit¢ého (zména hnédého ténu v
cerny). Poté je nutno fezy znovu oplachnout ve vod¢ a pak 1 min fixovat v 1 %
roztoku sirnatanu sodného.

Prikaz elastickych vlaken (orcein)

Deparafinované tezy se dikladné¢ vyperou ve vod¢ a poté se barvi cca 30 min
roztokem orceinu pfi teploté 38 — 40° C. Poté se fezy oplachnou v destilované vodé a
diferencuji se v 70 % alkoholu aZ Cervenohnédé zbarvend elastickd vldkna ostie
vyniknou. Po oplachu v destilované vod¢ jsou jddra dobarvena hematoxylinem (asi 1
min).

PAS reakce

Deparafinované fezy se oxiduji v 1 % kyselin€ jodisté po dobu asi 10 - 60 min. Po
oplachu ve vod¢ na né€ nechdme ve tmé piisobit Schiffovo reagens po dobu 20 min.
Po 10 minutovém prani fezi v tekouci vodé se objevi Cervenofialové zbarveni
v misté pfitomnych polysacharidi. Jadra se dobarvi Harrisovym hematoxylinem.
Barveni alcianovou modii

Deparafinované a ve vod¢ vyprané fezy jsou barveny 1 — 2 hod 1 % roztokem
alcidnové modii v 3 % kyselin¢ octové. Po dikladném oplachu ve vodé dobarvime
roztokem jadrové Cervené (kolem 10 min). Slouzi k elektivnimu prikazu kyselych

mukopolysacharidt. (Vacek Z, 1972)
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3. VYSLEDKY

3.1 Lidsky beta defensin 1 (HBD - 1)

3.1.1 Zdrava nosni sliznice

HBD-1 byl ve zdravé nosni sliznici nalezén ve vétSim mnoZzstvi. Jeho pfitomnost

Obr. 15: Zdravd nosni sliznice — pritkaz pritomnosti HBD-1 v serosnich lunuldch

sekrecnich oddilu Zldz. Ve vyvodech je patrna disociovand distribuce. Reakcni
produkt vypliiuje nékteré bunky od bazdlniho oddilu aZ po apikdlni povrch, v jinych
prakticky chybi, a to zvldsté pri prechodu vyvodu do povrchového rasinkového typu
vystelky (vlevo). Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj.

63x.
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byla potvrzena v bunikdch vystelky zldzovych vyvodil i v serosnich elementech
sekreCnich oddila Z7laz (tj. predev§im v serosnich lunuldch termindlnich partii
mucinosnich tubuld). Naproti tomu vSak nebyl ve sledované zdravé sliznici HBD-1

zachycen v povrchovém epitelu.

3.1.2 Nosni polypy bez Staphylococcus aureus

V tomto materidlu nebyla pifitomnost HBD-1 zachycovdna pravidelné. Mirna

positivita byla pozorovdna pouze v apikdlni oblasti cytoplasmy néckterych bunék

povrchového vicetadého cylindrického epitelu. V nékterych vzorcich byl tento

defensin prokazovan také v cytoplasmé serosnich bunék sekre¢nich oddilu zlaz.

Obr. 16: Nosni polyp — prikaz HBD-1 v apikdlnich cdstech bunék povrchového
viceradého cylindrického epitelu a v serosnich bunkdch seromucinosnich Zldz. Také
cytoplasma tady plasmatickych bunék i nékterych makrofdgu vykazuje pritomnost
reakcniho produktu. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem.

Obj. 63x.
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3.1.3 Nosni polypy s pfitomnym Staphylococcus aureus

Prokazovana produkce HBD-1 ve tkdni nosnich polypli s prokdzanou infekei S.
aureus byla velmi sporadickd, pozitivita byla nalézdna pouze ojedinéle v povrchovém
vicetadém cylindrickém epitelu aspiSe v jednotlivych buikdch vyvodi zlaz.

Precipitat v cytoplasmé bunék mél maximélng jemné granuldrni charakter.

3.1.4 Zdrava tonsila palatina

Pravidelné, ale v pomérné malém mnoZstvi, byl HBD-1 zachycovan zejména

v povrchovém vrstevnatém dlazdicovém epitelu.

Obr. 17: Zdravd tonsila palatina — pritomnost HBD-1 v povrchovém vrstevnatém

dlaZdicovém epitelu nerohovéjicim. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno

hematoxylinem. Obj. 63x.

Reakéni produkt vyploval povrchnéjSi vrstvy stratum spinosum v granuldrni

podobé, nikoliv vSak v povrchnéjSich vyraznéji oplostélych bunikdch. Také nebyla
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doklumentovana exprese HBD-1 ve celém stratum germinativum, naproti tomu se
srazenina pozitivniho vysledku priikazu objevovala v subepitelové partii lamina
propria mucosae. Na zdkladé detailnéjSich pozorovani 1ze soudit, Ze Cast popisované

detekce tohoto defensinu muze byt lokalizovana i extracelularné.

3.1.5 Tonsila palatina s chronickym zanétem

V zéanétlivé zménénych tonsilach byl vyskyt HBD-1 pozorovan nepravidelné, a to
zejména v povrchovém vrstevnatém dlazdicovém epitelu prakticky ve vrstvach

bunék dlazdicovych od povrchu az po polyedrické elementy stratum spinosum.

3.1.6 Tonsila palatina s karcinomem

V karcinomové tkani byl HBD-1 detekovan v povrchovém vrstevnatém dlazdicovém
epitelu. Vyznamné byly ndlezy vysoké hustoty reakéniho produktu v keratinovych
perlach, které predstavuji prakticky konstantni morfologické figury termindlné
diferencivanych bunék s masivnimi projevy keratinizace na strané jedné, kdeZto
jindy se jevi jako elementy s prakticky chromofobni cytoplasmou. Podle toho se také

lisi droven exprese sledovaného defensinu.
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Obr. 18: Karcinom tonsila palatina — HBD-1 v rozdilnych iirovnich exprese v

epitelovych karcinomovych perldch. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno

hematoxylinem. Obj. 40x.
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3.2 Lidsky beta defensin 2 (HBD - 2)

3.2.1 Zdrava nosni sliznice

Defensin HBD-2 piedstavuje v porovnani s HBD-1 podstatné rozsitenéjsi expresi
findlniho antibiotického peptidu. Vyskytoval se ve vysoké densité precipititu
zejména ve 7zlazovych formacich, a to jak v sekreCnich oddilech (v basdlnich i
supranukledrnich oblastech cytoplasmy serosnich bungk), tak i v cytoplasmé bunék

vystelky vyvodu zlaz.

Obr. 19: Zdravd nosni sliznice — pritkaz HBD-2 v serosnich bunkdch sekrecnich

oddili Zldz. Distribuce reakcniho produktu zasahuje jak basdlni, tak i apikdlni zony
cytoplasmy. Nékteré ndlezy naznacuji i basoapikdlni gradient uspordddni.

Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.2.2 Nosni polypy bez Staphylococcus aureus

HBD-2 byl pravidelné€ nalézan v apikdlni cytoplasmé bunék povrchového vicetadého
cylindrického epitelu. Reakéni produkt mél viceméné granuldrni charakter. Difuzni
uspofdddni tohoto defensinu bylo zachyceno v bazdlnich partiich povrchového
epitelu, tedy v buiikdch basdlnich, piipadné elementech nedosahujicich povrchu
epitelu. V jejich sousedstvi jsou pak patrny i buiky, které jsou rozprostieny od
v nich je pak granuldrni struktura precipititu histochemické markerové reakce az

v apikdlnim oddilu.

Obr. 20: Nosni polyp — HBD-2 v povrchovém viceradém cylindrickém epitelu.
Difuzni usporddadni defensinu v bunkdch basdlnich a elementech nedosahujicich
povrchu epitelu (), Druhym predilekcnim mistem je lokalizace v apikdlnim oddilu

lumina dosahujicich bunék (—). Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Obj. 63x.
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3.2.3 Nosni polypy s pritomnym Staphylococcus aureus

V materidlu s prokdzanou infekci S. aureus byla obecné droven prikazu HBD-2
velmi nizkd, pozitivita byla pozorovana pouze ojedinéle ve vicetadém cylindrickém
epitelu pokryvajicim povrch polypu a v jednotlivych buinikdch vyvodu zlaz. Precipitat
v cytoplasmé bun€k mél jen velmi difusn€ granuldrni charakter, jehoZ dokumentace

byla vzhledem k jejich superposici prakticky nerealna.

