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SOUHRN

Chronicky zant tonsil (chronick& tonsilitis) a nosni slizniceogmi polyposa) maji
mnoho spolenych rys. Chronicky zant a nadorova transformace jsou biologické
procesy kontrolované mnoha cytokiny, které hraghdl v bun né signalizaci a
regulaci bun ného cyklu. Je také zndmo, e chronicky zdm e usnad ovat
nadorovou transformaci.

Cilem této prace bylo zjistit potencialni Glohu iamkrobialnich peptid (beta-
defensin 1, 2, 3), eNOS (NO molekuly), VEGF, TGEF-bun né proliferace
(marker Ki-67) a apoptosy (cleaved caspase 3) najuyosni polyposy a chronické
tonsilitis a zjistit vztahy mezi chronickym zdam a nadorovymi procesy v patrové
tonsile.

Vzorky byly ziskany od pacientpodstupujicich operai zakrok z dvodu deviace
nosni pepaky, SAS - sleep apnoe syndrom (zdravé kontratgsni polyposy,
chronické tonsilitis a karcinomu tonsily. Imunoloishemické postupy pro pkaz
vSech studovanych molekuli antigennich determinant byly provéay na
parafinovych i zmrazenyclezech.

Vysledky této prace Ize shrnout tak, e HBD-1, 2h\ay intenzivnji syntetizovany
ve zdravé nosni sliznici v porovnani se zdravymirq@eymi tonsilami. Nebyl
potvrzen signifikantni rozdil v jejich produkci wou strukturach s chronickym
zantem, a to v nosnich polypech beitpmnosti S. aureus a v chronicky zéivé
tonsile. Velmi maly, ppadn tém adny vyskyt sledovanych defensitbyl zjist n

v nosnich polypech s kultivaim ndlezem S. aureus. HBD-1 je sésti pirozené
slizni ni imunity a jeho produkce neni stimulovana v reéaka infekci nebo
nadorové bujeni. HBD-2 byl zjist ve velmi malych mno stvich v tonsilach
s karcinomem, a to v porovnani se zdravou a thaou tkani. Vyskyt HBD-3 v
karcinomové tonsile byl niSi v porovnani se z#imou situaci. Rozdil byl ve
vyskytu HBD-1, 2, 3 v karcinomové tkani, s ndfim pir stkem HBD-3. HBD-3
byl nalezen také v cytoplasnendotelovych burk vystelky malych vén v nosnich
polypech, v tonsilarni tkani zdrave, zéivé i karcinomove.

Z vysledk mé prace vyplyva, e maligni transformace e byt usnadovana
sni enou lokélni sliznini imunitou (omezena produkce beta-defensinejména
HBD-2), ale také hypoxii, kdy dochazi ke zvySengregi VEGF, TGF- a eNOS



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

bun né proliferace, angiogenese, cévni permeabilityli@o ni bun ného cyklu.



SUMMARY

The chronic inflammation in tonsilar (chronic tdit®) and nasal (polyposis nasi)
tissue has quite a lot of similarities. The chroméflammation and malignant
transformation are biological processes controligdnany cytokines taking part in
the process of cell to cell signaling and it isoakmown that chronic inflammation
can be accepted as a factor facilitating the caieerrof malignant process.

The aim of this project was to follow and prove aemtional role of antimicrobial
peptides, eNOS, VEGF, TGFand the level of cell proliferation (Ki-67 markexd
apoptosis (cleaved caspase 3) in the developmentasdl polyposis and chronic
tonsillitis and to determine the relationship betwéehe inflammatory and malignant
processes in tonsils.

Samples were obtained from patients with nasalusepmteviation and SAS - sleep
apnoe syndrom (as healthy controls), nasal polgposhronic tonsillitis and
oropharyngeal carcinoma. Immunohistochemical procesi for detection of all
studied substances and antigen determinants wereccaut on cryostat and paraffin
sections.

Obtained results of this project can be summaraedollowed: HBD-1, 2, 3 are
synthetized more intensively in the healthy nasatwosa than in healthy palatine
tonsils. During the chronic inflammation (nasal yps and chronic tonsillitis) the
synthesis of these defensins was approximateljxensame levels. Interesting was
the finding of very low, or nearly none levels df three studied beta-defensins in
the nasal polyps with the positive cultivation #raureus. The levels of HBD-1 are
just about the same in healthy, inflamed and camsnsamples. HBD-2 was proven
in very low amounts in the tonsilar carcinoma imgarison to healthy and inflamed
tonsils. The presence of HBD-3 in carcinoma samplas lower than its amounts
during chronic inflammation. In the tonsilar camma were found all three studied
defensins but HBD-3 was in the highest levels. Tatensin was also localized in
the endothelial cell cytoplasm of small veins indséd inflamed nasal and tonsilar
samples as well as in healthy and carcinomatouslton

Summarizing it can be concluded that malign tramsédion can be facilitated by the
attenuation of the local mucosal immunity (the i&adn in beta-defensins synthesis
— especially HBD-2) but also by hypoxia — the espren of some growth factors



(VEGF, TGF-) and eNOS (elevation of the production of NO moleg increases
and it can induce the processes such as apopteBidar proliferation, angiogenesis,
vascular permeability and affection of the cellleyc
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1. UvOD

Dychaci cesty se skladaji z nosni dutiny, nosobltamtanu, trachey, bronch
bronchiol a termindlnich bronchiol Tyto dychaci cesty dale pokrgi do
respiraniho oddilu plic, pedstavovaného systémem respiiah bronchiol, ductus
et sacus alveolares a alveoly.

Dychaci cesty slou i k transportu vzduchu do respitho oddilu a zgt, pi em je
v nich vdechovany vzduch upravovan po strance wtikoteploty.

1.1 Histologicka stavba zdravych tkani

1.1.1 Sliznice dychacich cest

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

Lamina epithelialis je a na kolik vyjimek tvo ena typickou vystelkou dychacich
cest — epitelem vicadym cylindrickym sasinkami a poharkovymi bikami. Tento
epitel obsahuje 5 typbun k. Nejv tSi podil maji buky asinkové — ty postupn
ubyvaiji, ale vyskytuji se a po terminalni brondijio asinkové buky maji velmi

d le itou Ulohu — asinky jsou zan@ny do sekretu, se kterym tvdunk ni celek.
Pohybem asinek je tato tekutina se zachycenymiistetami vetn patogen
posunovana smem do orofaryngu, co brani hromad hlenu s cizorodymi
asticemi v dychacich cestach. Poharkové kigup edstavuji sekrani slo ku v
epitelu. V jejich supranuklearni cytoplasree tvoi, hromadi a splyvaji mucinosni
granula. Jsou odpo#né za produkci povrchové zma gelifikované a zarove
lepivé mucinosni vrstvy na povrchovém filmu sekrelgchacich cest. Kartavé
bu ky jsou cylindrické buky s etnymi, pravideln uspoadanymi mikroklky. Na
bazalnim polu kontaktuji aferentni nervova zalkem — funguiji jako specializované
receptory. Malé granularni bky le ici p i lamina basalis obsahuji v cytoplasm

etna osmiofilni granula. Bdstavuji solast diseminovaného neuroendokrinniho
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systému (DNES). Bazalni bky jsou malé pyramidové buy, které le i na lamina

basalis a nedosahuji apikalniho povrchu epitelou d8 germinativni biky, které se

diferencuji v jiné bun né typy.

e ST R

L= Th

e

Goblet Ciliated
cell cell

cell

Schema 1:Viceady cylindricky epitel sasinkami a poharkovymi blkkami — typy
bun k

Na stropu dutiny nosni, na horni ploSe horni egg a na horniésti septa nachazime
specializovany smyslovy epitel +€hovy.

Epitel viceady cylindricky sasinkami a poharkovymi bkami respektuje
zmenSujici se pm r dychacich cest tak, e se zmenSuje jeho celkoysk,
klesd poet ad jader tak, a zr nakonec resultuje typicky jednovrstevny
cylindricky a kubicky epitel terminalnich broncHio Postupn klesa také etnost
poharkovych burk, které jsou nahrazovany kkami Clarovymi (terminalni
bronchioly).

V mistech dychacich cest, kde dochazi k vyzngsmu mechanickému dra di

vystelky (vestibulum nasi, nosohltan, orofarynxigégtis, hlasové vazy, ba i mista

14



bifurkaci) je b ny epitel dychacich cest nahrazovan epitelem vrsieym
dla dicovym nerohovjicim.

Lamina propria mucosae je tema idkym kolagennim vazivem, ve kterém se
nachazeji seromucinosni lazky (produkugsi, spodni vrstvu povrchové tekutiny
dychacich cest), nervy a bohaté cévni zasobendbrme fkomplikovanych ilnich a
kapilarnich pleteni (de ité pro nosni cyklus a ofvani vdechovaného vzduchu).
Smrem od nosni dutiny k plicim jpyva v lamina propria mucosae elastickych
vlaken a také se tu objevuji bky hladké svaloviny (Janqueira LC, 1992).

Obr. 1: Dolni skoepa nosni — zdrava sliznice. Viady cylindricky epitel
s asinkami a pohéarkovymi bkami. Lamina propria mucosae, tema idkym
kolagennim vazivem ve kterém jsoltgmny seromucinosni lazky. Hematoxylin-
eosin. Obj. 40x.

Povrchova tekutina dychacich cest se sklada ze dwbev. Z vazké povrchni vrstvy
mucinosni a idSi periciliarni tekutiny. Povrchova, zma gelifikovana vrstva
obsahuje vysokomolekularni glykosylované molekulykopolysacharid, tvo ici

spletitou prostorovou si Ta se uplatuje pi vychytavani vdechnutych cizorodych
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astic. Periciliarni tekutina vyplije prostor mezi apikalnim povrchem epitelovych
bun k a mucinosni vrstvou povrchového povlaku dychacielst. V periciliarni
tekutin se nachazejiasinky epitelovych burk. Tato vrstva je rozhodujici pro
plynuly pohyb povrchového sekretu v zavislosti ma &1 ,biti* asinek. Svou
konsistenci toti umo uje posun hlenu v rychlé fazi pohybasinek (frekvence cca
8 — 15Hz), kde to v jejich zané relaxani fazi se asinky stai ze sekretu jakoby
vyvléknout. Tak chrani zarove povrch epitelovych buk ped povrchovou
mucinosni vrstvou, kontaminovanouigadnymi produkty rozpustné komponenty
cizorodych astic.

Mukociliarni clearence zahrnuje transport mucinosrdtvy i vrstvy periciliarni
tekutiny pohybem asinek od nejmenSich dychacich cest rem Kk laryngu.
Zajimavou slo kou mukociliarni clearence je vertikia pohyb struktur uvnit
mucinosni vrstvy. Tyto vertikalni turbulence zaji vta eni cizorodych astic

z povrchu do vlastni mucinosni vrstvy a tim jejighnn jSi transport z dychacich
cest. Vyzkumy ukazaly, e pohyb mucinosni vrstvyvelava teni mucinosni a
periciliarni vrstvy o sebe a tento mechanismussagg pohyb periciliarni tekutiny
s rozptylenymi hydrofilnimi cizorodymi latkami smem z dychacich cest (Knowles
MR and Boucher RC, 2002).

Schema 2:Mukociliarni clearence (Kalhof H., 2003)
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V nosni dutin je hlen transportovan smem k orofaryngu, kde je nasledspolknut.
U zdravého jedince je hlenovéa vrstva v nosni dukompletn obm n na ka dych
10 — 20 minut. Nejvice hlen stagnuje e@ni asti nosni dutiny, kde de it jSi

tlohu v eliminaci patogenhraji AMP (Cole AM et al, 1999).

1.1.2 Tonsily

V oblasti faryngu dochazi ke ikeni cest dychacich s cestami polykacimi. Sliznice
faryngu je pokryta epitelem vrstevnatym dla dicovymerohovjicim a pod nim
ulo ena lamina propria mucosae ma povafikého vaziva, ve kterém nachazime
etné mucinosni lazky. Zevnod sliznice nachazimeipn pruhovanou svalovinu —

SV ra e a podélné svaly faryngu.

Schema 3:Tonsila palatina — etné lymfatické folikuly v blizkosti vrstevnatého
dla dicového epitelu. SWé oblasti — zarodena centra. C — Sikmy prez kryptou
(Janqueira LC, 1992)
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Z d vodu obrovského mikrobiéalniho zati eni této oblagiatogeny jsou obsa eny
jak ve vdechovaném vzduchu, tak i v polykané podrge zde velké mno stvi
lymfatické slo ky. Nachazime jednak vyraznou infiti bu kami lymfatické ady ve

sliznici (MALP) a dale jsou tu lymfatickd seskupepiatici k miznimu okruhu
kolem polykacich a dychacich cest — tonsila padatitonsila lingualis, tonsila
pharyngea a tonsila nasalis a tubaria. Tomuto rexkulymfatickych nekompletn

opouzdenych organ ikdme Waldayew mizni okruh.

Obr. 2: Zdrava tonsila palatina. Vrstevnaty dla dicovy tbinerohovjici, bu ky
uspoadany typicky pro epitel — 4n u sebe, pouze na kolika mistech jsou
epitelové buky rozestoupeny diky prochézejicim lymfaryt Mezi epitelem a
lymfatickym kompartmentem je vazivova lamina peopmucosae setnymi
lymfocyty, ale lymfaticka slo ka nedosahuje a Ke&lp. Hematoxylin — eosin. Obj.
20x.

Tonsily jsou organy slo ené z agregovanych B- ayfvbcyt jako primarnich
lymfatickych folikul , u nich presentace antigenu vyvolavéem nu ve folikuly

sekundarni sasto rozmrnymi germinativnimi centry. Lymfaticka buma
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komponenta, le ici pod, ale i v bezprastnim kontaktu s povrchovym epitelem, je
pak pi inou transformace vrstevnatého dla dicového epitalu povrchu tonsil
v epitel rozvlaknny. Jeho Siroké intercelularni prostory jsou vypyr zn  etnymi

p evan T-lymfocyty. Epitelové zahyby na povrchu tonsiky wchlipuji hluboko do
parenchymu tonsily a vytvédji tonsilarni krypty. V kryptach nachazime v detri
odloupané epitelie, lymfocyty, zbytky potravy, &ddé ivé bakterie (Janqueira LC,
1992).

1.2 Histologicky obraz patologickych zmn — zakladni pozorovani

1.2.1 Polyposis nasi

Polyposis nasi vznikd negstji na podklad chronického zériu nosni sliznice
(infek niho nebo neinfekiho)

Schema 4Patofyziologie vzniku edémui gan tu (Ne as E et al, 2007f).
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Vpr b hu zantu (infek niho nebo alergického) dochazi k lokalnimu zvySeni
propustnosti cévni sty. Diky zvySené permeabilitkapilar dochazi k usnadmi

p estupu bilkovin nasledovanych vodou do interstidié prostoru (lamina propria
mucosae nosni sliznice). Kronp estupu makromolekularnich latek z cév se tu vSak
hromadi rozpadové produkty zdlivé reakce, co opt vede ke vzestupu
onkotického tlaku. Gradient tlakovych pom mezi cévnim eistm a
mezibun nou hmotou se tak sniuje. Dilatované kapilary if@dn poSkozené
kapilarotoxickym uGinkem bakterialnich toxin v zantlivém loisku maji pak
zvySeny tlak na mebranovych rozhranich. $sm dochazi k peti eni lymfatické
drena e, kterd nesté odvadt makromolekularni produkty zam z intersticialniho
prostoru. VSechny tyto & pispivaji ke zvySené filtraci tk@vého moku do
intersticia a k tvorb otoku — viz schema 4 (Nas E et al, 2007f).

Uvedené mechanismy zgobi nasledn edém lamina propria mucosae a tim
vyklenovani nosni sliznice. Pdlouhodobém petrvavani zantu m e dochazet

k dysregulaci reparaich proces, a to nap. nadprodukci mitogennich cytokin

Vysledkem pak byva hyperproliferace fibroblgsile i hladkych svalovych buk.

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

Hematoxylin-eosin. Obj. 63x.
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Hyperproliferace, vyvolana na jedné straakceleraci bunného cyklu, na druhé
pak stimulaci cytodiferenciace, vede k nadproduddracelularni slo ky stromatu
polypu, a to na strarjedné jeho amorfni slo ky (zejména glykosaminogligk), co
ma za nasledek em nu v ,jelly like stroma®“. Na druhé stranp i nadprodukci
vlaknité slo ky (zejména kolagenu 1) se vyviji tulpplyp s vyrazn fibrilarnim
uspoddanim stromatu. Stimulace lazového epitelu vedenr ke zvySené
proliferaci bunk v sekrenich i vyvodnych oddilech laz, a to vyvolava jdjic
vyrazné zbytnni a také zvySenou produkci jak serosni, tak i mosmi slo ky
sekretu (Neas E et al.,, 2007c). Mezi dalSii pny vzniku nosni polyposyadime
vrozené vady — napporuchy transportu iont i nosni deformity.

RozliSujeme nkolik histologickych typ nosnich polyp — 1) edematosni typ

s eosinofilni infiltraci, ktery ma typickou histgckou stavbu nosniho polypu
velmi idké edematosni “jelly-like” stroma, 2) lazovy senucinosni typ,
charakterizovany hyperplasii lazek a hojnou iméilti eosinofily, 3) vazivovy
(chronicky zéantlivy) typ polypu, ktery m& vedle zmno enych fibraist a
nadprodukce vlaknité slo ky, neutrofilni a lymfooyou infiltraci a nakonec 4)

atypicky polyp stromalni, ktery byva pova ovan zakancerosni stav.

Obr. 4: Nosni polyp — lazovy seromucinosni typ charaktarany hyperplasii
lazek. Hematoxylin-eosin. Obj. 63x.
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Nej ast jSim typem nosniho polypu je edematosni typ s edisin infiltraci, ktery
ma velmi idké edematosni “jelly-like” stroma. Ve stromatikjem bun né slo ky
— buky fixni (fibroblasty, fibrocyty) i buky bloudivé (makrofagy,
polymorfonukleary, lymfocyty, heparinocyty) zastema extracelularni matrix, a to

jak fibrilarni slo ka, tak i amorfni slo ka.

Obr. 5: Nosni polyp — rzné typy vazivovych bunve stromatu. Alcianova mad

Jadra dobarvena jadrovolerveni. Obj. 63x.

V polypech od rznych pacient je pomr fibrilarni a amorfni slo ky rozdilny. Jejich
zastoupeni se nme liSit i vr znych astech tého polypu. Fibrilarni slo ka je
zastoupena ve formkolagennich vlaken, ale i vliakny retikularnimi.akihita slo ka,

a to jak kolagenni tak i retikularni, je zmno engjména v oblastech probihajicich
cév, laz a jejich vyvod. V dutin nosni je také a nezvykle malé zastoupeni vidken
elastickych. Kolagenni vlakna je mo no vizualizoyatnym p ehlednym barvenim

hematoxylinem-eosinem, i efektivn ji elektivnim barvenim Massonovymi
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trichromy. Vlakna retikularni je nutno zviditeln6moriho impregnaci gbrem,

PAS reakci, nebo alcidanovou mad

Obr. 6: Nosni polyp — ehledné zwSeni znazowijici r znou strukturu vazivového
stromatu v jednotlivychastech polypu. Subepitelidlmd struktura klasickou stavbu
vaziva lamina propria mucosae, hlubsi vrstvy strammnaji odliSné uspa@dani

vlaknité slo ky, ktera je akumulovana v okoli piwdjicich cév, prostory mezi
fibrilarni slo kou jsou asten vypln ny amorfni strukturou mezibumé hmoty,

asten edematosni tekutinou. Alcidnovd mogrokazuje pedevsSim Kkyselé
mukopolysacharidy a glykosaminy zejména venzng extracelularni matrix vaziva.
Jadra dobarvena jadrovouerveni. Obj. 20x, Ve vgzu vegetetivni mikroganglion

(dva neurony a kolem nich satelitové ky) t sn pod epitelem. Obj. 63x.
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Obr. 7: Nosni polyp — rzna struktura vazivového stromatu -ast s hustSim
uspoadanim vldknité slo ky, ast s vySSim vyskytem slo ky amorfni a edematosni
tekutiny, v této asti prokazany alcianova mogozitivni vlaknité struktury. Obj. 20x.
Detail — alcianovou mod prokazovana retikularni vlakna v edematosni dblas

stromatu. Obj. 63x.
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Obr. 8: Nosni polyp. @Gmdriho impregnace. a) Rehledny snimek ukazuje rozdilné
uspoadani vlaknité slo ky ve stromatu polypu. Viceketrnich viaken je ptomno

v edematosnich oblastech stromatu zejména v okoWeastnach cév proti
subepitelovéemu kompartmentuwetna retikularni viakna v sném sousedstvi basalni
laminy. Obj. 20x. b) Retikularni vlakna vergich malych arteriol a v jejich $ném
okoli, se vzrstajici vzdalenosti okolni tkange vid t postupny Ubytek retikularnich
vlaken. Obj. 40x. c) Pkaz retikularnich vlaken v lamina basalis vyvodarsini
lazky, jako i v jeho okoli a okoli cév; pkaz redukujicich latek (pdevSim RNA)

v jadrech, ale také v apikalnich oddilech bkinyvodu. Obj. 63x.
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Obr. 9: Nosni polyp — vazivové stroma gm rozlo enou vlaknitou slo kou, PAS
pozitivni granula jsou ptomna v apikalnichastech jak burk sekrenich (vpravo)
tak i ve vyvodech (vlevo), stejjako v tunica media ve stach arteriol (buky
hladkého svalstva) i venul (mén Kondensace vldknité slo ky v okoli cév. PAS
reakce. Obj. 20x.

Elasticka vlakna, kterd je mo no prokazat naprceinem, jsou zastoupena pouze
ve stnach arteriol svalového typu — v tunica media (memé elastica interna)
v adventici pak jako p n proiznuta vidkna. Voln ve stromatu nejsou prakticky

zasti itelna.
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Obr. 10: Nosni polyp — prkaz elastickych viaken orceinem. Elasticka vlakyia b
vizualizovana v tunica media arteriol svalovéhoutype stromatu polypu jsou jen

pom rn vzacna. Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

Amorfni sloka je ve stromatu zastoupena ¥mém mno stvi i usp@dani.
V n kterych polypech je distribuce vlaknité a amorioilsy rovnom rn@, v jinych je
mo no zachytit oblasti s gvahou fibrilarni slo ky (zejména v okoli cév azlga na
druhé stran mista, kde peva uje slo ka amorfni. Amorfni komponenta je slo&
v r znych oblastech polyp z r znych molekul — proteoglykany, glykoproteiny,
kyselé mukopolysacharidy. Toto je mo né s vyhodaazornit pou itim specialnich
metod stavebni histochemie — PAS reakci a alciamavadi.
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1.2.2 Tonsilitis chronica

Histopatologicky obraz chronického z&m v patrovych tonsilach je charakterizovan
zm nami v lymfatické komponent jako i zm nami v uspcadani vrstevnatého
dla dicového nerohoyjiciho epitelu. Charakteristika je dopha i zmnami ve
stavb vazivového stromatu. Zmy v lymfatické slo ce tonsily dokumentu;ji
antigenni hyperstimulaci lymfatickych folikul V pr b hu chronického zanu je
patrna infiltrace vrstevnatého dla dicového nerohimiho epitelu lymfocyty,
p edevS§im pak vznikem intraepitelového ,Ugrasova“ cabs a/nebo difuzni
lymfocytovou infiltraci. Penetrace lymfocyt do epitelu v prb hu infiltrace
vyvolava rozestup epitelovych bua a rozSieni mezibun nych prostor, které
lymfocyty vypl uji. Diky lymfocytarni infiltraci se epitel vrsteaty dla dicovy

nerohovjici m ni na epitel rozvliakmy.

Obr. 11: Tonsila palatina s chronickym z&em. Povrchovy vrstevnaty dla dicovy
epitel s etnymi prostupujicimi lymfocyty®X), které roztlauji epitelové buky od
sebe, proto tento epitel je nazyvan ,rozvlakyn epitel“. Vazivové stroma tonsily pod

basalni membranou epitelu. Hematoxylin — eosin. @&x.
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Také vazivove stroma se v jr hu zantu zmno uje a nastupuiji fibrotické zmy ve
stromatu. Sowasn jsou tonsilarni krypty zpravidla dilatovany (Ugres and
Kutluhan A., 2008, Bieluch VM et al., 1989, Friedmnd., 1986, Woodruff C., 1980,
Alvi A and Vartanian AJ., 1998).

Obr. 12: Tonsila palatina s chronickym z&em. Vrstevnaty dladicovy -
,fozvlakn ny* epitel s etnymi prochazejicimi lymfocyty, je silnprostoupen
vazivovymi papilami, které s sebou nesetné malé krevni cévy. Vazivoveé stroma i
intraepitelové papily jsou siln infiltrovany volnymi bukami lymfoidni ady.
Hematoxylin-eosin. Obj. 40x.

1.2.3 Karcinom tonsily

Karcinom patrové tonsily je charakterizovan vyrazmooliferaci epitelové slo ky
tonsily, epitelové buky porusuji kontinuitu basalni membrany a penetugi
hlubSich oddil tonsily — do slo ky vazivové a lymfatické. Asyndmie bun ného
cyklu je relativn asto provazena nalezy keratinizovanych Munv hlubSich

vrstvach epitelu, asto ve stratum spinosum, kde pak imituji strukiudrgnsversaln
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pro iznutych vazivovych papil. Je tomu tak i proto, vazivova a lymfaticka
komponenta tonsily jevi znAmky prolomeni bariérgdai membrany. Vznikaji tak
Gtvary, charakteristické pro tonsilarni karcinomazywvané ,keratinové perly".
Pror stanim epitelovych buk do oblasti lymfatické slo ky tonsily dochazi Kijau
Utlaku a tim nejen kjejimu uUbytku, ale kaly dokonce ke kompletni absenci
element lymfoidni ady. Souasn m e byt redukce lymfatické slo ky podmima i

stimulovanou proliferaci stromalniho vaziva.

Obr. 13: Tonsila palatina s karcinomem. Chaotické ugm@ni bunk epitelu,
poruSeni a vymizeni bazalni membrany epiteletné keratinizované bly se
zachovanymi jadry obklopeny epitelovymi kami germinativnich vrstev.

Hematoxylin-eosin. Obj. 63x.
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Obr. 14: Tonsila palatina s karcinomem. Keratinova perlaetné keratinizované
bu ky se zachovanymi jadry obklopeny epitelovymkami germinativnich vrstev a
vazivovym stromatem stnymi epitelovymi a lymfoidnimi btkami. Hematoxylin —
eosin. Obj. 40x.

1.3 Antimikrobialni obrana slizni nich povrch

Antimikrobiélni obrana mnohobunnych organism je tvo ena pirozenou imunitou
a ziskanou imunitou. Ziskana imunita zahrnuje sysié a B- lymfocyt, které
zprostedkovavaji a zesiluji antigen-specifickou humorariun nou imunitu. Tato
odpov zahrnuje zmnu genetické informace, nastupuje a z&alik dni a tydn

a vytvai imunologickou pam . Ziskana imunita je sn spojena s evolun starsi
imunitou pirozenou. Arozena imunita tvd prvni linii obrany organismu proti
infekci. Rozeznava mikroby jako cizi, zneSkapk je a odstrauje z organismu.
Mezi slo ky p irozené imunity pat fyzikalni mechanismy (mukociliarni clearence),
anorganické latky (NO), fagocytosa nebo NK kyi Mechanismy prozené imunity

p sobi bezprosedn po napadeni organismu infekci.g8bi zejména na ko nich a
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slizni nich povrSich, které jsou neustéle vystaveny patage(Huttner KM and
Bevinf CL, 1999).

1.3.1 Pirozené imunitni mechanismy sliznice dychacich cest

Prvnim krokem pgrozené obrany dychacich ceseg@ patogeny a cizorodymi latkami
jsou mechanické faktory, jako je mukociliarni ckrare, fagocytarni clearence, kaSel
nebo kychani. VSechny tyto mechanismy urychluji uodpatogen ze sliznice
dychacich cest a tim omezujas, ktery by patogeny ndy na adaptaci v pro n
Skodlivém prosedi (Cole AM et al, 1999).

NejrozsahlejSi slo ku prozené imunity v dychacich cestach egstavuje
mukociliarni clearence. Ulohou povrchového epiteloirozené imunit dychacich
cest je komplexni soubor jd, potebnych pro transport hlenu a zahrnuje aktivitu
asinek a regulaci transportu soli na povrch dydtaciest transepitelovym
transportem iont Epitelové buky produkuji na jedné stranantimikrobialni
peptidy, nap defensiny. Proto e @Sina AMP je citliva na vysokou koncentraci soli,
je  vyznamné, e produkty epitelovych buwn jsou na stran druhé
charakterizovany nizkym obsahem soli (< 50 mM NakiBré tak neinhibuji jejich

antimikrobialnich aktivitu.

1.3.2 Obrana dychacich cest gd infekci patogennimi bakteriemi

Bakterialni clearence z distalnich dychacich ceshgri mukociliarniho transportu
trva asi 6 hodin. Za optimalnich podminek by sei totno stvi bakterii
zdvojnasobilo asi za 20 minut (Knowles MR and BarciRC, 2002). Sekrety
z dutiny nosni i dalSich oddildychacich cest maji endogenni antimikrobialni
aktivitu. U innost antimikrobialniho efektu zéale i na hostitefia cilové bakterii a je
asto asov omezena - novy st pe ivSich bakterii obvykle zana do 24 hodin.

Z ed nim nosniho sekretu je antimikrobialni aktivitaasivana (Cole AM et al.,
1999). AMP jsou kliovymi elementy pro inhibici mikrobialni proliferace ed
nastupem specifické bumé imunitni odpowdi (Gallo RL and Nizet V, 2003).
Proto, aby se zpomalil st bakterii, produkuji dychaci cesty antimikrobidkatky
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jako nap. laktoferin, lysozym, sekrai leukoperoxidasovy inhibitor nebo defensiny.
VSechny tyto latky zpomaluji st bakterii, ale bylo zjiSho, e bakterie, které nebyly
zlikvidovany antimikrobialnimi peptidy, se stavajézistentnimi k endogennim
antimikrobialnim peptidm a do 24 hodin po pniku do dychacich cest obnovuji
sv jr st. Ztoho vyplyva, e antimikrobialni peptidy gobi zpomaleni stu bakterii
na asi 2 — 6 hodin, ale tato doba stavylou eni vdechnutych patogennich bakterii
mukocilidrnim transportem (Knowles MR and Bouché€r, R002).

Antimikrobialni  peptidy jednozna rozeznavaji membrany mikrob a
mnohobun nych mikroorganism. Bakterialni membrany maji v povrchové vrstv
vyrazn zastoupeny lipidy s negativnim nébojem (fosfolpid polyanionty) na
rozdil od eukaryotickych buk mnohobun nych organism, které na vnjSi vrstv
bun né membrany maji lipidy pvan bez elektrického naboje, lipidy

s negativnim ndbojem jsou u nich umist hlavn na vnitni stran membrany.

Schema 5Bun na stna G+ a G- bakterii
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Schema 6Plasmaticka membrana eukaryotickych dun

Schema 7: U inek antimikrobialnich peptid na buku bakterialni a buku
eukaryotickou (Zasloff M, 2002)
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Interakce AMP s bakterialni bumou membranou je nasledovanagunem lipid,
alteraci struktury membrany a vikterych pipadech vstupem AMP do bakteriélni
bu ky a zasa eni vninich struktur. Htomnost cholesterolu v bumé membran

sni uje U inek AMP stabilizaci lipidové dvojvrstvy (Zasloff N2002).

Schema 8:U inek antimikrobiélnich peptidna bun nou stnu bakterii. a) Pokryti
(carpeting) vnjSi strany membrany AMPs, b) Integrace peptdb membrany a
zeslabeni jejiho visiho listu (povrchova ast membrany se v porovnani s umit
oblasti membrany roztdhne, co zobi napti ve fosfolipidové dvojvrstv/modré

Sipky/), ¢) Tvorba gechodnych pér v membran, d) Transport lipid a peptid do

vnit ni  vrstvy membrany, e) Translokace peptidntracelularn (napadeni
intracelularnich cil), f) Kolaps membrany a rozpad iy

luta — acidické lipidy (negativn nabité), erna — neutralni lipidy (Zasloff M, 2002)
Mechanismy uinku AMP na bakterialni membranu mohou bytznmé: fatalni

depolarizace membrany, vytemi ,dr‘ v membran snaslednym Gnikem

celularnich komponent, aktivace smrticich procesu ce, jako nap aktivace
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hydrolaz, které degraduji bumou stnu, poruSeni normalni distribuce
membranovych lipid, je zp sobi zmnu funkci membrany, internalizaci AMP a
zni eni intracelularnich struktur (Zasloff M, 2002).

Antimikrobialni  polypeptidy  (AMP) (laktoferin, lysaym, sekreni
leukoperoxidasovy inhibitor, alfa a beta defensimgekretu dychacich cest maji
antimikrobialni Uinek pouze v prostdi s nizkou koncentraci soli. ZvySena
koncentrace soli (NaCl, KCI, Na-glukonat) v sekrdfichacich cest inhibuje funkci
AMP snienim elektrostatického ipahovani kationtovych polypeptid a
aniontovych mikrobialnich povrch(kompetice kationickych peptida kationt ve
vazb na aniontové mikrobialni povrchy). Dvojmocné katip(C&*, Mg 2" inhibuiji
antimikrobialni aktivitu v signifikantn ni Sich koncentracich ne monovalentni (K
Na’) ionty (Travis SM et al., 1999, Ganz T, 2002, Gan2004, Zasloff M, 2002).
DalSim zajimavym jevem je vazba dvojmocnych katioma vnjSi membrany G-
bakterii; tim dojde ke stabilizaci membrany a znemni pr niku kationtovych
polypeptid do bunk. Naopak mucin a elastdza neutrofilemaji na funkci AMP
vliv (Ganz T, 2002, Ganz T, 2004). Inhibice AMP nostedi s vySSi koncentraci
kationt (Travis SM et al., 1999)je ovlivnh na i koncentraci AMP (zvySena
koncentrace AMP v sekretu — ni Si inhibice AMP vijg&ncentraci kation).

Krom klasickych kationickych AMP byly v sekretu dychetticest zjiStny také
anionické peptidy s antimikrobialni aktivitou, kéejsou produkovany epitelovymi
bu kami plic (byly nalezeny v surfaktantu), ale bylglezeny i v nosni sliznici a
pr dudnici. Anionické antimikrobialni peptidy (AP) jsomalé molekuly, které
z d vodu homopolymerickych oblasti aspartatu maji dktaraaniont, a ke své
antimikrobialni aktivit pot ebuji zinek jako kofaktor. Maji baktericidniiaky proti
G+ i G- mikroorganismm. Mechanismus jejich inku neni jest pln objasnn, ale
soudi se, e Unkuji a po kotransportu zinku a AP do bakteriektif&ita AP je
inhibovana pitomnosti fosfataz a naopak potencovana zvySenaaekdraci NacCl.
Bylo zjiSt no, e AP jsou produkovany konstitutivna jsou rychle secernovany
b hem poinajici mikrobialni kolonizace. Tim mohou zap$at d leitou
antimikrobialni aktivitu v poate nich fazich infekce. Na rozdil od kationickych
AMP anionické peptidy vSak nemohou, wstedku své malé molekuly a zdporného
naboje, inhibovat nastupujici zdlivou odpov v pr b hu infekce (Fales-Williams
AJ et al., 2002).