3.2.4 Zdrava tonsila palatina

Nélezy HBD-2 ve vrstevnatém dlazdicovém epitelu zdravé tonsily jsou ponékud
nesourodé. Zatimco v nékterych tonsilach se precipitat positviniho pritkazu defensinu
objevuje v jednotlivych polyedrickych buiikdch stratum spinosum v podob¢ relativné
rovnomérné distribuce v cytoplasmé s vynechdnim oblasti Golgiho komplexu
v paranukledrni pozici, jiné vzorky zdravych tonsil jsou pak zcela bez znacky
prikazu kienové peroxidasy. Bezesporu zajimavym pozorovanim jsou nélezy
hutnych agregaci reak¢niho precipititu ve znacné oplostélych bunkach povrchnich
vrstev, které naznacuji, Ze v souvislosti s termindlni diferenciaci nedoslo k exocytose
syntetizovaného defensinu. Zda je to proces universalni nebo vazany jen na ojedinélé
buiiky, nemohlo byt dosud spolehlivé prokdzano. Naproti tomu extracelularni vyskyt
reakéniho produktu v subepitelové lokalisaci, jakoZ i v cytoplasmé mononukledrnich
elementd pocinaje plasmatickymi bunikami a konce makrofdgy, dokresluje situaci

zdravé tonsily.
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Obr. 21: Zdravd tonsila palatina — vyskyt HBD-2 v podobé relativné rovnomeérné

distribuce v cytoplasmé jednotlivych polyedrickych bunék ve stratum spinosum
vrstevnatého dlazdicového epitelu (—). Zajimavé jsou ndlezy hutnych agregaci
reakcniho precipitdtu ve znacné oplostélych burnkdch povrchnich vrstev epitelu ().
Subepitelové je reakcni produkt uloZen extra- i intraceluldrné. Imunoperoxidasovd

reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

3.2.5 Tonsila palatina s chronickym zanétem

Vliv chronického zdnétu na morfologicky obraz produkce HBD-2 byl vyjadien
zejména v povrchovém vrstevnatém dlazdicovém epitelu, a to od povrchu, pies
stratum spinosum aZ po suprabasdlni bunky, ale také kromé& jiZ popsaného intra- i
extracelularntho vyskytu v lamina propria mucosae rovnéZ v margindlnich zénéach

lymfatickych folikuli.
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Obr. 22: Tonsila palatina s chronickym zdnétem — HBD-2 je pritomen v masivnim
mnozstvi v povrchovém vrstevnatém dlaZdicovém epitelu od suprabasdlnich bunék az
po apikdlni vrstvy. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem.

Obj. 63x.

3.2.6 Tonsila palatina s karcinomem

Karcinomatosni zvrat tonsila palatina se odrdzi ve znan¢ markantni podobég
inhibované produkce HBD-2. Reak¢ni produkt byl rozprostien zcela nepravidelné v
cytoplasmé jen ojediné€lych bunck stratum spinosum dlazdicového epitelu, déle byl
zachycen v jednotlivych makrofdzich v intraepitelové lokalizaci, ale pouze ve
stopovych mnoZzstvich. HBD-2 byl naproti tomu dobie registrovdn v nckterych
bunikdch tonsilarniho stromatu, kde jej pravdépodobné exprimuji makrofdgy i

mikrofagy.
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Obr. 23: Karcinom tonsila palatina — HBD-2 v nékterych buiikdch stromatu,

pravdeépodobné v makrofdzich i mikrofdzich. Imunoperoxidasovd reakce (DAB).

Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.3 Lidsky beta defensin 3 (HBD - 3)

3.3.1 Zdrava nosni sliznice

HBD-3 byl nalézdn ve velmi vysokych hladindch zejména v oblastech 7l4z a to jak
v sekrecnich castech (v cytoplasmé serosnich bungk), tak i v cytoplasmé bunék
Zlazovych vyvodu. Tento defensin byl nalezen ve vysokych hladindch také difusné

v cytoplasmé bun€k povrchového vicetadého cylindrického epitelu.

Obr. 24: Zdravd nosni sliznice — pritomnost HBD-3 v povrchovém viceradém
cylindrickém epitelu a v serosnich buiikdch Zldazovych oddilii. Také mononukledry
v lamina propria vykazuji expresi vySetiovaného defensinu. Imunoperoxidasovd

reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.3.2 Nosni polypy bez Staphylococcus aureus

HBD-3 byl v tomto materidlu detekovan difusné v perinukledrni oblasti cytoplasmy
bunék povrchového vicetadého cylindrického epitelu, granuldrni charakter mél jeho
vyskyt v apikdlnich ¢&astech cytoplasmy téchto bunck stejné jako v buiikdch
sekre¢nich oddila 714z. Positivita reakce byla zjisténa také v nekterych fibroblastech
a makrofazich edematosniho stromatu polypl. Zvlastni pozornost zasluhuji nilezy

reakéniho produktu v cytoplasmé endotelovych bunc¢k malych cév.

2

Obr. 25: Nosni polyp — detekce HBD-3 v povrchovém viceradém C).zlindr-ic-kém

epitelu, serosnich bunkdch zldz, endotelovych bunkdh malych vén i v bunkdch

intersticia. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

3.3.3 Nosni polypy s pfitomnym Staphylococcus aureus

Produkce HBD-3 ve tkdni nosnich polypt s prokdzanou infekci S. aureus byla velmi

nizkd, pozitivita imunohistochemického priikkazu byla nalézdna pouze ojedinéle v

povrchovém vicefadém cylindrické epitelu a v isolovanych buiikich vyvodu Z7laz.

Precipitat v cytoplasmé bunck mél jemné granularni charakter.

3.3.4 Zdrava tonsila palatina

HBD-3 byl zjistén ve stejnych lokalizacich jako HBD-2, tj. pfedevS§im ve stratum

spinosum vrstevnatého dlaZzdicového epitelu zdravé tonsildrni tkdng, ale ve vétSim
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mnozstvi. Dals{ lokalizaci, ve které byl HBD-3 pravidelné nalézdn ve vysoké densité

reakéniho produktu, byla cytoplasma endotelovych buné€k malych vén, jakoZ i ve

vénéch s vysokym endotelem (HEV).

Obr. 26: Zdravad tonsila palatina — vyskyt HBD-3 v endotelovych buiikdch malych

vén ve stromatu. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj.

63x.

3.3.5 Tonsila palatina s chronickym zanétem

HBD-3 byl detekovdn ve vysokych hladinidch v povrchovém vrstevnatém
dlazdicovém epitelu od povrchu az do stratum spinosum. Reakéni produkt byl také

nalézan v cytoplasm¢ bunc¢k v margindlnich oblastech lymfatickych uzlikii stejné

jako v bunkdch endotelovych.
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Obr. 27: Tonsila palatina s chronickym zdnétem — detekce HBD-3 ve vrstevnatém
dlaZdicovém epitelu. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem.

Obj. 63x.

3.3.6 Tonsila palatina s karcinomem
HBD-3 byl zjistén v cytoplasmé bunck stratum spinosum povrchového vrstevnatého

dlazdicového epitelu, ale nebyl piitomen v keratinovych perldch. Také zde byl

reak¢ni produkt zachycen opakované v cytoplasmé endotelovych bunék.
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Obr. 28: Tonsila palatina s karcinomem — pritomnost HBD-3 v cytoplasmé bunék

stratum spinosum vrstevnatého dlaZdicového epitelu. Keratinovd perla bez

pritomnosti HBD-3. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Obj. 63x.
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3.4 Endotelova syntasa oxidu dusnatého (eNOS)

3.4.1 Zdrava nosni sliznice

Endotelovd syntasa oxidu dusnatého byla ve zdravé nosni sliznici prokazovédna
zejména v cytoplasmé bunck v serosnich lunuldch Zldzek a v pozoruhodné vysoké
hustoté byl také reakéni produkt zachycovin v cytoplasmé endotelovych bunék
malych, tenkosténnych vén. Je zajimavé, Ze distribuce enzymu v serosnich bunkéch
pokryva prakticky vétSinu cytoplasmy a vynechdvd prakticky jen malou
supranukledrni lokalitu, kterd odpovidd umisténi formaci Golgiho komplexu (Obr.

29).