36



Nosni sekret zdravych jedincinhibuje rst Staphylococcus pyogenes aureus,
Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, napoaiu nosni sekret nosi S.
aureus umo uje r st této bakterie. Bylo zjiSho, e P. aeruginosa obnovuje svou
schopnost rstu po 24 hodinové inkubaci s nosnim sekretem. ®okazuje na
schopnost adaptace bakterii na antimikrobialnikgimosniho sekretu.

Tyto vysledky ukazuji, e sekret dychacich cest &i@kospektré antimikrobialni
U inky a e tato antimikrobialni aktivita je zajivana zejména kationickymi
polypeptidy. Vysledky také potvrzuji, e antimikridini aktivita sekretu me byt
ovliv ovana ba dokonce a zcela zruSena zvySujici seovont silou, adaptaci
bakterii a mo na té jesSt nezjiStnou abnormalitou sekretu pacient nosi  S.
aureus.

Exprese AMP je lokaln ovliv ovana zantem. Zantlivé stimuly uvol uji
chemoatraktanty, které imhuji neutrofily obsahujici velké mno stvi lysany,
laktoferinu a alfa-defensin Souasn tyto stimuly zvySuji syntézu beta-defensin
v epitelovych bukach a vpipad chronického zarnu dokonce indukuji
cytodiferenciaci burk epitelu dychacich cest na sekiebu ky (Ganz T, 2002,
Ganz T, 2004). Poruchy v expresi nebo funkci AMPhmo vysvtlovat zakladni
aspekty patofyziologie enych onemocmi, poinaje atopickym ekzémem a
cystickou fibrosou, gastroenteritidu Zmbenou shigellami, a po rozvoj zubniho
kazu (Gallo RL and Nizet V, 2003).

N které patogenni bakterie jsou rezistentni ivAMP. Jejich rezistence je
realizovdna rzn . Jednim z charakteristickych mechanismbrany patogennich
bakterii proti AMP je modifikace povrchovych aniomormalni bakteridlni shy
molekulami kationt. Cilem této modifikace je snieni ihovani pozitivn
nabitych AMP k negativn nabitému povrchu bakterii. Zmy v elektrickém naboji
bakterialni stny Gram-negativnich bakterii a tim zajidt jejich rezistence vi
AMP jsou zpsobeny acetylaci lipopolysacharid(LPS) nebo expresi LPS
asociovaného s fosfatidylcholinem. Rezistence Gpamitivnich bakterii (nap S.
aureus) v i AMP je zajiSovana inkorporaci L-lysinu do fosfatidylglycerolu
(Peschel A et al., 2001). Které bakterie (nap Neisseria gonorhoeae) vyu ivaji
pumpy, které wvyluwji AMP zbuky a tim zabrauji hromadni AMP

v baktericidnich koncentracich (Shafer WM et a@98). Jiné druhy bakterii (nap
P. aeruginosa nebo Proteus mirabilis) produkujigaoy, které inaktivuji AMP bu

p imou degradaci, nebo zahajenim uwetini neutralizujicich glykosamin
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z hostitelskych proteoglykan(Park PW et al., 2000, Schmidtchen A et al., 2001,
Schmidtchen A et al., 2002).

1.3.3 Antimikrobialni peptidy v sekretu dychacichcest

Exprese AMP je modulovana lokalnzantem. Zéantlivé stimuly uvol uji
chemoatraktanty, které ifakaji neutrofily, obsahujici ve svych granulecklké
mno stvi AMP a hydrolytickych enzym

Lysozym spolu s laktoferinem jsou nejvice zasoupgn§MP v sekretu dychacich
cest. Jejich Ginna koncentrace je cca 0,1-1 mg/ml (Ganz T, 2004).

1.3.3.1 Lysozym

Lysozym je 14 kDa enzym $tici glykosidickou vazbu &4 peptidoglykan
v bakterialni stn . Krom toho, e p sobi enzymatickou lyzu bakterialni sy,
m e zabijet bakterie i neenzymatickymi mechanismgiflle NJ and Germaine GR,
1985). Lysozym je vysoce aktivni AMP proti mnohaa@rpositivnim kmenm, ale
je prakticky neuinny proti Gram-negativnim bakteriim, pokud nenitgmzovan
jinymi kofaktory (nap. laktoferinem, kyselinou askorbovou). Bylo prokaaa e
proti G- bakteriim je aktivni pouze ipspecifické iontové koncentraci a osmolarit
Tyto kofaktory poruSi zevni membranu Gram-negativnbakterii a tim umo ni
lysozymu zaséahnout citlivou peptidoglykanovou wustizysozym je bazicky protein,
ktery je souasti fagosom a specifickych granul neutrofila je produkovan také v
monocytech, makrofazich i v epitelovych kéach. Nejvtsim producentem
lysozymu v dychacich cestach je povrchovy epitédzky ve sliznici a submukose
dychacich cest (Laible NJ and Germaine GR, 1985aRMP et al., 2006).

1.3.3.2 Laktoferin

Laktoferin je kationicky, elezo vaici glykoprotei bohaty na arginin (80 kDa),
existuje vSak ve forms elezem i bez 1. Ve form bez navadzaného eleza je
biologicky aktivnjSi. Ma protizantlivé i antimikrobialni Uinky. Je obsaen ve
specifickych granulech neutrofil(odtud je uvolovan bhem zantu) a v sekretu

epitelovych bunk (sou &st sliznini imunity). Laktoferin inhibuje mikrobiélni st

navazovanim eleza, které je nezbytné pro respiraochody mikrob, ale zarove
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m e destabilizovat povrchovou membranu G- bakterii tian porusit jeji
permeabilitu a zpsobit tak smrt mikrobu. Bobi synergicky s jinymi slo kami
p irozené imunity, jako je lysozym nebo sekike leukoperoxidasovy inhibitor
(SLPI). Bylo také zjiStno, e laktoferin potencuje tinek n kterych antibiotik.
Laktoferin je dinny nejen proti infekci bakterialni, ale také wiéo (HIV, CMV,
hepatitis B, C) i plisové (Candida). Je soasn také protizantlivym proteinem.
Sniuje nap. vazbu IL-8 na endotelové bky, sniuje také expresi adhezni
molekuly E-selektinu a ICAM-1 na endotelovych kéch a tim vyznamn
modifikuje imunitni odpov . Laktoferin se vyskytuje ve vysokych koncentracic
v mateském mléku, slzach, vaginalnim sekretu, slindclodpktech exokrinnich

laz, jako i v sekretech dychacich cest (Rogan BtRal., 2006).

1.3.3.3 Sekreni leukoperoxidasovy inhibitor

Sekreni leukoperoxidasovy inhibitor je silrbazicky neglykosylovany protein (11,7
kDa), produkovany makrofagy, neutrofily a epiteloviybu kami. Je tetim nejvice
zastoupenym AMP v sekretu dychacich cest (po lysozy laktoferinu). Chrani
tkdn ped uinkem elastazy neutrofila je uvolovan pi degranulaci neutrofil

b hem infekce a zamu. SLPlI ma vyznamné antibakterialni (G+ i G-),anvé
(nap. HIV) i protizan tlivé (nap. sni eni exprese TNR) U inky (Rogan MP et al.,
2006).

1.3.3.4 Defensiny

Defensiny jsou ve srovnani segchozimi charakterizovany pom malymi
kationickymi molekulami peptid (3-5 kDa). Jsou bohaté na cystein, vyskytuji se
v i8i rostlinné i ivoiSné. Tyto peptidy se navzgjem liSi v délce molgkw
umist ni cysteinovych zbytka sulfidickych vazeb, které stabilizuji struktunrlist .
Vykazuji cytotoxické psobeni na bakterie, viry, parazity a plisiD li se do 3
skupin: a-defensiny,b-defensiny ag-defensiny.g-defensiny se nevyskytuji u lidi.
Koncentrace lidskych defensinv sekretu dychacich cest je silrovliv ovana
zantem (Martin E et al., 1995, Taylor K et al., 2007)
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1.3.3.4.1 Alfa-defensiny

Alfa-defensiny jsou znamé také jakmuman neutrophil peptide$HNPSs). Maji

n kolik podskupin. HNPs 1-4 jsou ki itou sou asti azurofilnich granul neutrofil
kde tvoi a 50% jejich obsahu (Harwig SS et al.,, 1994). N5 a 6 byly
identifikovany v Panethovych bkach tenkého stva a také v enském pohlavnim
systému. Alfa-defensiny maji zné Ginky, v etn mitogennich a chemotaktickych.
ZvySenim bun né proliferace pspivaji k opravam plicniho epitelu (Murphy CJ et
al., 1993, Aarbiou J et al., 2002).

1.3.3.4.2 Beta-defensiny

Beta-defensiny (HBD) jsou peptidy slo ené ze 36atfinokyselin, opt bohaté na
cystein a navzajem se liSici v délce molekuly, visimi cysteinovych zbytk a
sulfidickych vazeb. Jsou syntetizovany jako 64-®&8nmokyselinové et zce pre-
propeptid, které maji na N-konci molekuly 26-32 aminokyselitajici signalni
segment (Huttner KM and Bevinf CL, 1999).

1.3.3.4.2.1 Stavba molekuly beta-defensin
Sekvence aninokyselin je stejna pro vsSechngefensiny. Terciarni strukturb-

defensin podskupin 1, 2 a 3 je si napadmodobna.

Schema 9 Terciarni strukturab-defensin. Diagramy HBD-1, 2, 3 demonstrujici
podobnost terciarni struktury. Antiparalelilisty znazornny lut , a-spiralové

segmenty fialov(Taylor K et al., 2007).
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Tyto ti lidské b-defensiny se skladaji ze I3 etezc, které jsou uspadany do
antiparalelnictb-list a jsou navzjem dr eny 3 disulfidickymi vazbarmilisty jsou
lemovanya-spiralovym segmentem, ktery twvd\-konec molekulyb-defensinu.a-

spiralovy segment je jpojen kb-listu disulfidovou vazbou.

1.3.3.4.2.2 Funkce beta-defensin

D ive se pedpokladalo, eb-defensiny jsou klasické AMPs. V posledni dade
ukazuje, eb-defensiny maji imunomodulai U inky, které aktivuji rzné bun né
typy k produkci rznych cytokin a chemokin. Dale tvoi propojeni mezi
p irozenou a ziskanou imunitou a sobi jako chemoatraktanty pro CD4A-
lymfocyty, nezralé dendritické by, monocyty a neutrofilyb-defensiny (zejména
HBD-3) nemaji pouze cytotoxicke iky na bakterie, ale také ovlivji (v tSinou
potla uji) apoptosu neutrofil p sobenim na CCR6 receptor, tim prodlu uji jejich
ivotnost a pispivaji tak k posileni obrany organismu proti leai@ni invazi
(Nagaoka | et al., 2008).

1.3.3.4.2.3 Vztah struktura - funkce na antimikobialni aktivitu

Antimikrobialni aktivita je hlavni popisovanou furik b-defensin. Jejich
antimikrobialni aktivita byla potvrzena jak prottGtak i G- bakteriim, stejntak i
proti vir m, jednobun nym parazitm a plisnim. Kationické antimikrobialni peptidy
(nap. defensiny) nepsobi na cilové by p es receptory, ale jejich mechanismus
U inku je zprostedkovavan meénspecifickymi reakcemi, zalo enymi na zdporném
néboji povrchovych membran mikroorganisifjsou slo eny zejména z anionickych
peptid , jako je nap fosfatidyl glycerol). Na rozdil od povrchové meraby
mikroorganism jsou bun né membrany buk savc sloeny hlavn

z elektroneutralnich fosfolipid (jako nap. fosfatidylcholin, sfingomyelin), ke
kterym maji kationické AMPs nizkou afinitu (Brogd&#®, 2005, Taylor K et al.,
2007, Nagaoka | et al., 2008, Matsuzaki K, 1999).

P esny mechanismus ilku defensin neni dosud jednozna prokazan, ale
bezpochyby zahrnuje zvySeni permeability buné membrany. Byly navreny a
v sou asné dob jsou akceptovany dva modeloveéinky (viz sch. 8): 1. Carpet
model — nkolik molekul nasedne na povrch membrany aspbi nekrosu, 2. Pore

model — oligomerizace peptica vytvoeni pér v bun né membran co zp sobi
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unik bun ného obsahu (Brogden KA, 2005, Taylor K et al., DOMPrimarni

struktura HBD-1, 2, 3 ukazuje, e v naboji molelsbu rozdily mezi jednotlivymi
defensiny. Také umisti kationtovych zbytk ovliv uje aktivitu molekuly proti
jednotlivym patogenm. Zm ny v peptidové sekvenci, které neamly naboj a
hydrofobicitu molekuly neovlivovaly antimikrobialni vlastnosti defensinAle tyto

zm ny mohou ovlivnit citlivost bakterii v i antimikrobialnim latkdm (Hoover DM
et al., 2003).

1.3.3.4.2.4 Psobeni defensin na neutrofily

Neutrofily jsou dle ité efektorové buky v pr b hu zantu, poskozeni tkani aip
mikrobialni infekci (Smith JA, 1994)P e ivani aktivovanych neutrofil je relativn
kratké (v krvi 6-7 hodin, ve vazivu 1-4 dny) a @adochazi k jejich destrukci
apoptosou. Tato spontanni apoptosa neutrafil e byt inhibovana psobenim
substanci produkovanych bakteriemi (lipopolysaahafs- bakterii) nebo viastnimi
bu kami (cytokiny, chemokiny — IL44, IL-8). Prodlou ené pe ivani aktivovanych
neutrofil posiluje obranyschopnost organismu proti patogenna druhou stranu
m e zp sobit nekontrolovatelné uvadvani cytotoxickych metabolit a
prozantlivych substanci (nap kyslikové radikaly, protheasy), co ne veést
k zesileni zartu a prohloubeni tk@veho poskozeni (Whyte M et al., 1999, Simon
HU, 2003, Colotta F et al., 1992, Oberholzer Cle2801, Cohen J, 2002).

1.3.3.4.2.5 Vztah struktura - funkce na chemotalckou aktivitu

b-defensiny hraji dlohu jak v pozené tak i v ziskané imunitni odpak.
Chemotaktické psobeni na zné bun né typy vykazuji defensiny ji

v nanomolarnim mno stvi. HBD-3 indukuje migraci nomyt , CD 4 T-lymfocyt

a nezralych dendritickych buk, ale nebyla prokdzana migrace neutroéil zralych
dendritickych bunk. P sobeni defensinna neutrofily je diskutovano. Mte i autoi
uvad ji vcestovani neutrofil do mista zartu chemotaktickym efektem HBD-3 na
neutrofily a s tim souvisejici upregulaci anti-afmijgckych gen a downregulaci pro-
apoptotickych gen (Theilgaard-Monch Ket al., 2004). Chemotaktickym
receptorem, na ktery-defensiny psobi je chemokine receptor 6 (CCR6) a Formyl
peptide receptor-like 1 (Yang D et al., 1999, Taylki et al., 2007).Pro

chemotaktické psobeni defensin jsou dle ité cysteinové zbytky a stabilizace
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molekuly defensinu ve specifické konformaci, ktesno uje jeji interakci

S receptory na povrchu bua(Taylor K et al., 2007).

1.3.3.4.2.6 Vztah struktura - funkce na interakcis bun nymi membranami
savc

Interakce b-defensin s bun nymi membranami eukaryot neni jest zcela
objasnna. Povrch bun nych membran ma hydrofobni charakter. Bylo zjist e
im vice hydrofobnich aminokyselin je v molekule afefin, tim v tSi je jejich
hemolyticka aktivita. Cytotoxicka a hemolyticka iaka HBD-3 zavisi vice na
sekvenci aminokyselin ne na disulfidovych vazbaclEm ny v sekvenci
aminokyselin, které zpsobi snieni hydrofobicity defensinu (napvym na
cysteinového zbytku za alanin) zwbuje sni eni cytotoxicity defensinu (Wimley
WC et al., 1994, Harder J et al., 2001).

1.3.3.4.2.7 Beta-defensiny v dychacich cestactoasilach

b-defensiny jsou produkovany epitelovou vystelkouznych organ. Jejich
koncentrace v sekretu dychacich cest je asi 1005kne koncentrace lysozymu,
to znamené kolem 1g/ml (Cole AM et al., 1999). HBD-1 byl prok&zan &jw tSim
mno stvi v ledvinach, HBD-2 a 3 v zattivé k i, ale vSechny tt HBD-1, 2 a 3 byly
prokazany v dychacim traktu (Singh PK, et al., 199&der J et al., 2001, Zhao CQ
et al.,, 1996, Bals R et al., 1998). Sekrece HBD-3 g regulovana dvojim
zp sobem; pimou odpovdi epitelovych burk na lipopolysacharidy a jiné
bakterialni stimuly, druhy zsob je regulace cytokiny. V prosti s nizkou
koncentraci soli jsou defensiny baktericidni v mrkolarnich (mol/ml)
koncentracich proti mnoha Gram-positivnim i Grangateznim baktreriim,
kvasinkadm, plisnim a kterym vir m. ZvySena koncentrace soli inhibuje aktivitu
defensin. Mechanismem anku defensin na bakterie je zvySeni permeability jejich
povrchové membrany bohaté na fosfolipidy s relatchranou cholesterolovych a
neutralnich fosfolipid v membranach hostitele (Ganz T, 2002, Ganz T, 2004

N které defensiny ,in vitro* gspivaji k zantlivym a reparanim pochodm, co
zahrnuje inhibici adrenokortikotropnim hormonemmsatiované sekrece kortizolu,
inhibici fibrinolyzy, mitogenni efekt na fibroblas{Ganz T and Lehrer RI, 1998)
indukci sekrece IL-8 epitelovymi bkkami (Van Wetering S et al., 1997). Funkce
defensin jako chemoatraktant pro nezralé dendritické bky a pam ové T-
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lymfocyty je d le ita v inicialnich fazich prozené imunitni odpowi organismu na
infekci a pro nasledné rozvinuti specifické imunitdpov di. Jednotlivé AMP

p sobi na rozdilné cilové struktury bakteridlnichns(fosfolipidovd membrana,
peptidoglykany, ionty eleza atd.) a jejich meclanus uUinku je také rzny
(enzymatické rozruSovani sty, formovani por v bakterialni stn ). P edpoklada se,

e jednotlivé antimikrobialni peptidy spolupracujiapadanim rznych struktur
bakterialni stny, a e svym psobenim jsou schopné odhalit citlivé struktury pro
U inek jineho AMP (Ganz T, 2002, Ganz T, 2004).

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

HBD-1 je produkovan permanenta jeho produkce neni ovlievana mikrobialnimi

a zantlivymi stimuly (Po-Hsu Ch and Sheen-Yie F, 2004iver E et al., 2006,
Dunsche A et al., 2001), exprese ostatnich (HBD3) g indukovana infelkaimi
okolnostmi (Kluver E et al., 2006). HBD-2 a 3efdstavuji defensiny, které jsou
produkovany epitelovymi bikami v reakci na mikrobialni infekci. Jejich proahek
je zvySovana rznymi typy patogen (Schibli DJ et al., 2002).HBD-2 vykazuje
vyraznou antimikrobidlni aktivitu proti G- bakteriia plisnim (Candida) a pouze
bakteriostaticky efekt proti Staphylococcus aur@@ieys S et al., 2003)J inek
HBD-2 na Staphylococcus aureus je diskutovan viterg. N kte i z nich ukazuiji,

e HBD-2 ma baktericidni efekt jak na G-, tak i & bakterie vetn S. aureus (Po-
Hsu Ch and Sheen-Yie F, 2004).Ke i autoi uvad ji, e HBD-3 ma baktericidni
U inky proti G- i G+ bakteriim vetn S. aureus, jini udavaji jeho baktericidni efekt
pouze na G- bakterie kde to na na GHein S. aureus pouze slaby bakteriostaticky
vliv. Byl zjist n silny antimykoticky efekt HBD-3 (Claeys S et &Q03, Harder J et
al., 1997).

Velmi zajimavym nalezem je zjisti rozdilného mno stvi HBD-2 a 3 v zativé
nosni sliznici s prokdzanym S. aureus a bez jeftorpnosti. HBD-2 a 3 jsou v nosni
sliznici nosi  S. aureus produkovany v zanedbatelném mno stvotostiznicim

s akutni infekci S. aureus. To ukazuje, e chrkainfekce S. aureus @nasei)
potla uje produkci HBD-2 a 3 a tak oddalujeirpzenou imunitni odpov
organismu na infekci, co umouje snadnjSi kolonizaci epitelu (Quinn GA and
Cole AM, 2007).
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HBD-1 byl prokazan ve vSech vzorcich nosni slizmeerozdil od HBD-2, ktery byl
n kterymi autory prokazdn pouze ve sliznici nosnicblyp , jinymi pak i
v n kterych vzorcich zdravé nosni sliznice. Nt ji a v nejv tSim mno stvi byl
prokazovan v bazalnisti povrchového epitelu (Lee SH et al., 2002, Ba-Bh and
Sheen-Yie F, 2004)Ve vyskytu HBD-2 a 3 v zatlivé a zdravé nosni sliznici
n kte i autoi nenasli rozdil (Claeys S et al., 2003).

Na vyskyt b-defensin v tonsilarni lokalizaci jsou zné nazory. HBD-2 a 3 byly
nalezeny jak v povrchovém vrstevnatém dla dicovémitedu, tak i v epitelu
tonsilarnich krypt. Mno stvi HBD-2 a 3 bylo srove#té v tkani idiopatickych tonsil
a rekurentnich tonsilitid. Vyrazjsi produkce inducibilnich AMPs (HBD-2 a 3)
v tonsilach je g itana hlubokym kryptdm a vysoké mikrobiélni kol@dzr znymi
kmeny patogen (Claeys S et al., 2003)ini autoi zjistili zvySenou hladinu HBD-2
pouze v tonsilach s chronickym zéem (Weise JB et al., 2002).

Podle jiného zdroje byly HBD-1 a 3 v povrchovém telpi tonsil od pacient
s chronickou tonsilitidou nalezeny v nizkém mnoistVo by mohlo byt dvodem
zvySené vnimavosti thto pacient k infekci (Ball SL et al., 2007).

Ve tkani tonsilarniho karcinomu nebyl HBD-1 pravide nachazen na rozdil od
HBD-2, ktery byl pravideln zjis ovan ve vysSich hladinach v keratinocytech
povrchoveho epitelu. Z toho vyplyva, e HBD-2 by hidchrat vyznamnou roli ve
vzniku tonsilarniho karcinomu (Mizukawa N et alQ0B, Sawaki K et al., 2002,
Yoshimoto T et al., 2003).

Proto e pedmtem této prace byl vyzkum na tkanich zdravych, #ésch a
karcinomatosnich, byla také sledovana Uroapoptosy (pomoci aktivované kaspasy

3), proliferace (Ki-67), rkterych rstovych faktor (TGFb, VEGF) a enzym

(eNOS) k ozejm ni a doplnni situace v danych tkanich a organech.

1.4 Zant

V pr b hu zantu dochazi v dané tkani ke zvySeni metabolickyates (nekrosa,

apoptosa, odstravani nevratn poSkozenych tkani, regenemd nebo reparani
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pochody - proliferace), které jsou nané na dodavku kysliku do dané oblasti. Proto
cévni zasobeni, které ve zdravé tkani bylo daegiai, nemé dostateou kapacitu
pro dodavani pogbného mno stvi krve a tim kysliku (a odvod metébdldo
zantlivého loiska a tak vznika uity stupe hypoxie a ischemie v zatlivém
lo isku. Vaskularni endotel proto sehrava kiWou regulani dlohu pi zan tu.
Endotel m& vazodilatai a antitromboticky potencial. Endotelové ky uvol uji
adu mediator r zné povahy. Mediatory s vazodilatam 0inkem p sobi také
antitromboticky (antiadhezivna antiagregan ). NejvyznamjSim mediatorem této
skupiny je oxid dusnaty (Nas E et al., 2007b).

NO je maly peiotropni volny radikal s hydrofobni lekulou. Je kliovou signalni
molekulou v onemocmich souvisejicich s chronickym zd&am, kterymi jsou i
nadorova onemocni (Ying L and Hofseth LJ, 2007). NO vznika ve rfor
reaktivniho radikalu psobenim NO-syntazy (nitric oxide synthase)pemn L-
argininu na L-citrulin. Radikal NO pronikd do znych bunk (nap. hladkého
svalstva) a aktivuje zde rozpustnou guanylatcyklaBusobenim cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP) dojde ke sni eni koneae C4" v cytoplasm a tim
je docileno relaxaniho Uinku. Za fyziologického stavu je NO produkovan
konstitutivni NOS — endotelovou NO-syntazou (eNOSGS3). V prb hu zantu a
ischemie dochazi v endotelu, leukocytech i v jinfichkach k expresi indukovatelné
NO-syntazy (INOS — NOS2). e se tak po stimulaci proz&ovymi cytokiny —
interferon gama (INF, interleukiny 1, 6 (IL-1, 6), tumor necrosis factalfa (TNF-
a) a lipopolysacharidy nebo faktorem aktivujicim tildsy (PAF). Sni eni exprese
INOS p sobi protizantlivé cytokiny — interleikiny 4, 8, 10 (IL-4, 8, JORadikal NO
ma velmi silny cytotoxicky efekt. Ten me byt spolu se systémovou vazoparalyzou
zp sobenou dysregulovanou produkci NGO mou autoagresivni povahy zdn
(Ne as E et al., 2007bBylo zjist no, e reaktivni dusikové radikaly (napNO)
mohou mit jak protizanlivé/protitumorosni, tak i prozativé/protumorosni tinky.
Jejich karcinogenni efekt zavisi na genetické vybaiové tkan, okolnim
mikroprostedi, na aktivit a lokalizaci NOS izoforem, ale tim také na hladiO
(Ying L and Hofseth LJ, 2007, Li CQ and Wogan GR03).

Mediatory s vazokonstrikiim U inkem maji opany efekt, psobi protromboticky
(proadhezivn a proagregan na trombocyty). Mezi tyto mediatoryadime nap
tromboxan A2, destky aktivujici faktor (Neas E et al., 2007b).
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V pr b hu zantlivé (ale i jiné — nap tumorosni) ischemie jsou aktivovany geny
zvySujici expresi Vascular Endothelial Growth FagWEGF), ktery je zodpowny
za zvyseni angiogeneze ve tkani malo zasobenékysli

Transforming growth factor beta (TGH-je produkovan eosinofilnimi granulocyty,
je skladovan v malych granulech v cytoplasmuplat uje se pi chronickém zarnu

a také pi rozvoji fibrosy. Jeho nadmna produkce ma za nasledek opakovanétyan
s pechodem do chronicity, zmno eni mezibuné hmoty a progresi fibrotickych
zm n (Ne as E et al., 2007c).

1.5 Nadorova transformace

Etiologickych faktor (mutagen) nadorového zvrhnuti buk je celd ada. Jsou to
jednak vlivy zevni, které rozthjeme na vlivy fyzikalni (z&ni UV, rentgenove,
gama, ionizujici), chemické (kancerogeny) a biatkgi (onkogenni viry). Mezi
vnit ni vlivy pati zd d né faktory (geneticka predispozice) a ziskané fagkte
zvySeni nachylnosti organismu ke vzniku nadoru és@di nebo zvySena funkce
imunitniho systému, nadmnd hormonalni stimulace, stavy chronicky zvySené
proliferace bunk). K chronickému poskozovani tkama tim i k chronicky zvySené
proliferaci bunk dochazi i v prb hu chronickych zart . Proto v prb hu t chto
dj dochazi jednak ke zmam bun ného typu (tzv. metaplasii) a jednak k
usnadnni vzniku nadorového bujeni. Proto je mo niéi, e je chronicky zant
prekancerosou. V pb hu maligni transformace bky dochazi ke genetickym
zm nam. Tyto genetické zmy ovliv uji regulaci bun ného cyklu (setrvani v &
fazi nebo zahajeni bumého cyklu), dohled nad spravnosti genomu @nosti
reparanich proces, nachylnost k apoptose i interakcemi kwy s okolim
(adhezivita, invazivita).

Velmi d le itym genem a jeho produktem je gen pro protesd pnazyvany ,stra ce
genomu“. Jeho nedostatek nebo nefurost m e zp sobit genetickou nestabilitu
(hromadni dalSich mutaci) a vznik eventualni malignizaci nddoru. Bka, ktera
podlehla nadorové transformaci ra p etrvavat v @ fazi po mnoho let ne se zae

d lit. Existuje nkolik stup nadoroveho rstu. Iniciace (poate ni mutace buky),
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promoce (zahajeni teni nadorov pemn né buky) a progrese (akcelerace

nadorového rstu).

Schema 10: Interakce hlavnich stimulaich a inhibinich faktor v pr b hu
bun ného cyklu (Klener P et al., 2002a)

Mezi zm ny, které nadorovy st zpomaluji pat: prodlu ovani bun ného cyklu,
vznik tzv. neproliferujici frakce buk (v Gy fazi nebo terminaln diferencované
bu ky), zanik asti bunk nadorového klonu (nedostaté vy iva, cytotoxické
faktory) a ztraty nadorovych buk odlupovanim z povrchu do lumina nebo vn
organismu. Dle itym parametrem rstu nadoru je jeho vy iva. Maximalni velikost
nadoru, ktery me byt jeSt vy ivovan diflzi je cca 1 mg. Po dosa eni tétoikekti
se r st nddoru vyraznzpomali. DalSi jeho vyvoj ji je podmim vznikem vlastniho
stromatu, kde velmi de itou roli hraje vznik vlastni kapilarni sitnapojené na
vy ivujici cévu. Vtomto procesu se vyrazmplat uji angiogenni faktory (nap
VEGF, molekula NO). Po vytveni vlastni mikrocirkulace st nadoru vyrazn
akceleruje, buky se pekotn mno i, tak e rozvoj mikrocirkulace \Sinou nesta
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sledovat rychly rst nddorové masy a tak vznikaji v nadoru hypoxmlidasti. V nich
dochézi k apoptose nebo i nekrose nadorovychiyurédor pechodn omezuje, a
zastavuje sy r st (diky zaniku burk se m e i zmenSit). Po vytveeni hustSi
mikrocirkulace se rst nadoru opt obnovi. Krom tohoto Uinku na rychlost rstu
nadoru ma hypoxie inek i na selekci burk odolnjSich a agresivnSich
s nestabilnjSim genomem. Tim dochazi k dalsi malignizaci tum@alsi dle itou
vlastnosti v Seni tumor je jejich invazivni rst a tvorba metastaz. Invazivnist
nadoru je dan ztratou kontaktni inhibicestu bunk. Pi Si eni nadoru lymfatickou
nebo krevni cestou dochazi k naruSeni cévmiystinterakcim nadorovych buk
s krevnimi elementy a k omému zachyceni nadorovych bunk cévni stn pi
mikroembolizaci nadorovych buk (Ne as E et al., 2007d).

1.6 Molekuly a procesy ovlivujici fyziologické i patologické

procesy

1.6.1 Endotelova syntasa oxidu dusnatého

Endothelial nitric oxide synthaseNOS produkuje NO molekuly v nanomolarnich
mno stvich na rozdil od iNOS, ktera produkuje NQOmikromolarnim mno stvi.
Takova mno stvi poSkozuji DNA a mi strukturu a funkci protein(Ying L and
Hofseth LJ, 2007). NO je zahrnut do pochodantlivych, ale i tumorosnich.
Moduluje vznik a progresi nadoru gobenim na 1zné procesy (angiogeneze,
apoptosa, bunny cyklus, invazivitu a metastasovani). Zéinych d j se neutastni
pouze svym vazodilataim a antiagregaim Ginkem, ale také reguluje expresi
r znych (nap. cyklooxygenasy-2) prozéatiivych molekul (Blais V and Rivest S,
2001). Bylo zjistno, e jak buky slizni ni, stromalni tak i endotelové v tumorosni
tkani vykazovaly dysregulaci eNOS a bylo prokazaemngiogeneze je zakladnim
p edpokladem pro st a invazi nadoru. eNOS seastni jak procesu angiogeneze
(vznik novych cév z cév existujicich), tak i vaskggnese, tj. formovani novych cév
z progenitorovych burk de novo (Duda DG et al., 2004, Brouet A et al03).
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eNOS hraje de itou roli v proliferaci endotelovych butk a souasn je kli ovym
mediatorem pro rkteré rstové faktory ovlivujici endotel, jako je VEGF a
prostaglandin E2 (PGE2). PGE2 podporuje gmi endotelovych buk, co

p edstavuje prvni krok k neoangiogenezi (Duda DGl.e804, Namkoong S et al.,
2005). Na druhé stram které zantlivé cytokiny a rstové faktory (nap VEGF)
mohou ovliv ovat expresi eNOS. Z toho vyplyva, e eNOS enmit funkci jak
prozantlivou, tak protizantlivou. eNOS je kliovou molekulou pro aktivaci a
proliferaci endotelovych buk. To je dleité pro angiogenesu, jak bylo uvedeno
vyde. Uinky eNOS na proliferaci epitelovych bun zavisi na typu a genetické
vybav cilové buky a také na koncentraci NO. Keré prace uvagi, e nizké
koncentrace (srovnatelné s, které jsou uvolovany eNOS, mohou stimulovat
bun ny cyklus nadorovych buk a tim jejich proliferaci. Enzymaticka aktivita
eNOS spiSe [spiva k regeneraci tkani - hojeni ran (Ying L atafseth LJ, 2007).
eNOS a s ni asociovana molekula NO zvySuji perrlirabariéry nddor-krev a tim
usnaduji invazi nadorovych burk. R zné studie ukazaly, e vysoka exprese eNOS
m e byt spojena s invazivitou nadorovych béun(Wang | et al., 2005). Molekula
NO m e mit jak proapoptoticky, tak antiapoptoticky efel které prace uvag,

e ni §i koncentrace NO maji antiapoptoticky efeldiné prace uvagl, e eNOS
sni uje apoptosu a zvySuje @iti bun k p sobenim na Bcl-2 (antiapoptoticky gen).
Ukazuje se, e eNOS by mohla byt faktorem, ktergjércentralni tlohu v inhibici

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

1.6.2 Apoptosa

Apoptosa, neboli programovana buna smrt, je mechanismus zaniku ky jak

v pr b hu fyziologickych dj (remodelace tkani zvlasv pr b hu embryonalniho a
fetalniho vyvoje nebo bunna dynamika rznych tkani), tak i them dj
patologickych (nadorova onemocn, zanty, autoimunitni onemocmi, ischemie,
hojeni ran atd.). Jak nazev programovana km#n smrt napovida, ke svému
sebeznieni buka uplatuje vlastni mechanismy, které jsou zakotveny wjeji
genomu. H iny, které apoptosu vyvolavaji, jsouznorodé: aktivace specifickych
receptor (nap. pro TNFa) nebo naopak nedostaté aktivace (tonisace) bky

r znymi stimuly (nap r stové faktory), poSkozeni DNA a jinych struktur ky
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nap. ionizujicim zéenim nebo viry a v neposledrad pr nik v t§iho mno stvi
cd* do buky. Apoptosa je uskuteovana prosednictvim nitrobun nych proteaz
— kaspas. Kaspasy jsou cysteinové proteasy sefismecsi i aspartatu. V prb hu
apoptosy jsou aktivovany proteolytickym @&nim. Jejich substraty jsou fumk
bun né proteiny, cytoskelet, jaderné membrany atp.kBuse nakonec rozpadne na
n kolik r zn velkych segment— apoptoticka tiska, ktera jsou kryta plasmatickou
membranou, a proto nevyvolavaji z#livou reakci. Apoptotickd fiska jsou

nasledn fagocytovana okolnimi bkami (Ne as E et al., 2007a).