Obr. 29: Zdravd nosni sliznice — pritomnost reakcniho produktu eNOS v serosnich

bunkdch Zldz a v cytoplasmé endotelovych bunék malych vén. Imunoperoxidasovd

reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.4.2 Nosni polypy

Ptitomnost eNOS byla pravidelné potvrzovana v apikdlni ¢asti cytoplasmy blizké
basdlnim téliskiim fasinek vicefadého cylindrického epitelu, na nékterych mistech se
dokonce jevi granuldrni precipitit diaminobenzidinu dokonce i v samotnych
fasinkdch. RovnéZ v perinukledrni cytoplasm¢ basdlnich bunék byla zachycovéina
distribuce reakéniho produktu. Vyraznd a prakticky konstantni byla pifitomnost této
syntasy v metaplasticky pfeménéném povrchovém epitelu, ale také ve fibroblastech
lamina proria mucosae. ZvI4sté vysoka troven exprese byla potvrzena predev§im v

cytoplasmé bunék vystelky vén s vysokym endotelem (HEV).

-

o L
Obr. 30: Nosni polyp - eNOS v apikdlni cdsti cytoplasmy bunek viceradého

cylindrického epitelu. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem.

Obj. 63x.

3.4.3 Zdrava tonsila palatina

Ve zdravé tonsile byla eNOS obvykle pozorovdna zejména v cytoplasmé

endotelovych bunék vén s vysokym endotelem. DalSi lokalizaci eNOS byla
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cytoplasma vybézkli bun€k v zarodecnych centrech sekunddrnich lymfatickych
folikull, kde se jako exprimujici nabizeji jednak fibroblasty, jednak i dendritické

buniky.

Obr. 31: Zdravd tonsila palatina — vysokd positivita pritkazu eNOS v cytoplasmé

endotelovych bunék vén svysokym endotelem. 'V lymfatické sloZce vykazuji
pritomnost  reakcniho produktu 1 vybézky jednotlivich bunék stromatu.

Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

3.4.4 Tonsila palatina s chronickym zanétem

Vysokou positivitu prikazu eNOS bylo mozZno pozorovat v cytoplasmé bunck
povrchového vrstevnatého dlazdicového epitelu, a to predev§sim v povrchngjsich
oblastech stratum spinosum. Ddle pak byla zachycovéna pfitomnost prokazovaného
enzymu 1 v n¢kterych mononukledrech tonsilarniho stromatu a opét v zdrode¢nych
centrech lymfatickych folikuli. Konstantné byla eNOS prokazovina v cytoplasmé

endotelovych bun€k malych vén.
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dlaZdicovém epitelu, v cytoplasmé mononukledrii ve stromatu a v endotelovych

bunkdch malych vén. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem.

Obj. 63x.

3.4.5 Tonsila palatina s karcinomem

eNOS byla detekovdna zpravidla ve velkém mnoZstvi zejména v keratinovych

perlach povrchového vrstevnatého dlazdicového epitelu.

ST IO T T e
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Obr. 33: Tonsila palatina s karcinomem. a) Vyskyt eNOS v keratinovych perldch

karcinomem postiZené tonsily. Obj. 20x, b) Pozitivita eNOS v elementech keratinové
perly. Ve vétsiné bunék jsou patrna zachovand jddra. Obj. 63x, c) Vyskyt eNOS
v cytoplasmé  endotelovych bunék vén s vysokym endotelem. Obj. 63x.

Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem.
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Naproti tomu v cytoplasmé endotelovych bunék cév ve stromatu tonsily bylo

mnoZzstvi reakéniho produktu evidentné v niZ$i hustoté nez v nepostizenych

orgénech (obr. 33¢ versus obr. 32).
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3.5 Proliferaéni marker Ki-67

3.5.1 Zdrava nosni sliznice

Ve zdravé nosni sliznici poskytuje pouZiti proliferacniho markeru Ki-67 ptekvapivé
sporadické vysledky. Prakticky jen ojedinélé proliferujici buiiky byly pozoroviny

v sekrecénich oddilech seromucinosnich Zlaz.

Obr. 34: Zdravd nosni sliznice — prikaz proliferacniho markeru v ojedinelé

burice sekrecniho oddilu Zldzy. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno

hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.5.2 Nosni polypy

Proliferacni marker byl nalézdn v basdlnich bunkéch, ale predev§im vysSich
elementech povrchového vicetadého cylindrického epitelu. Ojedinéle byly
pozorovany proliferujici endotelové bunky ve stromalnich cévach nosnich polypa.

Rovnéz nepravidelné byla potvrzovéna proliferace buné€k stromatu.

cylindrickém epitelu a ve vazivovém stromatu. Imunoperoxidasovd reakce (DAB).

Dobarveno hematoxylinem. Obj. 40x.

3.5.3 Zdrava tonsila palatina
Zpravidla jen ojediné€lé proliferujici buiikky byly nalézdny v zdrode¢nych centrech

lymfatickych folikuld, v n€kterych vzorcich také v basdlnich bunkach vrstevnatého

dlazdicového epitelu.
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3.5.4 Tonsila palatina s chronickym zanétem

Pocetné proliferujici buniky byly nalezeny v zdrodeCném centru lymfatickych

folikulti, stejn¢ jako v basdlnich vrstvach povrchového vrstevnatého dlazdicového

epitelu.

P ™ o d Tk
Obr. 36: Tonsila palatina s chronickym zdnétem. Proliferacni marker Ki-67. Vyskyt
proliferujicich bunék v parabasdlni zoné vrstevnatého dlaZdicového epitelu a

v zdrodecném centru lymfatického folikulu. Imunoperoxidasovd reakce (DAB).

Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.5.5 Tonsila palatina s karcinomem

Proliferujici buniky byly lokalisovany zejména v zarodeCnych centrech lymfatickych

folikulti, ve stromdlnich bunkach a vzacnéji také v centru keratinovych perel epitelu.

Obr. 37: Tonsila palatina s karcinomem. a) Pritomnost proliferujicich bunék

v zdrodecném centru lymfatického folikulu. Obj. 40x, b) Proliferujici burnky ve
stromatu. Obj. 63x, c) Pozitivita Ki-67 v centru keratinové perly. Obj. 63x.

Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem.
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3.6 Apoptoticky marker ,,cleaved caspase 3¢

3.6.1 Zdrava nosni sliznice

Ve zdravé nosni sliznici nebyla nalezena pozitivita apoptotického markeru ,,cleaved
caspase 3%, coz dovoluje predstavu o velmi limitovaném vyskytu apoptotickych
procest, coz lze zvlaste¢ dobie pochopit u vystelky. Zde totiZ podobné jako v jinych
dutych orgdnech mohou buiiky pfi vstupu do apoptosy tak rychle ztracet integrinové
vazby na sousedni elementy, Ze prekotné opoustéji epitel, coz ovliviiuje i Cetnost

zachytu.

3.6.2 Nosni polypy
V nosnich polypech byla apoptotickd téliska ojedinéle nalézdna v povrchovém

vicefadém cylindrickém epitelu. V n€kolika vzorcich byla zjiSténa v lamina propria

mucosae nosnich polypii.
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Obr. 38: Polyposis nasi — ,,cleaved caspase 3“. a) Apoptotické télisko v povrchovém

viceradém cylindrickém epitelu, b) Apoptotické telisko v edematosnim stromatu.

Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

3.6.3 Zdrava tonsila palatina

Ve zdravé tonsile nebyla doposud pozorovana pozitivita prikazu aktivované kaspazy

3, coz lze pochopit u bun¢k lymfatické tady s relativné dlouhym biologickym

poloCasem, ale ptfekvapivd je tato skuteCnost v oblasti tonsilarnich krypt. V této

lokalité by se totiz u termindlné diferencovanych povrchovych dlazdicovych bunék

dala bezesporu ocekavat.

3.6.4 Tonsila palatina s chronickym zanétem

V tonsile postizené chronickym zanétlivym procesem byla apoptotickd téliska

nalezdna spiSe ojedinéle. Jejich vyskyt v§ak byl vdzan zejména na oblast
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zarode¢nych center sekundarnich lymfatickych folikuld.

3.6.5 Tonsila palatina s karcinomem

Apoptoticky proces byl potvrzen ndlezy Stépené, tedy aktivované, kaspasy 3
v jednotlivych polyedrickych bunkéach s jadry v nékterych keratinovych perldch
vrstevnatého dlaZzdicového epitelu. Precipitdt reakéniho produktu méa granuldrni
povahu a je distribuovén prakticky po celém rozsahu cytoplasmy, z ¢ehoZz Ize soudit
na ubikvitni charakter nastartované programované bunécné smrti. Daleko fid¢eji byly

pozorovany zndmky apoptosy v zarode¢nych centrech lymfatickych folikult.

sl

Obr. 39: Tonsila palatina s karcinomem. Detekce ,,cleaved caspase 3 v centru

keratinové perly. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem.

Obj. 63x.
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3.7 Vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor
(VEGF/VPF)

3.7.1 Zdrava nosni sliznice

VEGEF byl prokazovan v cytoplasm¢ serosnich bunék serosnich lunul 7l4z, v nichz
m¢l precipitat granuldrni charakter a byl rozptylen prakticky po celém rozsahu
cytoplasmy. Naproti tomu v cytoplasmé bunék zldzovych vyvodi bylo moZno
pozorovat vyS$i expresi tohoto rastového faktoru v supranukledlnich oddilech a
k pravidelnym ndlezim patfila distribuce reakéniho produktu o vysoké hustoté v

cytoplasmé endotelovych bun¢k predevsim vén o malém priameéru.

Obr. 40: Zdravd nosni sliznice — VEGF. a) Pritomnost VEGF v serosnich burnkdch

sekrecnich oddilu Zldz, b) Pritkaz VEGF v cytoplasmé bunék Zlazovych vyvodii, c)

VEGF v cytoplasmé endotelovych bunék venul. Imunoperoxidasovd reakce (DAB).

Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

3.7.2 Nosni polypy

Také v nosnich polypech dominovaly ndlezy VEGF v cytoplasmé¢ serosnich bunék

smiSenych 7Zldz (i zde mél barevny precipitit granuldrni charakter), jakoZ i
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v cytoplasmé bun¢k Zlazovych vyvoda a v endotelovych bunikdch malych vén. Dale
byla exprese VEGF zachycena v basalnich partiich povrchového vicetadého

cylindrického epitelu. Pozoruhodnym ndlezem pak byla vysokd hustota reakéniho

produktu v cytoplasmé pocetnych fibroblastii v ,,jelly like* stromatu.

Obr. 41: Nosni polyp. Imunoperoxidasovd reakce (DAB) a) Prikaz VEGF
v serosnich bunikdch sekrecniho oddilu Zldzy. Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x,

b) Ndlez VEGF v cytoplasmé fibroblastit v edematosnim stromatu. Obj. 63x, c)
VEGF v cytoplasmé endotelovych bunék malych vén. Obj. 40x.
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3.7.3 Zdrava tonsila palatina

VEGEF byl nalézén v cytoplasmé endotelovych bunék malych vén, vén s vysokym
endotelem (HEV), ale stejné tak v cytoplasmé epitelovych bunék stratum spinosum
povrchového vrstevnatého dlazdicového epitelu. Pro tplnost je tfeba poznamenat, Ze
1 v tonsile 1ze zjistit expresi VEGF v jednotlivych buiikdch stromatu, podle pomérné

dlouhych vybézkl patrné rovnéZz fibroblasti, podobné jako tomu bylo u nosnich

polypt.

Obr. 42: Zdrava tonsila palatina. Pritkaz VEGF v cytoplasmé endotelovych bunék
vén s vysokym endotelem. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno

hematoxylinem. Obj. 63x.

3.7.4 Tonsila palatina s chronickym zanétem
Ptitomnost VEGF byla zjiSténa v cytoplasmé endotelovych bunék malych cév

(arteriol i vén) a v povrchnich vrstvach stratum spinosum vrstevnatého dlazdicového

epitelu.
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Obr. 43: Tonsila palatina s chronickym zdnétem. Pritkaz VEGF. Imunoperoxidasovd
reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. a) VEGF distribuovdn nerovnomeérné
zejména v povrchni zoné stratum spinosum vrstevnatého dlaZdicového epitelu, Obj.

40x, b) VEGF v cytoplasmé endotelovych bunék vén s vysokym endotelem, Obj. 63x.

3.7.5 Tonsila palatina s karcinomem

Karcinomatosni proces je v tonsile provdzen velmi vyraznou pozitivitou prikazu
VEGF, a to prakticky ve vSech bunkach povrchového vrstevnatého dlazdicového
epitelu. Reakéni produkt diaminobenzidinové hnédi mé granuldrni texturu a €asto lze
pozorovat urcity baso-apikdlni gradient s maximem exprese v nejpovrchnéjSich
dlaZzdicovych elementech. Cytoplasma téchto bunck vykazuje Casto aZ homogenni
precipitat. Také v cytoplasmé endotelové vystelky malych cév vcetné kapilar lze
detekovat pritomnost peroxidasového markeru imunohistochemického prikazu

VEGF.
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Obr. 44: Tonsila palatina s karcinomem. Ndlez VEGF v celém rozsahu vrstevnatého
dlaZdicového epitelu i v cytoplasmé endotelovych bunék subepitelovych vén.

Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.8 Transforming growth factor beta (TGF- )

3.8.1 Zdrava nosni sliznice

TGF-B byl prokazovan v basdlnich partiich vicetadého cylindrického epitelu, ktery

pokryva povrch sliznice. Kromé toho byl nerovhomérné distribuovdn v cytoplasmé

serosnich bunék tuboalveolarnich zlazek.

Obr. 45: Zdravd nosni sliznice. Pritkaz TGF-f v serosnich bunkdch tuboalveoldrnich

Zldzek. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 40x.

3.8.2 Nosni polypy

Vyskyt TGF-B byl pozorovdn piedev§iim v epitelovych komponentich, a to
v basdlnich oddilech vicetadého cylindrického epitelu, ktery kryje povrch polypd,
jakoZ 1 v cytoplasmé serosnich bun€k sekre¢nich lunul Zl4z. Nejvyssi exprese tohoto
rustového faktoru byla pozorovdna v nerovnomérném rozloZeni v metaplasticky

transformovaném povrchového epitelu.
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L R fL 4 . v ) ladae . .
Obr. 46: Nosni polyp, prikaz TGF-f. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno
hematoxylinem. Obj. 40x. a) Nerovnomerné ndlezy TGF-f v metaplastickém

povrchovém epitelu, b) Detekce TGF-f v serosni linii bunek sekrecnich oddilii Zldz.

3.8.3 Zdrava tonsila palatina

TGF-B byl zachycovdn v povrchovém vrstevnatém dlazdicovém epitelu, a to
v rizném uspotfdddni v hornich partiich stratum spinosum (zde byl lokalizovin
intraceluldarné v cytoplasmé oplostélych polyedrickych bun€k) ve srovnéni s hlubSimi
oblastmi stratum spinosum, kde prukaz tohoto ristového faktoru ztetelné lemoval
interceluldrni  prostory s typickymi periodickymi  projasnénimi v mistech
desmosomovych kontaktii (byl pfitomen extraceluldarn€¢). Ddle byl pozorovin
v cytoplasmé endotelovych bun¢k malych cév. Pritomnost TGF-f3 nebyla prokdzana

v lymfatické sloZce tonsily.
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T
Obr. 47: Pritkaz TGF-f v povrchovém vrstevnatém dlaZdicovém epitelu zdravé

tonsila palatina. V hornim oddilu stratum spinosum byl pozorovdn intraceluldrné
v cytoplasmé bunék, kdeZto v hlubsich partiich extraceluldrné. Imunoperoxidasovd

reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

3.8.4 Tonsila palatina s chronickym zanétem

Zanétlivy proces modifikoval vyskyt TGF-f ve stratum spinosum vrstevnatého
dlazdicového epitelu takovym zptsobem, Ze v granularni podobé¢ je reak¢éni produkt
pfitomen v oplostéle polyedrickych bunikdch (Sipky smeéfujici vlevo) povrchnich
oblasti, kdeZzto smérem klamina basalis byla extracelularni distribuce
v interceluldrnich prostorech zcela potlacena (Sipky sméfujici vpravo). V
zarode¢nych centrech lymfatickych folikulti byla prokazdna exprese jen v mensi

mife.
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Obr. 48: Prikaz TGF-f ve stratum spinosum povrchového vrstevnatého

dlaZdicového epitelu zdnétlivé postizené tonsily (Sipky smérujici vlevo).
Interceluldrni sStérbiny ve stratum spinosum jsou zietelné transparentni (Sipky
smérujici vpravo). Vysokd koncentrace reakcéniho produktu v nejpovchnéjsich
plochych  bunkdch epitelu. Imunoperoxidasovd reakce (DAB). Dobarveno

hematoxylinem. Obj. 63x.