Schema 11: ZjedonoduSené schema mechanismu vzaktosy (Klener P et al.,
2002c)

Je to prav Stpena kaspasa 3cléaved caspase )3 kterd representuje tzv.
.cytoplasmatické death domény“ a je tak jednim znamnych marker pro
imunohistochemickou detekci apoptosy ezove technice (parafinové nebo
kryostatové ezy). Pro tkdové kultury (pipadn r zné typy bioreaktor), kde
figuruji bu ky ,in toto” je pak jednodusSi detekce externalaogho fosfatidylserinu

pomoci Annexinu V/FITC.
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eNOS se (astni i apoptotickych ¢ . Molekula NO m e mit proapoptoticky i
antiapoptoticky (ni i koncentrace NO) efekt (Fukura D et al., 2006, Lancaster JR
Jr. and Xie K, 2006, Li CQ and Wogan GN, 2005). opwsa byla studovana
sledovanim apoptotického markeru —p&né kaspasy 3 (cleaved caspase 3) pomoci

imuhistochemické detekce.

1.6.3 Bun na proliferace

V pr b hu fyziologickych a hlavnpatologickych (zart, nador) pochod ve tkanich
nalézame proliferujici bkky. Bun na proliferace je velmi de ity d j pro obnovu
tkani a samozjm se velmi uplatuje v prb hu nadorového bujeni a tem
reparace tkani poskozenych zé&m. Exprese proteinu Ki-67 je striktrspojovana
prav stimto djem. Proto eKi-67 je exprimovan bhem aktivnich fazi bunného
cyklu (G, S, G), ale chybi u burk v Gy fazi, proto je vybornym proliferaim
markrem (Scholzen T and Gerdes J, 2000h G fazi bylo zjiStno, e mno stvi
exprimovaného Ki-67 se nme zvySovat (buky p echazejici nasledndo S faze),
sni ovat (bu ky p echazejici nasledndo G faze) nebo jeho mno stvi me byt
stabilni (pi optimalnich lokalnich rstovych podminkach). Jeho lokalizace je
omezena na tkolik fokus v karyoplasm. V pr b hu S faze dochazi ke zvyseni
exprese Ki-67, rkte i autoi uvad ji jeho vyskyt pouze v nukleolu, jini jej nachazeji
i v karyoplasm. V pr b hu G faze dochéazi k dalSimu zvySovani exprese Ki-67 jeh
lokalizace je uvacha difuzn v jad e (duManoir S et al., 1991, Bruno S et al., 1992).
NejvysSi intenzita Ki-67 je nalézanahem metafaze, zatimco v anafazi a telofazi
za in& jeho exprese klesat. Je uvdal redistribuce Ki-67 thhem mitosy — v profazi
je Ki-67 nalézan v oblasti kondenzovanych chromosommetaféazi pokryva povrch
jednotlivych chromosom a po rozpushi jaderné membrany ne byt Ki-67
nalezen i difusn v cytoplasm (Braun N et al., 1988, Starborg M et al., 1996,
Scholzen T and Gerdes J, 2000).

Proliferujici buky jsou nalézany tém ve vSech tkanich fla. OvSem na rozdil od
tkdni zdravych se v pb hu nkterych patologickych g prolifera ni aktivita
zvySuje, co je mo no sledovat pomoci proliferdho markeru Ki-67. Proliferai

marker Ki-67 je vyuivan u rkterych nador prognosticky. Proliferace byla
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sledovana u iznych typ nador, mimo jiné také v dla dicobunném karcinomu

orofaryngu (Grabenbauer GG et al., 2000).

1.6.4 Transforming growth factor-beta

Prakticky ka da buka vtle v etn epitelovych, endotelovych, hemopoetickych,
nervovych a vazivovych, produkuje transforming gttoiactor beta TGF- ) nebo
pro tento rstovy faktor maji receptory. TGF- reguluje proliferaci a diferenciaci
bun k, embryonalni vyvoj, hojeni ran a angiogenesul{BI&C et al., 2000). TGF-
reguluje ve specifickych fpadech bun nou proliferaci. Ve wvtSin epitelovych,
endotelovych a hemopoetickych bkénp sobi TGF- jako vyrazny inhibitor
bun né proliferace. Zastavuje bumy cyklus ve fazi G1. Dale gobi indukci
bun né diferenciace a navozuje apoptosu (Raviz MJ aednar CE, 1997)TGF-
je vyznamnym regulatorem produkce a exocytosy mugwiné hmoty. Stimuluje
fibroblasty i jiné buky k produkci protein mezibun né hmoty a protein pro
adhezi bunk, v etn kolagenu, fibronektinu a integrin Souasn také sni uje
produkci enzym, které mezibun nou hmotu odbouravaji (nap kolagenasa,
heparinasa, stromelysin) a zvySuje produkci protekieré inhibuji tyto enzymy
(nap. aktivator plazminogenu). Cilemchto zmn je zvySeni produkce protein
mezibun né hmoty a bunnych adheznich proteinV nadorovych bukach byly
popsany mutace signalni drahy TGE- Tyto mutace zpsobuji rezistenci thto
bun k k inhibici r stu zprostedkovanou TGF- a tim umo nni nekontrolované
proliferace bunk. ZvySeni produkce TGF- v nddorovych bukach zvysSuje jejich
protheolytickou aktivitu a tim i jejich invazivituTGF- p imo stimuluje
angiogenesu. Tato vlastnost m byt dalSim mechanismem, kterym tentstovy
faktor stimuluje rst nadoru (Blobe GC et al., 2000, Machara Y et1#199).Bylo
Zjist no, e TGF- ma také imunosupresivni iky. Je produkovan leukocyty a
podporuje jejich diferenciaci, na druhé stranhibuje jejich proliferaci a aktivaci.
TGF- ma i chemotakticky anek na migraci leukocyta reguluje umishi t chto
bun k prostednictvim adheznich molekul. M&a vyznamnou ulohdlyniu aktivace a
proliferace zantovych bunk (Shull MM et al., 1992)Jeho nadnrna produkce ma
za nasledek opakované akutni zgins pechodem do chronicity, s tim souvisejici
zmno eni mezibun né hmoty i progresi fibrotickych zm (Ne as E et al., 2007c).

Produkce a sekrece tohotostového faktoru rkterymi nadorovymi bukami
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zp sobuje potlaeni aktivace migrujicich imunitnich bua(Norgaard P et al., 1995).
Tento imunosupresivni efekt ne byt dalSim dle itym mechanismem, kterym
TGF- podporuje rst nadoru (Blobe GC et al., 2000). V normalnich Kach
p sobi TGF- protinadorov tim, e inhibuje proliferaci burk nebo e podporuje
bun nou diferenciaci a apoptosu. V Uvodnich fazich kangeneze ztraci bly
citivost k TGF- a tim k inhibici svého stu. Poté, co se nadorové ky stanou
rezistentnimi k inhibici svého stu TGF- , za nou jak samotné nadorové txy, tak

i bu ky stromatu zvySen produkovat tento faktor. Nasledkem jeho zvySené
produkce se nadoroveé by (jejich r stji nem e byt inhibovan TGF- ) stanou
invazivn jSimi a zanou metastazovat do vzdalenych organToto chovani
nadorovych burk je zp sobeno ztratou jejich citlivosti k TGF; tim je stimulovana
angiogeneza a zvySena schopnost migracekbiodili se na tom potlani imunitni
odpov di, jako i zvySena interakce mezi nadorovymi Bami a mezibun nou
hmotou. Z toho vyplyv4, e rezistence blirk TGF- usnaduje vznik nadoru a e
takové buky jsou invazivnjsi. U r znych typ nador byla zjiSt na souvislost mezi
zvySenou produkci TGF- a zvySenou invazivitou nadoru. Byly uvedeny i egidy,
které ukazuji, e TGF -b pispiva ke vzniku a progresi dla dicobumého
karcinomu v oblasti hlavy a krku (Xie W et al., 3)0Blobe GC et al., 2000,
Machara Y et al.,, 1999, Picon A et al., 199B)esto e je TGF- nezbytny pro
hojeni ran, jeho nadprodukce ma vyustit v nadmrné ukladani vazivovych
komponent v jizvach a ke vzniku keloidu. Tyto matkeny byly podpceny tim, e
byla prokazana zvySena produkce TGF-v poskozenych tkanich jeStp ed
zvySenou produkci mezibumé hmoty. Tento faktor je vyraznym stimulatorem
produkce a ukladani mezibumé hmoty a je ve ¥Sich mno stvich nalézan ve
fibrotickych organech. Inhibitory vazby TGF-na jeho specifické receptory sni uji
nebo Upln zabrauji vzniku fibrosy (Border WA and Noble NA, 1994ai®ireson N
et al., 1995).

1.6.5 Vascular Endothelial Growth Factor/VasculalPermeability Factor

VEGF/VPF (Vascular Endothelial Growth Factor/Vascular Peahilty Factor) je
vysoce specificky mitogen pro endotelové by Tento faktor ma schopnost

podporovat rst endotelovych butk (arterii, vén i lymfatickych cév) a tweni cév.
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Mezi jeho dalSi Unky se adi zvySovani permeability cévni 8y a vyrazna
angiogenni aktivita (Joory KD et al., 2006, Unem&h et al., 1992).U inek
VEGF/VPF na cévni permeabilitu ukazuje ndedtou roli této molekuly bhem
zantu i jinych patologickych podminek. Bylo zji$to, e VEGF je siln exprimovan
nap. v ko nich keratinocytech em hojeni ran, to znamena za podminek, které
jsou charakterizovany zvySenou cévni permeabili@ngiogenesi. Experimentaln
bylo zjist no, e nadprodukce VEGF v k zp sobuje vznik hustSi kapilarni sit
kouleni leukocyt a jejich adhezi ke sham postkapilar, tzn. g vyus ujicich

v projevy chronického zatu. Dalsim udinkem VEGF je omezeni apoptosy
endotelovych burk indukci exprese antiapoptotickych proteirfnap. Bcl-2).
Vysledkem inhibice VEGF jsou vyrazné zmy v cévach. VEGF nepgobi
mitogenn pouze na endotelové bky, ale i na mnoho dalSich bumych typ , nap.
fibroblasty, buky pankreatickych vyvod a Schwanovy bikky. Dale VEGF také
zvySuje produkci surfaktantu sekrémi pneumocyty. Velmi zajimavy je vztah mezi
molekulou NO a VEGF. Byla prokazédna vyznamna rol® Ma zvySovani
permeability zprosedkované VEGF. Angiogenese, pr r cév, mira prtoku krve a
permeabilita cévni sty byly umrné hladin NO. Také dalSi faktory z rodiny
cytokin maji vztah k VEGF. Pdtmezi n nap. TGFa, TGF- (zvySuje produkci
VEGF), EGF, keratinocyte growth factor, PDGF nebd&GB. Je velmi
pravd podobné, e tyto faktory mobi parakrinn nebo autokrinnspolu s hypoxii na
produkci VEGF (Coste A et al., 2000, Ferrara N,4200

Schema 12: Rzné zpsoby uinku signalnich molekul (Klener P et al., 2002b)
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N které prace uvag, e existuje vztah mezi cévni permeabilitou agegenesi.
Bylo zjiSt no, e zvySeni cévni permeability je zakladnim leok pro angiogenesu
tim, e dojde k extravasaci fibrinu, pom nasledn migruji proliferujici endotelové
bu ky. Na druhou stranu ne ka dé zvySeni permeabjiitpasiedovano angiogenesi
(Ferrara N, 2004)VEGF je produkovan blkami jako odpov na tkaovou
hypoxii. B hem hypoxie dochdzi ke zm exprese rkterych gen U inkem
transkrip niho faktoru HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1).kpit mto zm nam jsou

v bu ce aktivovany pochody, které ji adaptuji na prst s nizkou tenzi kysliku.
Mezi n pati zvySeny pijem glukosy do buky (vyuiva se k produkci ATP
anaerobni glykolyzou), indukce genu pro p53, epdedin. Mimo jiné dochazi i ke
zvySené expresi genu pro VEGF (lds E et al., 2007elKrom r stovych faktor a
NO molekuly ovliv uji expresi VEGF také tkteré zantlivé cytokiny (nap. IL-1a,
IL-6) nebo nkteré hormony, jako napTSH, ACTH a gonadotropiny (Ferrara N,
2004).

Tento faktor hraje roli p neovaskularizaci za fyziologickych i patologicky(zant,
tumor) podminek (Brown LF et al., 1992, Clauss Malet 1990). Jak bylo uvedeno
d ive, exprese VEGF je indukovana tk&ou hypoxii a pravtento dj m e byt
velmi d leity v asnych stadiich vzniku nosnich polygliang S et al., 2003).
N které studie ukazuji, e VEGF je produkovan nadgravbu kami a hromadi se v
krevnich cévach. Velmi de itym mistem jeho Uinku jsou krevni cévy (Dvorak HF
et al.,, 1991, Kondo S et al., 1998rom cév psobi VEGF na mnoho dalSich
bun nych typ (nap. stimulace migrace makrofagnadorové buky, epitelové
bu ky). Imunohistochemicky byla prokdzana jeho masjvitbomnost v endoteliich
krevnich cév, ve fibroblastech a tach perivaskularniho infiltratu ve tkani nosnich
polyp , na rozdil od zdravé sliznice dolni s&py nosni, kde byl VEGF prokazan
pouze sporadicky ve endotelialnich kédch malych arterii a vén (Wittekindt C et al.,
2002). Bylo zjist no, e mnoho nadorovych buk produkuje VEGF a z toho
vyplyva, e takovy faktor m e byt mediatorem nadorové angiogenese. V tumorech
s vyraznymi nekrotickymi oblastmi byla zjista nejvySSi exprese VEGF prav
nekrotickych oblastech (Shweiki D et al., 1992 r&ex N, 2004). Resto e nadorové
bu ky v tSinou pedstavuji hlavni zdroj VEGF, stroma nadoru je takée itym
producentem tohoto cytokinu. Tyto stromalni kwy jsou k produkci VEGF
stimulovany bukami nadorovymi (Gerber HP et al., 2000, Ferrar2004).
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2. MATERIAL A METODY

Pro tuto praci byly pro mo nost porovnaniznych &asti hornich cest dychacich
pou ity vzorky nosni sliznice a patrovych tonsil. akérial byl ziskavan jen od
p edem kontaktovanych pacientktei podepsali informovany souhlas. Vzorky
nosni sliznice byly odebirany ze zadnésti dolni skcepy nosni bhem
endoskopického vykonu v celkové anestezii u pacientliagnosou deviace nosni
p epa ky. Tyto vzorky slou ily jako kontrolni skupina pacienti s deviaci nosni
p epa ky bez klinickych piznak patologie nosni sliznice (chronické rhinitidy). By
tak ziskano 15 vzorkzdravé nosni sliznice. Vzorky patologické (zfimé) nosni
sliznice byly odebirdny v pb hu endonasélnich operaci od paciestdiagnosou
polyposis nasi. Rd operaci byla paciemh s nosni polyposou provedena
mikrobialni kultivace. Podle vysledkkultivace byli pacienti rozdeni na dv
podskupiny — prvni s pozitivnim nalezem Staphyl@ecscaureus na nosni sliznici
(n=10) a druh& s negativni kultivaci (n=20). Celkekto bylo ziskdno 30 vzork
Vzorky tonsil byly odebirany v pb hu operaci v celkové anestezii u paciest
diagnosou sleep apnoe syndrom (SAS) — kontrolnpiskuzdravych tonsil (n=7).
Vzorky zantlivych tonsil pochazely z tonsilektomii z dlodu chronické tonsilitidy
(n=10) a vzorky nadorového postieni se pdida zajistit b hem vykon pro
karcinom tonsil (n=8). Uvedené soubory byly vybraggko representativni
z celkového souboru materialu pro histologické V5.

ast ziskanych vzorktkani byla ihned na opemsim sale upravena na velikost
piblin 1 cn? a fixovana ve 4 % depolymerovaném paraformaldeH{{RiA) ve
fosfatovém pufru (phosphate buffer base-saline S,RBH 7,4), dalSiast byla po
Uprav velikosti vzorku rychle zmra ena porenim do tekutého dusiku a v termosce
s tekutym dusikem transportovana do labomato
Zmra ené vzorky byly uchovavany zabalené v alobatuznaenych odbrovych
nadobkéach p teplot — 80°C a do definitivniho zpracovani — krajeni na kriais
na ezy o tlousce 7 mm. Nakrdjené zmraenéezy byly ped pouitim pro
imunohistochemické detekce fixovany 5 min pou iti@an v kyvet se 4 % PFA v
PBS.
Vzorky byly fixovany ,in toto“ ve 4 % PFA v PBS bybo 24 hod vyprany v pufru a

zpracovany pro zaliti do parafinu (odvodih— projasnni — prosyceni parafinem —
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zaliti do parafinu). Parafinové bloky byly uchovayav chladnice. Ped
provedenim gslusné metody byly na mikrotomuipraveny ezy o tlousce 7nm.
Imunohistochemické metody

Po deparafinaci (2 x xylen — 2 x 96 % etanol @vpdeni do vody) bylyezy pou ity
k imunohistochemickému pkazu r znych antigennich determinant.