3.8.5 Tonsila palatina s karcinomem

Positivita TGF-B byla vyrazngjs$i v povrchovém vrstevnatém dlaZzdicovém epitelu a
to ve stratum spinosum. V celém rozsahu stratum spinosum byla zjiSténa

intracelularni lokalizace.
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Obr. 49: Tonsila palatina s karcinomem. Intraceluldrni positivita TGF-§ ve stratum

spinosum povrchového vrstevnatého dlaZdicového epitelu. Imunoperoxidasovd

reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.9 Kvantitativni shrnuti vysledki

EPITEL | NS |pOLYP bez | PoLYpso | TONSILA | ghrorie | TONSILA
SLIZNICE | S.aureus | S.aureus zanét
HBD-1 - + +- + + ++
HBD-2 - ++ +- +- +++ +-
HBD-3 | +++ ++ +- + +++ ++
eNOS - ++ - +++ | +++
VEGF - + + ++ | +++
TGF-B + ++ ++ + +++
Ki-67 - ++ +- ++ ++
Caspase3 - +- - - +
ZLAZKY| ‘NOSNI | PoLYPbez | PoLYpses. | TONSILA | crioriy, | TONSILA
SLIZNICE | S.aureus aureus zanét
HBD-1 ++ + +- / / /
HBD-2 | 44+ - +- / / /
HBD-3 +++ ++ += / / /
eNOS +4 - / / /
VEGF ++ +++ / / /
TGF-B ++ + / / /
Ki-67 +- - / / /
Caspase3 - - / / /
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STROMA| ‘NOSNI | PoLYp bez | PoLYP se | TONSIA | dric | TONSILA
SLIZNICE | S.aureus | S.aureus zanét
HBD-1 - - - + - -
HBD-2 - - - + ++ +-
HBD-3 ++ + - + ++ -
eNOS +++ ++ ++ ++ +
VEGF - +++ - - +=
TGF-B + + + ++ +
Ki-67 - + +- +++ | +++
Caspase3 - +- - +- +-
ENDOTEL| “NOSNI POLYP 36 | POLYP bez TONSILA :rgyrim TONSILA
SLIZNICE | S.aureus | S.aureus zanét
HBD-1 - - - - - -
HBD-2 - - - - - -
HBD-3 - ++ - ++ ++ ++
eNOS +++ +++ +++ | +++ +
VEGF +++ +++ ++ ++ ++
TGF-B - - + - +
Ki-67 - +- - - -
Caspase3 - - - - -

99




4. DISKUSE

Okolni prostfedi obsahuje nepieberné mnoZstvi patogent, které predstavuji redlné
nebezpe¢i infekce. Nejprost$i cesta, kterou patogenni mikroorganismy mohou
vstoupit do organismu, jsou vstupni brany komunikace vnitfnich kompartmenti
organismu s okolim, a to permanentn¢ fungujici systém dychaci, intermitentné
fungujici horni ¢ast traviciho systému — dutina Ustni a orofarynx vcetné tonsil pfi
pfijmu potravin a konecn€ vyluCovaci cesty, predev§im mocové a pohlavni.
Potencidlni patogeny jsou piitomny ve vdechovaném vzduchu i v polykané potravé.
Je obecné¢ pfijimano, Ze jedno z nejjednodussich mist vstupu infekce do organismu je
sliznice dychacich cest. Proto je velmi dileZzité, Ze existuje celd fada mechanismi
chranicich organismus proti infekci. K témto obranym mechanismim patii
neporusend a prubézné obnovovand integrita povrchového epitelu, distribuce bun¢k
imunitniho systému ve sliznici, mukocilidrni apardt a jeho specifickd clearance a
konecné antimikrobidlni latky endogenniho pivodu v povrchové tekutiné dychacich
cest a na povrchu epitelu horni ¢asti traviciho systému. V hornich cestdch dychacich
se nalézd piimo ve sliznici mnoho elementd lymfatické ftady. Patfi k nim
nasofaryngedlni tonsily, faryngova tonsila, lingudlni tonsila a tonsily patrové — jsou
to specialisované agregace bunck lymfatické linie, které svym uskupenim patii do
tzv. Waldayerova lymfatického okruhu, ptisobiciho jako vyznamny detektor aktudlni
antigenni zatéZe organismu a tim i moderator imunitnich odpovédi.

Pokud jeden nebo vice obrannych mechanismu selze, je usnadnén vstup patogennich
mikroorganismii do organismu a rozvoj infekéntho onemocnéni nejriznéjsiho
rozsahu (Hellings P et al., 2000).

Jako zastupce hornich cest dychacich, kromé¢ jiného i kvtli dostupnosti vzorki pro
zpracovani a studium, zde byla vybrana sliznice dutiny nosni. Patrova tonsila byla
vybrdna pro svou lokalizaci v orofaryngu — tzn. v misté kiiZeni cest dychacich a
polykacich a samozifejmé opét pro Casté klinicky indikované opera¢ni zékroky, pti
nichZz bylo moZno ziskat vzorky. Navic pak, chronicky zanét tonsil a nosni sliznice
ma mnoho spole¢nych mechanismu. PiestoZe je tonsila lymfatickym organem se
seskupenim mnoha bunék imunitniho systému, mizZeme podobné ovSem spiSe

v diseminované podobé mnoho takovych bunék nalézt i ve sliznici nosni.

100



Polyposis nasi je piikladem chronického zanétu nosni sliznice. Je to relativné Casté
onemocnéni spojené s poruchami imunitni odpovédi organismu. Jsou zndmy nékteré
etiopatologické faktory, mezi néZ patii napf. astma bronchiale, rhinitis chronica nebo
sinusitis chronica. V histologickém obrazu nosni polyposy dominuje “jelly-like”
mezibunécnd hmota se zanétlivou infiltraci mononukleéry, eosinofily, plazmatickymi
a zirnymi bunikami (viz obr. 3, 5 a 6), jindy pfevaha seromucinosnich Zlazek na tkor
stromatu (obr. 4). Ve vzorcich tonsil ziskanych od pacientii s chronickou tonsilitidou
dominuje v kryptach, diky cetnym migrujicim lymfocytim, zfeteln¢ rozvldknény
transformovany povrchovy epitel. V karcinomatosnich tonsilach vystupuje obvykle
do popfedi stimulovana proliferace bunck vrstevnatého dlaZzdicového epitelu, Casto
s alteraci epitelo-vazivovych vztaht, a to i naruSenim basdlni membrany. V mase
intermedidrnich vrstev epitelu (stratum spinosum), nékdy az s penetraci do stromatu,
je konec¢né prakticky konstantnim nalezem tvorba keratinovych perel (obr. 14, 28, 33
a 39), pruivodnim znakem také ubytek lymfatické slozky na dkor tkdné epitelové i
vazivové, v niZz piibyva vlaknité slozky (fibrosa). Je také znamo a ma podporu
v literarnich datech, Ze chronicky zanét muze upregulovanou stimulaci bunétné
proliferace usnadiiovat, ne-li dokonce pfimo iniciovat maligni zvrat. Pfesny
mechanismus maligni transformace v zadnétlivé tkdni neni zatim plné¢ objasnén.
Predpoklada se souvislost vystupnované proliferace bun€k s vyS$Sim rizikem mutaci
v genomu a tim i nddorové transformace.

K antimikrobidlnim substancim, které pomahaji chranit povrch sliznice pted infekci,
patii defensiny. Tyto latky ptisobi jako endogenni antibiotika (endogenni antibiotické
polypeptidy). Jsou ucinné proti bakteriim, virim i plisnim (Lee SH et al., 2002).
Defensiny miizeme prokdzat na kiiZi i na sliznici raznych organti vcetn¢ sliznice
nosni a tonsilarni. Jsou zahrnovany do pfirozené slizni¢ni imunity.

Zékladnim cilem této prace bylo pfispét k objasnéni imunologické situace (vyskyt
defensini) v danych lokalitich v definované zdravé konstelaci a v prubchu
chronického zanétu; u tonsil pak i za nddorového postizeni. S vySe uvedenym cilem
byla spojena snaha zjistit drovenl proliferace a apoptosy ve tkdnich zdravych a
patologickych, zjistit mozZnosti a ovéfit produkcei, pfitomnost a piipadn€ i vazbu
nékterych rlstovych faktori a jejich moZny pficinny vztah k patogenezi
patologickych stavi, ale i jejich mozZnou roli v nddorové transformaci.