Po deparafinaciez bylo provedeno cilené odhaleni antigennich struktd RIS
pufru (Tris-hydroxymethylaminomethan), pH 9.5 pdim mikrovinné trouby (1 min
560W a 5 min 240W). dnto postup byl vynechan ppou iti zmrazenych ez .
Endogenni peroxidasova aktivita byla v deparafimyea i zmra enych ezech
blokovana 70 % metanolem s 1 %4 po dobu 10 min. Po oplachez v PBS
byla po dobu 30 min blokovana nespecificka vazehriata pro imunoglobulin
p ekapanim 2 % roztokem teleciho séra (Biosera, URB®. Po oplachwez ve 3
laznich PBS byla aplikovana primarni protilatka tprepecifickym antigennim
determinantdm [Anti-Human-HBD-1 Rabbit Polyclonahtdody v PBS (Alpha-
Diagnostic, Inc., USA) 1:400, Anti-Human-HBD-2 RabbAntiserum v PBS
(Peptide Institute, Inc., Japan) 1:200, Anti-Hunt#Bb-3 Rabbit Polyclonal
Antibody v PBS (Orbigen, USA) 1:100, Anti-Human-VEGVlouse Monoclonal
antibody v PBS (Biotechnology, Santa Cruz, USA)O0D,1Anti-Human-TGF-
Mouse Monoclonal Antibody v PBS (Quantikine, USA)QO, Anti-Human-NOS-3
Rabbit Polyclonal Antibody (eNOS) v PBS (Santa CBiatechnology, USA) 1:100,
Anti-Human-Cleaved Caspase-3 Rabbit Monoclonall#ody v PBS (Cell Signaling
Technology, USA) 1:200, Anti-Human-Ki-67 Mouse Matanal Antibody v PBS
(Immunotech, France) 1:100]. Inkubacez s primarni protilatkou probihala po
dobu 60 min ve vlhké kome pi pokojové teplot. Po d kladném oplachnuti ve 3
laznich PBS byly ezy inkubovany p pokojové teplot po dobu 30 min s
biotinizovanou sekundarni protilatkou Goat-Anti-RadgG v PBS (Sigma-Aldrich,
USA) 1:200 nebo Goat-Anti-Mouse 1gG v PBS (Sigmaliih, USA) 1:400. O
nasledovalo dkladné vyprani ve 3 laznich PBS (v ka dé po dobmifut) a poté
byly ezy inkubovéany s Vectastain ABC Elite kit peroxidd¥ECTOR lab., USA)
ed ném v PBS pro ABC (1:50) po dobu 30 min v humifizgoe atmosf@ pi
pokojové teplot. Po oplachu ez v lazni PBS byly ezy vystaveny psobeni
substratu peroxidasové detekce — DiaminobenzidDwB] peroxidase substrate
solution (DAKO Cytomation, Denmark) a do objevemh dé sra eniny (kontrola

pod mikroskopem) v mist detekované specifické antigenni struktury. Jadra
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n kterych ez byla dobarvena hematoxylinem (5 sekund) pro lep&ntaci na
cytologické urovni.

Po zamontovaniez do Permafloru byly vysledky odigany v mikroskopu Leica
LM a digitdln snimany s pou itim kamery Leica DC 300 s vyu itimo nosti
kalibrace a archivace v programu IM 500.

Pr kaz retikularnich vldken (Goémoriho impregnace)

Odparafinovanéezy po vyprani se oxiduji 0,5 % roztokem manganistdraselného
(3-5 min), poté se i 2 % pyrosii itanem draselnym po dobu 1-2 min. Po oplachu
se moi cca 1 min 2 % kamencem elezitoamonnym. Ve voglachnuté ezy se
impregnuji erstv p ipravenym roztokem amoniakalnihoibta. Po oplachu ve vod

jsou ezy redukovany 10 % neutralnim formolem. DalSimkkro je zlaceniez —
provadi se 10 — 15 min v 0,1 % roztoku chloriduit#ao (zmna hndého ténu v
erny). Poté je nutnoezy znovu oplachnout ve vod pak 1 min fixovat v1 %
roztoku sirnatanu sodného.

Pr kaz elastickych vidken (orcein)

Deparafinované ezy se dkladn vyperou ve vod a poté se barvi cca 30 min
roztokem orceinu pteplot 38 — 40° C. Poté sezy oplachnou v destilované vod
diferencuji se v 70 % alkoholu aervenohnd zbarvena elasticka vidkna ast

vyniknou. Po oplachu v destilované vgdou jadra dobarvena hematoxylinem (asi 1
min).

PAS reakce

Deparafinovanéezy se oxiduji v 1 % kyselinjodisté po dobu asi 10 - 60 min. Po
oplachu ve vod na n nechdme ve tmp sobit Schiffovo reagens po dobu 20 min.
Po 10 minutovém praniez v tekouci vod se objevi ervenofialové zbarveni

v mist p itomnych polysacharid Jadra se dobarvi Harrisovym hematoxylinem.
Barveni alcianovou modi

Deparafinované a ve vodvyprané ezy jsou barveny 1 — 2 hod 1 % roztokem
alcianové mod v 3 % kyselin octové. Po dkladném oplachu ve voddobarvime
roztokem jadroveé erven (kolem 10 min). Slou i k elektivnimu pkazu kyselych
mukopolysacharid (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 nalezan vé&m mno stvi. Jeho ftomnost

Obr. 15: Zdrava nosni sliznice — pkaz pitomnosti HBD-1 v serosnich lunulach
sekrenich oddil laz. Ve vyvodech je patrna disociovana distribuéeakni
produkt vypluje n které buky od bazalniho oddilu a po apikélni povrch, wih
prakticky chybi, a to zvl4Sp i p echodu vyvodu do povrchovéhasinkového typu
vystelky (vlevo). Imunoperoxidasova reakce (DABpd@veno hematoxylinem. Obj.
63X.
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byla potvrzena v bikach vystelky lazovych vyvod i v serosnich elementech
sekrenich oddil 14z (tj. p edevSim v serosnich lunulach terminalnich partii
mucinosnich tubul). Naproti tomu v3ak nebyl ve sledované zdravénaliZHBD-1

zachycen v povrchovém epitelu.

3.1.2 Nosni polypy bez Staphylococcus aureus

V tomto materidlu nebyla fijomnost HBD-1 zachycovana pravidelnMirna
positivita byla pozorovana pouze v apikélni oblastioplasmy nkterych bunk
povrchového vicedého cylindrického epitelu. V kterych vzorcich byl tento

defensin prokazovan takeé v cytoplasserosnich burk sekrenich oddil 14az.

Obr. 16: Nosni polyp — prkaz HBD-1 v apikalnich astech burk povrchového
vice adého cylindrického epitelu a v serosnich kich seromucinosnich laz. Také
cytoplasma ady plasmatickych buk i n kterych makrofag vykazuje pitomnost
reak niho produktu. Imunoperoxidasova reakce (DAB). Debao hematoxylinem.
Obj. 63x.
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3.1.3 Nosni polypy s gtomnym Staphylococcus aureus

Prokazovana produkce HBD-1 ve tkani nosnich polgpprokdzanou infekci S.
aureus byla velmi sporadickd, pozitivita byla nalga pouze ojedite v povrchovém
viceadém cylindrickém epitelu a spiSe v jednotlivych kach vyvod laz.

Precipitat v cytoplasmbun k m | maximaln jemn granularni charakter.

3.1.4 Zdrava tonsila palatina

Pravideln, ale v pomrn malém mno stvi, byl HBD-1 zachycovan zejména

v povrchovém vrstevnatém dla dicovém epitelu.

Obr. 17: Zdrava tonsila palatina — ftomnost HBD-1 v povrchovém vrstevnatém
dla dicovém epitelu nerohojicim. Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno

hematoxylinem. Obj. 63x.

Reakni produkt vyploval povrchnjSi vrstvy stratum spinosum v granularni

podob, nikoliv vSak v povrchnSich vyraznji oplost lych bu kach. Také nebyla
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doklumentovana exprese HBD-1 ve celém stratum getimum, naproti tomu se
sra enina pozitivniho vysledku pkazu objevovala v subepitelové partii lamina
propria mucosae. Na zakladetailn jSich pozorovéani Ize soudit, est popisované

detekce tohoto defensinu re byt lokalizovana i extracelularn

3.1.5 Tonsila palatina s chronickym zartem

V zantliv. zm n nych tonsilach byl vyskyt HBD-1 pozorovan nepraWide a to
zejména v povrchovém vrstevnatém dla dicovém epitptrakticky ve vrstvach

bun k dla dicovych od povrchu a po polyedrické elemgstratum spinosum.

3.1.6 Tonsila palatina s karcinomem

V karcinomoveé tkani byl HBD-1 detekovan v povrchovegrstevnatém dla dicovém
epitelu. Vyznamné byly nélezy vysoké hustoty redko produktu v keratinovych
perlach, které pdstavuji prakticky konstantni morfologické figutgrminaln
diferencivanych burk s masivnimi projevy keratinizace na strajedné, kde to
jindy se jevi jako elementy s prakticky chromofobyioplasmou. Podle toho se také

liSi urove exprese sledovaného defensinu.
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Obr. 18: Karcinom tonsila palatina — HBD-1 v rozdilnych wurdch exprese v
epitelovych karcinomovych perlach. Imunoperoxidasmakce (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 pedstavuje v porovnani s HBD-1 podstatrozSien jSi expresi
findlniho antibiotického peptidu. Vyskytoval se wgysoké densit precipitatu
zejména ve lazovych formacich, a to jak v sekieh oddilech (v basélnich i
supranuklearnich oblastech cytoplasmy serosnichkputak i v cytoplasm bun k

vystelky vyvod laz.

Obr. 19: Zdrava nosni sliznice — pkaz HBD-2 v serosnich bigach sekrenich
oddil laz. Distribuce reakniho produktu zasahuje jak basalni, tak i apik&éiny
cytoplasmy. Nkteré nalezy naznaji i basoapikalni gradient uspadani.

Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno hemaitttyl. Obj. 63Xx.
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3.2.2 Nosni polypy bez Staphylococcus aureus

HBD-2 byl pravideln nalézan v apikalni cytoplasnbun k povrchového vicadého
cylindrického epitelu. Reaki produkt ml vicemén granularni charakter. Difuzni
uspoadani tohoto defensinu bylo zachyceno v bazalniahiigh povrchového
epitelu, tedy v bukach basalnich, padn elementech nedosahujicich povrchu
epitelu. V jejich sousedstvi jsou pak patrny i ky které jsou rozprostny od
basalni membrany, jejich jadra konstituuji nejhgén ady, po luminalni povrch a
v nich je pak granularni struktura precipitatu dstemické markerovée reakce a

v apikalnim oddilu.

Obr. 20: Nosni polyp — HBD-2 v povrchovém vadém cylindrickém epitelu.
Difuzni uspoadani defensinu v biach basalnich a elementech nedosahujicich
povrchu epitelu (), Druhym predileknim mistem je lokalizace v apikalnim oddilu

lumina dosahujicich buk (®). Imunoperoxidasova reakce (DAB). Obj. 63x.
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3.2.3 Nosni polypy s gtomnym Staphylococcus aureus

V materialu s prokazanou infekci S. aureus bylacobeirove pr kazu HBD-2
velmi nizka, pozitivita byla pozorovana pouze ojelli ve viceadém cylindrickém
epitelu pokryvajicim povrch polypu a v jednotlivybh kach vyvod laz. Precipitat
v cytoplasm bun k m | jen velmi difusn granularni charakter, jeho dokumentace

byla vzhledem k jejich superposici prakticky nengél

3.2.4 Zdrava tonsila palatina

Néalezy HBD-2 ve vrstevnatém dla dicovém epitelu aad¥ tonsily jsou porkud
nesourodé. Zatimco v kterych tonsilach se precipitat positviniho kazu defensinu
objevuje v jednotlivych polyedrickych bkach stratum spinosum v podoielativn
rovnom rné distribuce v cytoplasm s vynechanim oblasti Golgiho komplexu
v paranuklearni pozici, jiné vzorky zdravych ton@bu pak zcela bez zriky
pr kazu kenové peroxidasy. Bezesporu zajimavym pozorovarsou jnalezy
hutnych agregaci reakiho precipitatu ve zna oplostlych bu kach povrchnich
vrstev, které naznaiji, e v souvislosti s terminalni diferenciaci &b k exocytose
syntetizovaného defensinu. Zda je to proces urieirsebo vazany jen na ojedi@
bu ky, nemohlo byt dosud spolehliprokdzano. Naproti tomu extracelularni vyskyt
reak niho produktu v subepitelové lokalisaci, jako tytoplasm mononuklearnich
element po inaje plasmatickymi bikkami a kone makrofagy, dokresluje situaci

zdrave tonsily.
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Obr. 21: Zdrava tonsila palatina — vyskyt HBD-2 v podafelativn rovnomrné
distribuce v cytoplasm jednotlivych polyedrickych buk ve stratum spinosum
vrstevnatého dla dicového epitelur)). Zajimavé jsou nalezy hutnych agregaci
reak niho precipitatu ve zna oplostlych bu kach povrchnich vrstev epitelu §.
Subepitelov je reakni produkt ulo en extra- i intracelularn Imunoperoxidasova

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

3.2.5 Tonsila palatina s chronickym zartem

Vliv chronického zantu na morfologicky obraz produkce HBD-2 byl vyjéd
zejména v povrchovém vrstevnatém dla dicovém epjtel to od povrchu, ps
stratum spinosum a po suprabasalni by ale také krom ji popsaného intra- i
extracelularniho vyskytu v lamina propria mucosaenr v marginélnich zénéch

lymfatickych folikul .
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Obr. 22: Tonsila palatina s chronickym zéem — HBD-2 je gtomen v masivnim
mno stvi v povrchovém vrstevnatém dla dicovém kpitd suprabasélnich buk a
po apikalni vrstvy. Imunoperoxidasova reakce (DABJbarveno hematoxylinem.
Obj. 63x.

3.2.6 Tonsila palatina s karcinomem

Karcinomatosni zvrat tonsila palatina se odrdi mean markantni podob
inhibované produkce HBD-2. Reak produkt byl rozprosén zcela nepravidelnv
cytoplasm jen ojedinlych bunk stratum spinosum dla dicového epitelu, dale byl
zachycen v jednotlivych makrofazich v intraepitéoiokalizaci, ale pouze ve
stopovych mno stvich. HBD-2 byl naproti tomu debregistrovan v rkterych
bu kach tonsilarniho stromatu, kde jej prapddobn exprimuji makrofagy i
mikrofagy.
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Obr. 23: Karcinom tonsila palatina — HBD-2 v kterych bukach stromatu,
pravd podobn v makrofazich i mikrofazichmunoperoxidasova reakce (DAB).

Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.3 Lidsky beta defensin 3 (HBD3)

3.3.1 Zdrava nosni sliznice

HBD-3 byl nalézan ve velmi vysokych hladinach zejaé oblastech laz a to jak
v sekrenich astech (v cytoplasmserosnich burk), tak i v cytoplasm bun k
lazovych vyvod . Tento defensin byl nalezen ve vysokych hladingd@ difusn

v cytoplasm bun k povrchového viceadého cylindrického epitelu.

Obr. 24: Zdrava nosni sliznice — fpomnost HBD-3 v povrchovém viadém
cylindrickém epitelu a v serosnich tach lazovych oddil Také mononukleéary
v lamina propria vykazujiexpresi vySebvaného defensinu. Imunoperoxidasova

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

71



3.3.2 Nosni polypy bez Staphylococcus aureus

HBD-3 byl v tomto materialu detekovan difusm perinuklearni oblasti cytoplasmy
bun k povrchového vicadého cylindrického epitelu, granularni charaktel j@ho
vyskyt v apikalnich astech cytoplasmy ¢hto bunk stejn jako v bukach
sekrenich oddil 1az. Positivita reakce byla zjita také v nkterych fibroblastech
a makrofazich edematosniho stromatu polyfvIastni pozornost zasluhuji nalezy

reak niho produktu v cytoplasnmendotelovych burk malych cév.

Obr. 25: Nosni polyp — detekce HBD-3 v povrchovém wab&m cylindrickém
epitelu, serosnich bkach zlaz, endotelovych kah malych vén i v bkéach

intersticia. Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dolegry hematoxylinem. Obj. 63x.

3.3.3 Nosni polypy s gtomnym Staphylococcus aureus

Produkce HBD-3 ve tkani nosnich polyp prokdzanou infekci S. aureus byla velmi

nizka, pozitivita imunohistochemického gazu byla nalézana pouze ojedev

povrchovém viceadém cylindrické epitelu a v isolovanych kach vyvod laz.

Precipitat v cytoplasmbun k m | jemn granularni charakter.

3.3.4 Zdrava tonsila palatina

HBD-3 byl zjist n ve stejnych lokalizacich jako HBD-2, tj.galevSim ve stratum

spinosum vrstevnatého dla dicového epitelu zdramgsilarni tkan, ale ve vtSim
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mno stvi. DalSi lokalizaci, ve které byl HBD-3 pideln nalézan ve vysoké densit
reak niho produktu, byla cytoplasma endotelovych lkumalych vén, jako i ve

vénach s vysokym endotelem (HEV).

Obr. 26: Zdrava tonsila palatina — vyskyt HBD-3 v endotgldv bu kdch malych
vén ve stromatu. Imunoperoxidasova reakce (DABpaDeno hematoxylinem. Obj.
63X.

3.3.5 Tonsila palatina s chronickym zartem

HBD-3 byl detekovdan ve vysokych hladinach v povisda vrstevnatém

dla dicovém epitelu od povrchu a do stratum spimws Reakni produkt byl také

nalézan v cytoplasmbun k v marginalnich oblastech lymfatickych uzlilstejn

jako v bu kach endotelovych.
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Obr. 27: Tonsila palatina s chronickym z&em — detekce HBD-3 ve vrstevnatém
dla dicovém epitelu. Imunoperoxidasova reakce (DAB)barveno hematoxylinem.
Obj. 63x.