Vyskyt nékterych potencidlnich faktori, které mohou pfispivat ke vzniku nosni

polyposy, chronické tonsilitidy a jejich moZzné propojeni se vznikem tonsilarniho
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karcinomu podporuji komplikované patofyziologické vztahy, zjisténé komplexni
analyzou klinickych a laboratornich dat jednotlivych pacientt.

Z literarnich udaja vyplyvd, Ze HBD-1 je produkovdn konstitutivné¢ ve zdravych
tkanich, a Ze jeho syntesa neni zvySovdna patogeny. Tento defensin je zahrnovan do
piirozené imunitni odpovédi organismu (Po-Hsu Ch et Sheen-Yie F, 2004, Kliiver E
et al., 2006, Dunsche A et al., 2001, Carothers DG et al., 2001). N¢kteri autofi
referuji, Ze produkce HBD-1 u riznych typu tkdni a riznych patologii se nelisi (Lee
SH et al., 2002), jini udédvaji nizsi hladiny tohoto defensinu v tonsildch u pacientl s
diagnosou rekurentni akutni tonsilitidy (Ball SL et al., 2007). Nase vysledky
prokdzaly, Ze HBD-1 je exprimovan ve vétSim mnoZstvi ve zdravé nosni sliznici nez
ve zdravych tonsilach. Vysvétlenim rozdilné produkce HBD-1 v téchto dvou
lokalitdich muze byt skutecnost, Ze v nosni sliznici se na pfirozené imunitni odpovédi
vice podili solubilni antimikrobidlni latky pifitomné v povrchové tekutin€ sliznice,
kdezto v tonsilaich pfedstavuje hlavni mechanismus imunitni odpovédi proti
patogeniim bunécnd slozka obranné reakce (lymfocyty, leukocyty, atd.). Prestoze
HBD-1 je zndm jako defensin, ktery se vyskytuje ve zdravé tkani, podle naSich
vysledkti mize byt pfitomen i v zanétlivé nebo karcinomatosni tkani. Jeho hladina je
vSak v téchto patologickych situacich relativné nizka. Naproti tomu se vSak exprese
HBD-1 v zanétlivé nosni sliznici (nosni polypy) neliSila od chronicky zanétlivych
tonsil. Pouze v nosni sliznici s prokdzanym S. aureus byla pifitomnost tohoto
defensinu velmi nizka.

Produkce HBD-2 a 3 mulzZe byt naproti tomu zahdjena pod vlivem rtznych
zénétlivych stimuli. Podle literatury byl HBD-2 nachdzen ve zdravé nosni sliznici
nepravidelné¢ (Po-Hsu Ch et Sheen-Yie F, 2004), na rozdil od nosnich polypu, kde
byl jeho vyskyt pravidelny (Lee SH et al., 2002). Pfi kvalifikovaném srovnani
zdravych a zanétlivych vzorka tonsil se mnoZzstvi HBD-2 nelisilo (Claeys S et al.,
2003). Jiné publikace uvad¢ji vyrazné vyssi produkci HBD-2 v zanétlivych tonsilach
v porovnani s tonsilami zdravymi (Weise JB et al., 2002). Exprese HBD-2 vSak
muze byt stimulovdna rozdilné raznymi druhy patogent (Kliiver E et al., 2006,
Schibli DJ et al., 2002). Nase vlastni vysledky tuto skute¢nost potvrzuji, nebot’
prokazuji, Zze HBD-2 je produkovédn ve vSech studovanych vzorcich, ale v rtizném
mnozstvi. Vysoké hladiny byly zjiSt€ény ve zdravé nosni sliznici, stejné jako v
zéanétlivych tkdnich (polypy, chronicka tonsilitis). Vyskyt i distribuce ve zdravé tkani

tak naznacuje, Ze HBD-2 se podili i na pfirozené imunitni odpovédi. Naopak zvySena
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exprese ve tkdnich zanétlivych ukazuje na zvySeni produkce tohoto defensinu na
zéklad¢é plsobeni patogenniho stimulu. Vyjimkou byly nosni polypy od pacientil s
kultiva¢né prokdzanym S. aureus na nosni sliznici. Z literatury je zndmo, Zze HBD-2
je schopen piimo pusobit proti S. aureus (Claeys S et al., 2003, Weise JB et al.,
2002), coz by korespondovalo s naSimi vysledky, které v piipad¢ osidleni nosni
sliznice S. aureus skute¢né ovéfily jen velmi omezenou produkci tohoto defensinu.
Tedy HBD-2 za situace nizké exprese nedokaZe zabrdnit kolonisaci sliznice timto
bacilem.

Ve zdravych tonsildch byla pfitomnost tohoto defensinu prokazovana nepravidelné a
nerovnomérné v bunikkdch stratum spinosum. Pfi zanétlivych procesech vsSak byl
HBD-2 nalézén ve vysokych mnozstvich v povrchovém epitelu, kdezto v tonsilach

karcinomatosnich byl naopak jeho vyskyt velmi omezeny, nékdy dokonce i

neprikazny.

palatina s chronickym zdnétem. b) HBD-2 v tonsila palatina s karcinomem.

Nase pozorovani se vSak lisi od fady tddaji v literatufe, kde je Casto referovdno o

HBD-2 ve vysokych hladindch v povrchovém vrstevnatém dlazdicovém epitelu

103



tonsilarniho karcinomu (Mizukawa N et al., 2000, Sawaki K et al., 2002, Yoshimoto
T et al., 2003). Proto nase vysledky spiSe podporuji predstavu, Ze vznik karcinomu
muZe byt facilitovdn v mistech oslabené slizni¢ni imunity v dasledku nedostecné
produkce ¢i dokonce absence tohoto defensinu.

V souladu s literarnimi daty byl také HBD-3, podobné jako HBD-2, prokazovan ve
zdravé nosni sliznici 1 v nosnich polypech. Nebylo vSak potvrzeno zvySeni vyskytu
tohoto defensinu v pfimé souvislosti s chronickym zanétem. DalSi autofi popisuji
vyskyt HBD-3 rovnéz ve zdravych i chronicky zanétlivych tonsilach (Claeys S et al.,
2003). Z mych vysledkt vyplyva, ze HBD-3 patii k typické vybave jak zdravé nosni
sliznice, tak zdravych tonsil v mnoZstvi vétSim, neZ tomu bylo u HBD-2. Ve zdravé
nosni sliznici byl nalézdn dokonce az v neobvykle vysoké expresi. Jeho vyskyt ve
zdravé tkani naznacuje, Ze také HBD-3 se podili na pfirozené imunité v nosni duting.
Jeho zvySené mnoZstvi ve tkdnich zanétlivych naznacuje mechanismus potenciace
syntesy tohoto defensinu na zdkladé moZného piisobeni patogenniho stimulu. Jeho
produkce v chronicky zanétlivych nosnich sliznicich a tonsilach byla totiz pomérné
vysokd, kromé& vzorkii reprezentujicich chronicky zanét nosni sliznice (polypy) s
kultivacné prokdzanym S. aureus. Velmi zajimavd byla lokalizace reakcniho
produktu HBD-3 v cytoplasmé endotelovych bunék malych vén polyposni nosni
sliznice, ale zejména ve vazivovém stromatu zdravych i1 patologickych tonsil.
Endotelova lokalizace (obr. 51a, b, ¢, d) by dokonce mohla podporovat ptedstavu o
mozném transportu HBD-3 do ob&hového systému a tak i do vzdalengjSich oblasti
organismu nebo opacném z krve do tonsilarnich struktur (viz sch. 12). Zjisténi, Ze se
HBD-3 miiZe nalézat v cytoplasmé endotelovych bun¢k je velmi vyznamné proto, Ze
potvrzuje mozny efekt tohoto produktu nejen v misté jeho produkce (tedy auto-, ¢i
parakrinni), ale dokonce i na vzdalen¢jSich mistech organismu (endokrinni). HBD-3
byl déale prokdzan v povrchovém vrstevnatém dlazdicovém epitelu karcinomem
postizenych tonsil ve vy$Sich mnozstvich nez HBD-1 a 2, ale pfi podrobné&jsim
porovnavani byly tyto hladiny niz§i nez exprese tohoto defensinu v zanétlivych
tkanich. Z toho je mozné usuzovat, Ze béhem nadorové transformace je omezena

produkce nejenom HBD-2, ale také HBD-3 a tim je omezena i lokdlni imunitni

odpovéd’ organismu.
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63x. a) Nosni polyp, b) Tonsila palatina s chronickym zdnétem, c) Zdravd tonsila

palatina, d) Tonsila palatina s karcinomem

Jak je patrné z dokumentovanych vysledkd, pfitomnost S. aureus ve sliznici je velmi
zavaznym ukazatelem deficitniho vybaveni sliznice defensiny, protoze ucinek HBD-
2 a 3 proti S. aureus byl experimentdlné prokdzan. Nékteti autofi dokonce rozliSuji
bakteriostatické (Claeys S et al., 2003), jini pak i baktericidni (Po-Hsu Ch and
Sheen-Yie F, 2004) pisobeni HBD-3 na S. aureus. ProtoZe z predkladanych
vysledkid vyplyvé, Ze v piipad¢ kolonizace S. aureus maji buniky dané sliznice velmi
omezenou schopnost produkce vSech tif zkoumanych typt beta-defensinti (HBD-1, 2
a 3), znamend to vyznamnou podporu jiZ vyslovené ptedstavy o omezeni lokalni
slizniéni imunitni odpovédi organismu.

Ziskané vysledky mohou byt také vysvétlovany tak, Ze v tonsilarni lokalizaci se
Ucastni na antigenni determinaci patogenti ptfitomnych v potravé zejména v této
lokalizaci vyrazn€ zastoupené buiiky imunitniho systému, na rozdil od nosnf sliznice,
kterd je vystavena velmi silnému ndporu patogent obsazenych ve vzduchu béhem

kazdého nddechu. NejefektivnéjSim zpisobem, kterym se nosni sliznice brani proti
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invazi patogent je pfitomnost antimikrobidlnich peptidi v povrchové tekuting
sliznice.

Pro reaktivitu slizni¢nich komponent ve smyslu proliferace, systetické aktivity i
bunécny cyklus je vsak tfeba zminit i dalsi faktory, a to at’ jiz s pfimym, nebo
zprostiedkovanym tc¢inkem. K nim na prvnim misté patii signdlni molekuly a jejich
producenti, tady i syntasa oxidu dusnatého. PfestoZe je uvadéno, Ze eNOS je
produkovdna konstitutivn€, podle nékterych literarnich ddaji mtize byt za urcitych
podminek (jako je zanét nebo karcinogenesa) jeji aktivita zvysena. eNOS je pfitomna
nejen v endotelu, jak uvadi jeji oznaceni, ale také v cytoplasmé bun¢k povrchového
vrstevnatého dlaZzdicového epitelu, a to jak v tonsile se zdnétlivym procesem, tak i
karcinomatosni. Samoziejmé typickd byla lokalizace reakéniho produktu, potvrzujici
pritomnost této syntasy, v cytoplasmé entotelovych bunck kapilar a malych cév, jiz
proto, Ze oxid dusnaty patii k vasoregulatnim signdlnim molekuldm. Je
pravdépodobné, ale bylo rovnéZz prokdzano, Zze eNOS a jeji produkt NO jsou
exprimovany ve vét§im mnozstvi v prubéhu hypoxie (nastava v pribéhu zanétlivych
procest — zvySeni metabolické aktivity bunék i v pribéhu ristu nddoru — rychlejsi
rust nddorovych bunék nez cév). Dalsim moZnym stimulem ke zvySeni exprese
eNOS muze byt oslabeni lokdlni imunitni odpovédi v karcinomové tkani (pfitomnost
velmi malého mnozstvi HBD-2). Nilez eNOS v této lokalizaci ukazuje na
potencovanou angiogenesi. Kromé angiogenese se eNOS a jeji produkt molekula NO
podili na vaskulogenesi, apoptose a proliferaci, invazivit¢, regulaci buné¢ného cyklu
i ovlivnéni (zvySeni) cévni permeability (a tim ovlivnéni metastatickych procest).
(Blais V and Rivest S, 2001). Vysledky diserta¢ni prace potvrdily vyskyt eNOS ve
tkdnich s chronickym zéanétem, ale stejné¢ tak i ve tkanich s diagnostikovanym
karcinomem. V nejsiln€jsi expresi byla tato syntasa zjiSténa v karcinomu tonsily, kde
je nejmarkantnéji detekovana v oblasti karcinomovych perel a v souladu s literdarnimi
pfedstavami hraje roli v procesech programované bunééné smrti (apoptosy) a
proliferace, jak o tom svéd¢i predevSim dosis dependentni pro- a antiapoptoticky
efekt (Fukumura D et al., 2006, Lancaster JR Jr. and Xie K, 2006, Li CQ and Wogan
GN, 2005).
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Obr. 52: Tonsila palatina s karcinomem. Obj. 63x. Vlevo je zachycen epitel

s chaotickym uspordddnim bunek, patiicich do riiznych vrstev, ale u vsech je vyraznd
difusni pozitivita eNOS v cytoplasmé. Dobarveno hematoxylinem. Vpravo je
zachycena vyraznd densita reakcniho produktu v epitelovych bunkdch keratinové
perly. Okolni vazivové stroma je prosté eNOS s vyjimkou oblasti cév, kde je eNOS

detekovdna v cytoplamé endotelovych bunék. Obj. 63x.

V nas{ studii jsme poukdzali na pfitomnost obou procest. K detekci apoptosy jsme
pouZili apoptoticky marker cleaved caspase 3. Zjistili jsme, Ze apoptosa neni Castym
déjem v nosni sliznici, ani v tonsildch. Apoptosa byla nejvice zastoupena v
zérodecnych centrech lymfatickych folikula v tonsilach s chronickym zanétem, dale
ve stfedovych partiich keratinovych perel, ale i tak byla Cetnost programované
bunécné smrti velmi nizkd. V zanétlivé tkdni dochézi k infiltraci bunkami lymfoidn{
fady, jejichz biologicky polocas je pfirozené dosti dlouhy, a pfi poskozeni bunck
epitelovych a stromdlnich zdnétem je jejich destrukce vétSinou disledkem
nekrotického déje. V priibéhu maligni transformace dochdzi ke zméndm v genomu
bun¢k, a tim vétSinou i ke ztrat¢ kontroly bunécného cyklu, zahrnujici v mnoha

ptipadech i apoptosu (viz sch. 10 a 11). Domnivdm se, Ze v tonsildch s karcinomem

pievazuje nekroticky zanik bunck nad zanikem bunck apoptosou, o ¢emZ sveédei i
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klinické obrazy tohoto onemocnéni, probihajicitho v koincidenci se zanétem v této
oblasti. Dokonce neziidka muZe byt klinicky obraz pocinajictho karcinomu tonsily
mylné povazovén za zanét patrovych mandli.

Naproti tomu bylo mnoho proliferujicich bunék (marker Ki-67) nalezeno jak v
epitelu, tak ve stromatu nosnich polypi. Cetnéjsi ndlezy Ki-67 v endotelovych
bunikkdch zanétlivé nosni sliznice v porovnéni se sliznici zdravou, znovu potvrdily
stimulovanou angiogenesu v této situaci. Dosti vysoka frekvence proliferujicich
bunék pravidelné€ provézela obrazy zarodecnych center lymfatickych folikulti béhem
chronického zanétu tonsil. V porovnani s tim byly pfekvapujici ndlezy velmi malého
mnozstvi proliferujicich bunék ve vzorcich tonsilarniho karcinomu. V této tkéni bylo
obvykle jen n€kolik Ki-67 positivnich bun€k zachyceno v zdrode¢nych centrech
lymfatickych folikuld. I za fyziologického stavu jsou samoziejmé bunky vétSiny
tkani stale obménovany (vyjimku pfedstavuje napt. myokard, ¢i nervova tkan ve své
neuronové linii, apod.). Jak vyplyvd z vyhodnoceni vysledki, je v zanétlivych
regionech vyssi vyskyt proliferujicich buné€k, coz je predev§im spojeno s mitotickou
stimulaci bun€k imunitniho systému, ale i nosného substritu. Z toho Ize dovozovat,
Ze patologicka tkan je Casto pod vlivem mitogennich faktort, ale i ,,death* signali,
aktivngjsi a diky rychle se opakujicim bunéénym dé¢lenim 1 nachylnéj$i k
neopravenym zmeénam genomu, a tim 1 ke vzniku naddorové transformace.

eNOS je soucasn¢ centrdlnim medidtorem pro nékteré rustové faktory, jako je
vaskularni endotelovy rastovy faktor (Duda DG et al., 2004).