3.3.6 Tonsila palatina s karcinomem
HBD-3 byl zjiSt n v cytoplasm bun k stratum spinosum povrchového vrstevnatého

dla dicového epitelu, ale nebyl pomen v keratinovych perlach. Také zde byl

reak ni produkt zachycen opakovan cytoplasm endotelovych burk.
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Obr. 28: Tonsila palatina s karcinomem —imnost HBD-3 v cytoplasnbun k
stratum spinosum vrstevnatého dla dicového epiteKeratinova perla bez
p itomnosti HBD-3. Imunoperoxidasova reakce (DAB);. G8x.
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3.4 Endotelova syntasa oxidu dusgho (eNOS)

3.4.1 Zdrava nosni sliznice

Endotelova syntasa oxidu dusnatého byla ve zdragninsliznici prokazovana
zejména v cytoplasmbun k v serosnich lunulach lazek a v pozoruhodrysoke
hustot byl také reakni produkt zachycovan v cytoplasmendotelovych burk
malych, tenkosnnych vén. Je zajimavé, e distribuce enzymu vsgiah bukach
pokryva prakticky vtSinu cytoplasmy a vynechava prakticky jen malou
supranuklearni lokalitu, ktera odpovida ummstformaci Golgiho komplexu (Obr.
29).

Obr. 29: Zdrava nosni sliznice — fpomnost reakniho produktu eNOS v serosnich
bu kadch laz a v cytoplasmendotelovych buik malych vén. Imunoperoxidasova

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

P itomnost eNOS byla pravidelrmpotvrzovana v apikalniasti cytoplasmy blizké
basalnim tlisk m asinek viceadého cylindrického epitelu, nakierych mistech se
dokonce jevi granularni precipitat diaminobenzidigiokonce i v samotnych
asinkach. Rovn v perinuklearni cytoplasm basalnich burk byla zachycovéana
distribuce reakniho produktuVyrazné a prakticky konstantni bylaifpmnost této
syntasy v metaplasticky gm n ném povrchovém epitelu, ale také ve fibroblastech
lamina proria mucosae. Zvlastysoka urove exprese byla potvrzenaguevsim v

cytoplasm bun k vystelky vén s vysokym endotelem (HEV).

Obr. 30: Nosni polyp - eNOS v apikalnisti cytoplasmy buk viceadého
cylindrického epitelu. Imunoperoxidasova reakce BpAobarveno hematoxylinem.
Obj. 63x.

3.4.3 Zdrava tonsila palatina

Ve zdravé tonsile byla eNOS obvykle pozorovana gejpn v cytoplasm

endotelovych burk vén svysokym endotelem. DalSi lokalizaci eNOSaby
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cytoplasma vybk bunk v zarodenych centrech sekundarnich lymfatickych
folikul , kde se jako exprimujici nabizeji jednak fibrobjagednak i dendritické
bu ky.

Obr. 31: Zdrava tonsila palatina — vysoka positivita gazu eNOS v cytoplasm
endotelovych butk vén svysokym endotelem. V lymfatické sloce zwyjka
p itomnost reakniho produktu i vybky jednotlivych bunk stromatu.

Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno hemaitoeyl. Obj. 63Xx.

3.4.4 Tonsila palatina s chronickym zartem

Vysokou positivitu prkazu eNOS bylo mo no pozorovat v cytoplasrbun k
povrchového vrstevnatého dla dicového epitelu, aptedevSim v povrchisSich
oblastech stratum spinosum. Dale pak byla zachywoydtomnost prokazovaného
enzymu i v nkterych mononuklearech tonsilarniho stromatu a epzarodenych
centrech lymfatickych folikul. Konstantn byla eNOS prokazovana v cytoplasm

endotelovych burk malych vén.
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Obr. 32: Tonsila palatina s chronickym zdem — pitomnost eNOS ve vrstevnatém
dla dicovém epitelu, v cytoplasmmononuklear ve stromatu a v endotelovych
bu kach malych vén. Imunoperoxidasové reakce (DABhaDa@no hematoxylinem.
Obj. 63x.

3.4.5 Tonsila palatina s karcinomem

eNOS byla detekovana zpravidla ve velkém mno stgjm#na v keratinovych

perlach povrchového vrstevnatého dla dicového dypite

Obr. 33: Tonsila palatina s karcinomem. a) Vyskyt eNO®ratinovych perlach
karcinomem posti ené tonsily. Obj. 20x, b) PozitivéNOS v elementech keratinové
perly. Ve vtSin bunk jsou patrna zachovana jadra. Obj. 63x, c) VyskifOS
v cytoplasm endotelovych buk vén svysokym endotelem. Obj. 63x.

Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno hemaitueyl.
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Naproti tomu v cytoplasmendotelovych burk cév ve stromatu tonsily bylo
mno stvi reakniho produktu evidentrnv ni Si hustot ne v neposti enych

organech (obr. 33c versus obr. 32).
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3.5 Prolifera ni marker Ki-67

3.5.1 Zdrava nosni sliznice

Ve zdravé nosni sliznici poskytuje pou iti prolileniho markeru Ki-67 gkvapiv
sporadické vysledky. Prakticky jen ojedi proliferujici buky byly pozorovany

v sekrenich oddilech seromucinosnich laz.

Obr. 34: Zdrava nosni sliznice — pkaz proliferaniho markeru v ojediné
bu ce sekreniho oddilu lazy. Imunoperoxidasova reakce (DAEB)obarveno

hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.5.2 Nosni polypy

Proliferani marker byl nalézan v basalnich hkéach, ale pedevSim vysSich
elementech povrchového vieeého cylindrického epitelu. Ojedie byly
pozorovany proliferujici endotelévbu ky ve stromalnich cévach nosnich polyp

Rovn nepravideln byla potvrzovana proliferace buastromatu.

Obr. 35: Nosni polypy — nélezy proliferujicich blin(marker Ki-67) ve vicadém
cylindrickém epitelu a ve vazivovém stromatu. Inpenoxidasova reakce (DAB).

Dobarveno hematoxylinem. Obj. 40x.

3.5.3 Zdrava tonsila palatina
Zpravidla jen ojedinlé proliferujici buky byly nalézany v zarodeych centrech

lymfatickych folikul , v n kterych vzorcich také v basalnich l@ch vrstevnatého

dla dicového epitelu.
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3.5.4 Tonsila palatina s chronickym zartem

Po etné proliferujici buky byly nalezeny v zarodeém centru lymfatickych
folikul , stejn jako v basalnich vrstvach povrchového vrstevnatélacdicoveho

epitelu.

Obr. 36: Tonsila palatina s chronickym zdem. Proliferani marker Ki-67. Vyskyt
proliferujicich bunk v parabaséalni zo6n vrstevnatého dla dicového epitelu a
v zarodeném centru lymfatického folikulu. Imunoperoxidasorgakce (DAB).
Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.5.5 Tonsila palatina s karcinomem

Proliferujici bu ky byly lokalisovany zejména v zarodg/ch centrech lymfatickych

folikul , ve stromalnich bikkach a vzacrji také v centru keratinovych perel epitelu.

Obr. 37: Tonsila palatina s karcinomem. a) ibmnost proliferujicich burk
v zarodeném centru lymfatického folikulu. Obj. 40x, b) Weyljici bu ky ve
stromatu. Obj. 63x, c) Pozitivita Ki-67 v centrer&tinové perly. Obj. 63x.

Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno hemaitoeyl.
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3.6 Apoptoticky marker ,cleaved caspase 3"

3.6.1 Zdrava nosni sliznice

Ve zdravé nosni sliznici nebyla nalezena pozitiapeptotického markeru ,cleaved
caspase 3", co dovoluje edstavu o velmi limitovaném vyskytu apoptotickych
proces, co lze zvlast dobe pochopit u vystelky. Zde toti podobrako v jinych
dutych orgdnech mohou bky p i vstupu do apoptosy tak rychle ztracet integrinové
vazby na sousedni elementy, eekotn opoustji epitel, co ovliv uje i etnost

zachytu.

3.6.2 Nosni polypy
V nosnich polypech byla apoptotickalitka ojedinle nalézana v povrchovém

vice adém cylindrickém epitelu. V kolika vzorcich byla zjiStha v lamina propria

mucosae nosnich polyp
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Obr. 38: Polyposis nasi — ,cleaved caspase 3“. a) Apoptatitlisko v povrchovém
viceadém cylindrickém epitelu, b) Apoptotickdisko v edematosnim stromatu.
Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno hemaitoxyl. Obj. 63Xx.

3.6.3 Zdrava tonsila palatina

Ve zdravé tonsile nebyla doposud pozorovana paztpr kazu aktivované kaspazy

3, co lze pochopit u burk lymfatické ady s relativn dlouhym biologickym

polo asem, ale mkvapiva je tato skuteost v oblasti tonsilarnich krypt. V této

lokalit by se toti u terminaln diferencovanych povrchovych dla dicovych blkn

dala bezesporu ekavat.

3.6.4 Tonsila palatina s chronickym zartem

V tonsile postiené chronickym zatlivym procesem byla apoptoticka liska

nalezana spise ojedie. Jejich vyskyt vSak byl vazan zejména na oblast
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zarodenych center sekundarnich lymfatickych folikul

3.6.5 Tonsila palatina s karcinomem

Apoptoticky proces byl potvrzen nélezy @¢né, tedy aktivované, kaspasy 3
v jednotlivych polyedrickych bikéach s jadry v rkterych keratinovych perlach
vrstevnatého dla dicového epitelu. Precipitat redko produktu ma granularni
povahu a je distribuovan prakticky po celém rozseytoplasmy, zeho Ize soudit
na ubikvitni charakter nastartované programovame mé smrti. Dalekoid eji byly

pozorovany znamky apoptosy v zaroaigch centrech lymfatickych folikul

Obr. 39: Tonsila palatina s karcinomem. Detekce ,cleavedpese 3“ v centru
keratinové perly. Imunoperoxidasova reakce (DABhb&veno hematoxylinem.
Obj. 63x.
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3.7 Vascular endothelial growth factor/vascular prmeability factor
(VEGF/VPF)

3.7.1 Zdrava nosni sliznice

VEGF byl prokazovan v cytoplasnserosnich burk serosnich lunul laz, v nich

m | precipitat granularni charakter a byl rozptylerakticky po celém rozsahu
cytoplasmy. Naproti tomu v cytoplasmbun k lazovych vyvod bylo mo no
pozorovat vySSi expresi tohotostového faktoru v supranuklealnich oddilech a
k pravidelnym naleam patila distribuce reakniho produktu o vysoké hustots
cytoplasm endotelovych burk p edevSim vén o malém pn ru.

Obr. 40: Zdrava nosni sliznice — VEGF. a)itdmnost VEGF v serosnich tkach
sekrenich oddil laz, b) Pr kaz VEGF v cytoplasmbun k lazovych vyvod, c)
VEGF v cytoplasm endotelovych buik venul. Imunoperoxidasova reakce (DAB).

Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.

3.7.2 Nosni polypy

Také v nosnich polypech dominovaly nalezy VEGF twoplasm serosnich burk

smiSenych laz (i zde nh barevny precipitat granularni charakter), jako i
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v cytoplasm bun k lazovych vyvod a v endotelovych bikach malych vén. Déale
byla exprese VEGF zachycena v basalnich partiickrchového viceadého
cylindrického epitelu. Pozoruhodnym nalezem pakabyysoka hustota reakiho

produktu v cytoplasmpo etnych fibroblast v ,jelly like* stromatu.

Obr. 41: Nosni polyp. Imunoperoxidasova reakce (DAB) a) kBx VEGF
v serosnich bikach sekreniho oddilu lazy. Dobarveno hematoxylinem. Objx,63
b) Nalez VEGF v cytoplasmfibroblast v edematosnim stromatu. Obj. 63X, ¢)
VEGF v cytoplasmendotelovych butk malych vén. Obj. 40x.
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3.7.3 Zdrava tonsila palatina

VEGF byl nalézan v cytoplasmendotelovych burk malych vén, vén s vysokym
endotelem (HEV), ale stejrtak v cytoplasm epitelovych bunk stratum spinosum
povrchoveho vrstevnatého dla dicového epitelu. Bpbost je teba poznamenat, e
i v tonsile Ize zjistit expresi VEGF v jednotlivydiu kdch stromatu, podle pomn

dlouhych vyb k patrn rovn fibroblast , podobn jako tomu bylo u nosnich

polyp .

Obr. 42: Zdrava tonsila palatina. Pkaz VEGF v cytoplasmendotelovych burk
vén svysokym endotelem. Imunoperoxidasova reako@B)( Dobarveno
hematoxylinem. Obj. 63x.

3.7.4 Tonsila palatina s chronickym zartem
P itomnost VEGF byla zjiSha v cytoplasm endotelovych burk malych cév

(arteriol i vén) a v povrchnich vrstvach stratunmepum vrstevnatého dla dicového

epitelu.
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Obr. 43: Tonsila palatina s chronickym z&em. Pr kaz VEGF. Imunoperoxidasova
reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. a) VEGFriBisbvan nerovnonrn
zejména v povrchni zérstratum spinosum vrstevnatého dla dicového epit€li;.

40x, b) VEGF v cytoplasnendotelovych buk vén s vysokym endotelem, Obj. 63x.

3.7.5 Tonsila palatina s karcinomem

Karcinomatosni proces je v tonsile provazen velyriagnou pozitivitou prkazu
VEGF, a to prakticky ve vSech bkéch povrchového vrstevnatého dla dicového
epitelu. Reakni produkt diaminobenzidinové hti ma granularni texturu asto lze
pozorovat urity baso-apikalni gradient s maximem exprese vaejhn jSich
dla dicovych elementech. Cytoplasmectito bunk vykazuje asto a homogenni
precipitat. Také v cytoplasmendotelové vystelky malych cév etn kapilér Ize
detekovat ptomnost peroxidasoveho markeru imunohistochemickddn kazu
VEGF.
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Obr. 44:Tonsila palatina s karcinomem. Nalez VEGF v celémsahu vrstevnatého
dla dicového epitelu i v cytoplasmendotelovych buk subepitelovych vén.

Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno hemaittxyl. Obj. 63Xx.
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3.8 Transforming growth factor beta (TGF- )

3.8.1 Zdrava nosni sliznice

TGF- byl prokazovan v basalnich partiich vim@ého cylindrického epitelu, ktery
pokryva povrch sliznice. Kromtoho byl nerovnonrn distribuovan v cytoplasm

serosnich burk tuboalveolarnich lazek.

Obr. 45: Zdrava nosni sliznice. Pkaz TGF- v serosnich bikach tuboalveolarnich

lazek.Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno hemaitoxyl. Obj. 40x.

3.8.2 Nosni polypy

Vyskyt TGF- byl pozorovan pedevSim v epitelovych komponentach, a to
v basalnich oddilech viadého cylindrickeého epitelu, ktery kryje povrch ypol,
jako i v cytoplasm serosnich burk sekrenich lunul 14z. NejvySSi exprese tohoto
r stového faktoru byla pozorovana v nerovnomém rozlo eni v metaplasticky

transformovaném povrchového epitelu.
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Obr. 46: Nosni polyp, prkaz TGF-. Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dobarveno
hematoxylinem. Obj. 40x. a) Nerovnone nalezy TGF- v metaplastickém

povrchovém epitelu, b) Detekce TGR-serosni linii bunk sekrenich oddil laz.

3.8.3 Zdrava tonsila palatina

TGF- byl zachycovan v povrchovém vrstevnatém dla dicovépitelu, a to
v r zném uspa@dani v hornich partiich stratum spinosum (zde Ibihlizovan

intracelularn v cytoplasm oplost lych polyedrickych burk) ve srovnani s hlubSimi
oblastmi stratum spinosum, kde kaz tohoto rstového faktoru zteln lemoval

intercelularni  prostory s typickymi  periodickymi gpasnnimi v mistech
desmosomovych kontakt (byl pitomen extracelular). Déale byl pozorovan
v cytoplasm endotelovych burk malych cév. Htomnost TGF- nebyla prokdzana

v lymfatické slo ce tonsily.
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Obr. 47: Pr kaz TGF- v povrchovém vrstevnatém dla dicovem epitelu z&rav
tonsila palatina. V hornim oddilu stratum spinosbgi pozorovan intracelularn
v cytoplasm bun k, kde to v hlubSich partiich extracelularnimunoperoxidasova

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

3.8.4 Tonsila palatina s chronickym zartem

Zan tlivy proces modifikoval vyskyt TGF- ve stratum spinosum vrstevnatého
dla dicového epitelu takovym zgobem, e v granularni podole reakni produkt
p itomen v oploSte polyedrickych bukach (Sipky sm ujici vlevo) povrchnich
oblasti, kdeto smrem klamina basalis byla extracelularni distribuce
v intercelularnich prostorech zcela po#daa (Sipky smujici vpravo). V
zarodenych centrech lymfatickych folikul byla prokdzana exprese jen v mensi

mi e.
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Obr. 48: Pr kaz TGF- ve stratum spinosum povrchoveho vrstevnatého
dla dicového epitelu zamliv  postiené tonsily (Sipky smujici vlevo).
Intercelularni Strbiny ve stratum spinosum jsoueteln transparentni (Sipky
sm ujici vpravo). Vysoka koncentrace reakho produktu v nejpovchjgich
plochych bukach epitelu. Imunoperoxidasova reakce (DAB). Dubao

hematoxylinem. Obj. 63x.