Ristovy faktor VEGF je zndm jako vyrazny mitogen pro endotelové buiky, Casto
vSak také hraje roli v potencovani cévni permeability (Joory KD et al., 2006, Leung
DW et al, 1989, Unemori EN et al.,, 1992). Je zniamo, Ze exprese VEGF je
zvySovana hypoxii (Jiang S et al., 2003). VSechny funkce VEGF jsou velmi dulezité
v patogenesi chronického zanétu a karcinogenese. Produkce této molekuly mize byt
zvySovdna, jak jiz bylo uvedeno, nejen hypoxii, ale také zeslabenim lokalni slizni¢ni
imunity béhem karcinomatosni transformace. Ve zdravych tkanich jsem VEGF
nachédzela zejména v cytoplasmé endotelovych bunék, a také v povrchovém epitelu,
ale vyrazné vyssi vyskyt VEGF byl prokazan v podminkéach zanétu. Pfi zdnétu nosni
sliznice byl VEGF zjistovan také ve stromdlnich bunkach, coZ poukazuje na jejich
zvySenou syntetickou aktivitu jak proliferacni, tak i v produkci mezibunééné hmoty.
Jeho pravdépodobna role v nddorovych procesech, kde bylo prokdzdno snizeni

lokalni imunity (sniZeny vyskyt beta-defensint v karcinomové tonsile), se projevuje
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jeho vyraznou pfitomnosti nejenom v endotelovych buiikach, ale také v bunkéach
povrchového epitelu. Tyto vysledky ukazuji, Ze VEGF spolu s eNOS a jejim
produktem NO jsou dulezité pro potenciaci rastu cév (endotelova lokalizace) z
divodu lokélni tkanové hypoxie (exprese VEGF a eNOS v povrchovém epitelu
zejména v tumorosnich tkdnich) a soucasné pro rozvoj stromdlniho edému a pro
metastatické procesy (endotelovd lokalizace — zvySeni permeability cév). Tyto
vysledky jsou kromé& toho doloZeny tim, Ze exprese VEGF a eNOS byla zpravidla
spojena se zndmkami intensivnich angiogenetickych procesti na strané jedné a ze
exprese téchto faktord muze byt na druhé strané piicinou odlisné stavby pojivové
komponenty stromatu.

Ze souhrnné interpretace vysledka studia exprese pak vyplyvad vyznamnd role eNOS
pii patologickych procesech v hornich cestach dychacich.

Pro pochopeni slozité rovnovdhy pro podporu proliferacnich (Casto zéaroven
protiapoptotickych) vlivi a naopak inhibi¢nich uc¢inki jsme hledali moZného
reprezentanta této skupiny riistovych faktorti ¢i inhibiénich cytokinti. Rada autori
uvadi, ze TGF-p je jednim z nejicinngjSich rastovych inhibitori pro epitelové a
endotelové bunky i fibroblasty (Myoken Y et al., 1990, Roberts AB et al., 1980).
PrestoZe se vSak obecné udavd, Ze TGF-B inhibuje rast endotelovych bungk, bylo
prokdzéno, Ze za urCitych podminek (hypoxie, lokdlni oslabeni imunity) podporuje
angiogenesu. Proto neni pfekvapenim, Ze nécktefi autofi referuji, Zze nadprodukce
TGF-f nadorovymi buiikkami ptispivd k vaskularisaci de novo, a tim miZe
podporovat rast nddoru (Logullo AF et al.,, 2003). Moje vysledky prokazaly
pfitomnost tohoto rastového faktoru v normdlnich tkanich, a to zejména v
povrchovém epitelu. Velmi zajimavé bylo zjisténi, Zze ve zdravé tonsilarni tkéni byl
TGF-B zjistén v povrchnich oblastech stratum spinosum povrchového epitelu
intraceluldrné, zatimco v jeho hlubSich partiich byl TGF-f lokalizovdn pfedevSim
extracelularné. Pfedpokladdm, Ze TGF-f je produkovan povrchnimi bufikami stratum
spinosum, je uvoliovan z bunék a transportovan do stratum spinosum, kde hraje roli
v bunécné diferenciaci. Toto je pravdépodobné fyziologicky proces. Na druhou
stranu lokalizace TGF-P v zarode¢nych centrech lymfatickych folikuli pouze béhem
chronického zanétu tonsil napovidd, Ze tento faktor miiZe plisobit i jako mitogen na
lymfocyty, ale pouze za patologickych podminek. Béhem nddorovych procesii
muzeme zjistit vyraznou mitotickou aktivitu v epitelu tonsil. Tato vyrazna mitogenni

aktivita v pfipad¢ lokdlniho oslabeni imunity a moznd i lokdlni hypoxie v pribéhu
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nddorového procesu, je velmi pravdépodobné potencovdna TGF-B. Velmi zajimavy
je irozdil v lokalizaci TGF-B ve zdravé tkdni v porovnani s tkdni karcinomovou. Ve
zdravé tonsilarni tkdni byl tento ristovy faktor nalezen ve stratum spinosum
pfevazné extracelularng, na rozdil od tonsily s karcinomem, kde ve vétSiné rozsahu

stratum spinosum byl reakéni produkt jeho detekce intraceluldrné (obr. 53a a 53b).

Obr. 53: Pritkaz TGF-p v tonsila palatina. Porovndni lokalizace tohoto riistového

faktoru ve zdravé tonsile (a) a tonsile s karcinomem (b). Ve zdravé tkani byl zjistén
TGF-p pri povrchu stratum spinosum intraceluldrné a jeho hlubsich vrstvdch
extraceluldrné, naproti tomu v tonsile s diagnostikovanym karcinomem byla
lokalizace TGF-f ve stratum spinosum prevdziné intraceluldrné. a) Dobarveno

hematoxylinem. Obj. 63x. b) Dobarveno hematoxylinem. Obj. 40x.

Ziskané vysledky koresponduji s literarnimi daty, Ze poruchy v produkci a ptisobeni
TGF-B mohou pfispivat ke vzniku a progresi dlazdicobunééného karcinomu hlavy a
krku (Xie W et al., 2003). Vyskyt a distribuci TGF-p jsem studovala také v nosni
sliznici. Za fyziologickych podminek byla exprese tohoto rustového faktoru nizka,
byl nalézdn zejména v serosnich buiikdch 7Zl4dz. Naproti tomu v polyposni tkdni byl

TGF-B zastoupen ve vétSim mnoZstvi, zejména v oblastech metaplastickych zmén
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povrchového epitelu. Jeho lokalizace tak naznacuje dileZitou roli v riistu, ale hlavné

pak v diferenciaci epitelovych bunék.
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5. ZAVER

1. Na zdklad¢ sumarisace vysledkt Ize konstatovat, Ze HBD-1, 2 a 3 byly
exprimovany vyraznéji ve zdravé nosni sliznici nez ve zdravych patrovych
tonsilach.

2. Nebyl potvrzen signifikantni rozdil v produkci HBD-1, 2, 3 v nosnich
polypech bez pfitomnosti S. aureus a v chronicky zanétlivé tonsile. Naproti
tomu velmi maly, ¢i dokonce téméf Zadny vyskyt HBD-1, 2, 3 byl zjistén v
nosnich polypech s kultivacnim nédlezem S. aureus.

3. HBD-1 je soucasti konstitutivni sloZky piirozené slizni¢ni imunity a jeho
produkce se nezvysuje v reakci na infekci nebo nddorové bujeni.

4. HBD-2 byl zjisStén v minimdlnich drovnich v tonsildch s karcinomem
v porovnani se zdravou a zdnétlivou tkéni.

5. Vyskyt HBD-3 v karcinomové tkani byl niZ$i v porovnani se situaci pfi
zéanétu. Naproti tomu pii komplexnim hodnoceni vSech tii defensini byl
HBD-3 v karcinomové tkéni zji§tovan v nejvetsim mnoZzstvi.

6. HBD-3 byl nalézan pomérné konstantné v cytoplasmé endotelovych bunék
malych vén, a to jak v nosnich polypech, ve zdravém i zanétlivém tonsilarnim
stromatu, ale 1 v karcinomové transformované tonsile.

7. Maligni transformace miiZe byt potencovdna sniZenou lokdlni slizni¢ni
imunitou (omezend produkce beta-defensinl, zejména HBD-2), ale také
hypoxii, kdy dochéazi ke zvySené expresi VEGF, TGF-f a eNOS (zvySeni
produkce signdlni molekuly NO) a tim k ovlivnéni procesu fizeni bunécného
cyklu, proliferace bunék a angiogenese. S tim muize korespondovat zména
permeability cév a v neposledni fadé i ovlivnéni ndstupu apoptosy, jako

mechanismu programované bunééné smrti.
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