3.8.5 Tonsila palatina s karcinomem
Positivita TGF- byla vyraznjSi v povrchovém vrstevnatém dla dicovém epitelu a

to ve stratum spinosum. V celém rozsahu straturmospim byla zjiStha

intracelularni lokalizace.
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Obr. 49: Tonsila palatina s karcinomem. Intracelularni gosia TGF- ve stratum
spinosum povrchového vrstevnatého dla dicového ekpit Imunoperoxidasova
reakce (DAB). Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x.
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3.9 Kuvantitativni shrnuti vysledk
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4. DISKUSE

Okolni prostedi obsahuje nepberné mno stvi patogen které pedstavuji realné
nebezpei infekce. NejprostSi cesta, kterou patogenni naikganismy mohou
vstoupit do organismu, jsou vstupni brany komurékamit nich kompartment
organismu s okolim, a to permanentfungujici systém dychaci, intermitentn
fungujici horni ast traviciho systému — dutina Ustni a orofarynativ tonsil pi

p ijmu potravin a konen vylu ovaci cesty, pdevSim moové a pohlavni.
Potencialni patogeny jsouifpmny ve vdechovaném vzduchu i v polykané potrav
Je obecnp ijimano, e jedno z nejjednodusSich mist vstupelkice do organismu je
sliznice dychacich cest. Proto je velmilalité, e existuje cela ada mechanism
chranicich organismus proti infekci. K nito obranym mechanisrm pati
neporusena a pp n obnovovana integrita povrchového epitelu, distigbunk
imunitniho systému ve sliznici, mukociliarni apagifeho specificka clearance a
kone n antimikrobialni latky endogenniho yodu v povrchové tekutindychacich
cest a na povrchu epitelu horrésti traviciho systému. V hornich cestach dychacich
se naléza pmo ve sliznici mnoho elementlymfatické ady. Pati k nim
nasofaryngealni tonsily, faryngova tonsila, lingui&bnsila a tonsily patrové — jsou
to specialisované agregace bkinymfatické linie, které svym uskupenim gatio
tzv. Waldayerova lymfatického okruhu, gpbiciho jako vyznamny detektor aktuélni
antigenni zate organismu a tim i moderator imunitnich odpdiv

Pokud jeden nebo vice obrannych mechanisel e, je usnadm vstup patogennich
mikroorganism do organismu a rozvoj infekiho onemocmi nejr zn jSiho
rozsahu (Hellings P et al., 2000).

Jako zastupce hornich cest dychacich, krgného i kv li dostupnosti vzork pro
zpracovani a studium, zde byla vybrana sliznicengitnosni. Patrova tonsila byla
vybrdna pro svou lokalizaci v orofaryngu — tzn. istnk i eni cest dychacich a
polykacich a samogjm opt pro asté klinicky indikované operai zakroky, pi
nich bylo mo no ziskat vzorky. Navic pak, chronickant tonsil a nosni sliznice
ma mnoho spoleych mechanism Pesto e je tonsila lymfatickym organem se
seskupenim mnoha bua imunitniho systému, meme podobn ovSem spisSe

v diseminované podolmnoho takovych burk nalézt i ve sliznici nosni.
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Polyposis nasi je fkladem chronického zatu nosni sliznice. Je to relativhasté
onemocnni spojené s poruchami imunitni odpdvorganismu. Jsou znamykieré
etiopatologické faktory, mezi npat i nap. astma bronchiale, rhinitis chronica nebo
sinusitis chronica. V histologickém obrazu nosniyposy dominuje “jelly-like”
mezibun na hmota se zatlivou infiltraci mononukleary, eosinofily, plazneitymi

a irnymi bu kami (viz obr. 3, 5 a 6), jindy pvaha seromucinosnich lazek na ukor
stromatu (obr. 4). Ve vzorcich tonsil ziskanychpagient s chronickou tonsilitidou
dominuje v kryptach, diky etnym migrujicim lymfocytm, z eteln rozvlakn ny
transformovany povrchovy epitel. V karcinomatosnichsilach vystupuje obvykle
do popedi stimulovana proliferace bun vrstevnatého dla dicového epiteluasto

s alteraci epitelo-vazivovych vztaha to i naruSenim baséalni membrany. V mase
intermediarnich vrstev epitelu (stratum spinosumidy a s penetraci do stromatu,
je konen prakticky konstantnim nalezem tvorba keratinovgehel (obr. 14, 28, 33
a 39), prvodnim znakem také Ubytek lymfatické slo ky na Ukkén epitelové i
vazivové, v ni pibyva vlaknité slo ky (fibrosa). Je také znamo a maédporu

v literarnich datech, e chronicky z&hm e upregulovanou stimulaci bumé
proliferace usnadvat, ne-li dokonce fmo iniciovat maligni zvrat. Rsny
mechanismus maligni transformace v zbwé tkani neni zatim pln objasnn.

P edpoklada se souvislost vystgwané proliferace buk s vySSim rizikem mutaci
v genomu a tim i nadorové transformace.

K antimikrobialnim substancim, které pomahaji citirpavrch sliznice ped infekci,
pati defensiny. Tyto latky psobi jako endogenni antibiotika (endogenni antidkeét
polypeptidy). Jsou anné proti bakteriim, virm i plisnim (Lee SH et al., 2002).
Defensiny m eme prokéazat na ki i na sliznici r znych organ v etn sliznice
nosni a tonsilarni. Jsou zahrnovany doogaené sliznini imunity.

Zakladnim cilem této prace byloigp t k objasnni imunologické situace (vyskyt
defensin) v danych lokalitach v definovanzdravé konstelaci a v v hu
chronického zartu; u tonsil pak i za nadorového posti eni. S viisedenym cilem
byla spojena snaha zjistit Uroveproliferace a apoptosy ve tkanich zdravych a
patologickych, zjistit mo nosti a ovit produkci, pitomnost a gpadn i vazbu

n kterych rstovych faktor a jejich mony piinny vztah k patogenezi
patologickych stav, ale i jejich mo nou roli v nddorové transformaci.

Vyskyt n kterych potencialnich faktoy které mohou pspivat ke vzniku nosni

polyposy, chronické tonsilitidy a jejich mo né prgpni se vznikem tonsilarniho
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karcinomu podporuji komplikované patofyziologickegtahy, zjiStné komplexni
analyzou Klinickych a laboratornich dat jednotlikiygacient.

Z literarnich 0daj vyplyva, e HBD-1 je produkovan konstitutivnve zdravych
tkanich, a e jeho syntesa neni zvySovana patogeento defensin je zahrnovan do
p irozené imunitni odpowdi organismuPo-Hsu Ch et Sheen-Yie F, 2004, Kliver E
et al., 2006, Dunsche A et al.,, 2001, Carothers é@l., 2001). Nkte i autoi
referuji, e produkce HBD-1 u znych typ tkani a rznych patologii se nelisi (Lee
SH et al., 2002), jini udavaji ni Si hladiny tohatefensinu v tonsilach u pacierd
diagnosou rekurentni akutni tonsilitidy (Ball SL at, 2007). NaSe vysledky
prokazaly, e HBD-1 je exprimovan ve t8im mno stvi ve zdravé nosni sliznici ne
ve zdravych tonsilach. Vystlenim rozdilné produkce HBD-1 v dhto dvou
lokalitdch m e byt skute nost, e v nosni sliznici se naipzené imunitni odpowi
vice podili solubilni antimikrobidlni latky fpomné v povrchové tekutinsliznice,
kde to vtonsilach pedstavuje hlavni mechanismus imunitni odmtbv proti
patogenm bun né slo ka obranné reakce (lymfocyty, leukocyty, .atdP esto e
HBD-1 je znam jako defensin, ktery se vyskytuje adravé tkani, podle naSich
vysledk m e byt p itomen i v zantlivé nebo karcinomatosni tkani. Jeho hladina je
vSak v tchto patologickych situacich relativmizk&a. Naproti tomu se vSak exprese
HBD-1 v zantlivé nosni sliznici (nosni polypy) neliSila od omicky zantlivych
tonsil. Pouze v nosni sliznici s prokdzanym S. asirbyla pitomnost tohoto
defensinu velmi nizka.

Produkce HBD-2 a 3 me byt naproti tomu zahajena pod vlivemznych
zan tlivych stimul . Podle literatury byHBD-2 nachazen ve zdravé nosni sliznici
nepravideln (Po-Hsu Ch et Sheen-Yie F, 2004), na rozdil ochiobspolyp, kde
byl jeho vyskyt pravidelny (Lee SH et al., 2002).i Rvalifikovaném srovnani
zdravych a zarlivych vzork tonsil se mno stvi HBD-2 neliSilo (Claeys S et, al.
2003). Jiné publikace uv§d vyrazn vyssi produkci HBD-2 v zatlivych tonsilach

v porovnani s tonsilami zdravymi (Weise JB et aD02). Exprese HBD-2 vSak
m e byt stimulovana rozdiln r znymi druhy patogen (Kluver E et al., 2006,
Schibli DJ et al., 2002). NaSe vlastni vysledkyotskutenost potvrzuji, nebo
prokazuji, e HBD-2 je produkovan ve vSech studow@mvzorcich, ale v zném
mno stvi. Vysoké hladiny byly zjiShy ve zdravé nosni sliznici, stejjako v
zan tlivych tkanich (polypy, chronicka tonsilitis). Vit i distribuce ve zdraveé tkani

tak naznauje, e HBD-2 se podili i na pozené imunitni odpowi. Naopak zvySena
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exprese ve tkanich zativych ukazuje na zvySeni produkce tohoto defemsia
zéklad p sobeni patogenniho stimulu. Vyjimkou byly nosniypgl od pacient s
kultiva n prokdzanym S. aureus na nosni sliznici. Z litexaje znamo, e HBD-2
je schopen pmo p sobit proti S. aureus (Claeys S et al.,, 2003, WéBeet al.,
2002), co by korespondovalo s naSimi vysledky,r&te pipad osidleni nosni
sliznice S. aureus skute ov ily jen velmi omezenou produkci tohoto defensinu.
Tedy HBD-2 za situace nizké exprese nedoké e zdbkétonisaci sliznice timto
bacilem.

Ve zdravych tonsilach byla fpomnost tohoto defensinu prokazovana nepravidain
nerovnomrn Vv bu kadch stratum spinosum. iPzan tlivych procesech vsak byl
HBD-2 nalézan ve vysokych mno stvich v povrchovépitedu, kde to v tonsilach
karcinomatosnich byl naopak jeho vyskyt velmi onmgzen kdy dokonce i

nepr kazny.

Obr. 50: Pr kaz HBD-2. Dobarveno hematoxylinem. Obj. 63x. aPHBYV tonsila

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

NasSe pozorovani se vSak liSi aably udaj v literatue, kde je asto referovano o

HBD-2 ve vysokych hladinach v povrchovém vrstevimatéla dicovém epitelu
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tonsilarniho karcinomu (Mizukawa N et al., 2000w8ki K et al., 2002, Yoshimoto
T et al., 2003). Proto naSe vysledky spiSe podpprapstavu, e vznik karcinomu
m e byt facilitovan v mistech oslabené slizni imunity v d sledku nedostaé
produkce i dokonce absence tohoto defensinu.

V souladu s literarnimi daty byl takéBD-3, podobn jako HBD-2, prokazovan ve
zdraveé nosni sliznici i v nosnich polypech. Neby$ak potvrzeno zvySeni vyskytu
tohoto defensinu v fmé souvislosti s chronickym z&em. DalSi auta popisuji
vyskyt HBD-3 rovn ve zdravych i chronicky zanlivych tonsilach (Claeys S et al.,
2003).Z mych vysledk vyplyva, e HBD-3 pati k typické vybav jak zdravé nosni
sliznice, tak zdravych tonsil v mno stvi t8im, ne tomu bylo u HBD-2. Ve zdravé
nosni sliznici byl nalézan dokonce a v neobvyklsaké expresi. Jeho vyskyt ve
zdravé tkani naznaje, e také HBD-3 se podili naippzené imunit v nosni dutin.
Jeho zvySené mno stvi ve tkanich zthnych naznauje mechanismus potenciace
syntesy tohoto defensinu na zaklato ného p sobeni patogenniho stimulu. Jeho
produkce v chronicky zatlivych nosnich sliznicich a tonsilach byla totiom rn
vysoka, krom vzork reprezentujicich chronicky za@nnosni sliznice (polypy) s
kultiva n prokazanym S. aureus. Velmi zajimava byla lokakzareakniho
produktu HBD-3 v cytoplasmendotelovych burk malych vén polyposni nosni
sliznice, alezejména ve vazivovém stromatu zdravych i patologibkonsil.
Endotelova lokalizace (obr. 51a, b, ¢, d) by dolkonwhla podporovat pdstavu o
mo ném transportu HBD-3 do ohového systému a tak i do vzdalgich oblasti
organismu nebo opaém z krve do tonsilarnich struktur (viz sch. 145t ni, e se
HBD-3 m e nalézat v cytoplasmendotelovych burk je velmi vyznamné proto, e
potvrzuje mo ny efekt tohoto produktu nejen v migho produkce (tedy auto-i
parakrinni), ale dokonce i na vzdalgich mistech organismu (endokrinni). HBD-3
byl dale prokazan v povrchovém vrstevnatém dladéu epitelu karcinomem
posti enych tonsil ve vysSich mno stvich ne HBD-4 2, ale p podrobnjsim
porovnavani byly tyto hladiny niSi ne exprese tah defensinu v zamlivych
tkanich. Z toho je mo né usuzovat, etlem nadorové transformace je omezena
produkce nejenom HBD-2, ale také HBD-3 a tim je pema i lokalni imunitni

odpov organismu.
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Obr. 51: HBD-3 v cytoplasmendotelovych buk. Dobarveno hematoxylinem. Ob.
63x. a) Nosni polyp, b) Tonsila palatina s chrogiokzantem, c) Zdrava tonsila

palatina, d) Tonsila palatina s karcinomem

Jak je patrné z dokumentovanych vysledkitomnost S. aureus ve sliznici je velmi
zava nym ukazatelem deficitniho vybaveni slizniadehsiny, proto e tinek HBD-

2 a 3 proti S. aureus byl experimentaprokadzan. Nkte i autoi dokonce rozliSuji
bakteriostatické (Claeys S et al., 2003), jini pabkaktericidni (Po-Hsu Ch and
Sheen-Yie F, 2004) pobeni HBD-3 na S. aureus. Protoe zegkladanych
vysledk vyplyva, e v pipad kolonizace S. aureus maji kky dané sliznice velmi
omezenou schopnost produkce vSetlakoumanych typ beta-defensin (HBD-1, 2

a 3), znamena to vyznamnou podporu ji vyslovenédptavy o omezeni lokalni
slizni ni imunitni odpovdi organismu.

Ziskané vysledky mohou byt také vyHevany tak, e v tonsilarni lokalizaci se
0 astni na antigenni determinaci patogemitomnych v potrav zejména v této
lokalizaci vyrazn zastoupené bky imunitniho systému, na rozdil od nosni sliznice,
ktera je vystavena velmi silnému naporu patogehsa enych ve vzduchu bem

ka dého nadechu. Nejefektivi$im zp sobem, kterym se nosni sliznice brani proti
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invazi patogen je pitomnost antimikrobialnich peptidv povrchové tekutin
sliznice.

Pro reaktivitu slizninich komponent ve smyslu proliferace, systetickéve i
bun ny cyklus je vSak eba zminit i dalSi faktory, a to g§i s p imym, nebo
zprostedkovanym tinkem. K nimna prvnim mist pati signalni molekuly a jejich
producenti, tady i syntasa oxidu dusnatéhoes® e je uvadno, e eNOS je
produkovana konstitutivn podle nkterych literarnich addajm e byt za uritych
podminek (jako je zam nebo karcinogenesa) jeji aktivita zvySena. eNOFifomna
nejen v endotelu, jak uvadi jeji ozeai, ale také v cytoplasnbun k povrchového
vrstevnatého dla dicového epitelu, a to jak v téesie zantlivym procesem, tak i
karcinomatosni. Samagim typicka byla lokalizace reakiho produktu, potvrzujici
p itomnost této syntasy, v cytoplasmantotelovych burk kapilar a malych cév, ji
proto, e oxid dusnaty pdt kvasoregulanim signalnim molekulam. Je
pravd podobné, ale bylo rovn prokdzano, e eNOS a jeji produkt NO jsou
exprimovany ve vtSim mno stvi v prb hu hypoxie (nastava v po hu zantlivych
proces — zvyseni metabolické aktivity buki v pr b hu r stu nadoru — rychlejsi
r st nadorovych burk ne cév). DalSim mo nym stimulem ke zvySeni exwe
eNOS m e byt oslabeni lokalni imunitni odposti v karcinomové tkani (ftomnost
velmi malého mno stvi HBD-2). Nalez eNOS v této #likaci ukazuje na
potencovanou angiogenesi. Kromngiogenese se eNOS a jeji produkt molekula NO
podili na vaskulogenesi, apoptose a proliferagiazivit , regulaci bun ného cyklu

i ovlivn ni (zvySeni) cévni permeability (a tim ovlivii metastatickych procep
(Blais V and Rivest S, 2001). Vysledky disertaprace potvrdily vyskyt eNOS ve
tkanich s chronickym zatem, ale stejn tak i ve tkanich s diagnostikovanym
karcinomem. V nejsilrjSi expresi byla tato syntasa zji$& v karcinomu tonsily, kde
je nejmarkantnji detekovana v oblasti karcinomovych perel souladu diterarnimi

p edstavami hraje roli v procesech programované mén smrti (apoptosy) a
proliferace, jak o tom s i p edevSim dosis dependentni pro- a antiapoptoticky
efekt (Fukumura D et al., 2006, Lancaster JR Xt.)ée K, 2006, Li CQ and Wogan
GN, 2005).
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Obr. 52: Tonsila palatina s karcinomem. Obj. 63x. Vlevo zachycen epitel
s chaotickym uspadanim bunk, paticich do r znych vrstev, ale u vSech je vyrazna
difusni pozitivita eNOS v cytoplasmDobarveno hematoxylinem. Vpravo je
zachycena vyrazna densita realho produktu v epitelovych bkach keratinové
perly. Okolni vazivové stroma je prosté eNOS snkgu oblasti cév, kde je eNOS

detekovana v cytoplanendotelovych butk. Obj. 63x.

V naSi studii jsme poukdazali naifpmnost obou proces K detekci apoptosy jsme
pou ili apoptoticky markercleaved caspase. Zjistili jsme, e apoptosa nenastym

d jem v nosni sliznici, ani v tonsilach. Apoptosa @yhejvice zastoupena v
zarodenych centrech lymfatickych folikulv tonsilach s chronickym zarem, déle
ve stedovych partiich keratinovych perel, ale i tak byktnost programované
bun né smrti velmi nizkaV zan tlivé tkani dochazi k infiltraci bukami lymfoidni
ady, jejich biologicky poloas je pirozen dosti dlouhy, a p poskozeni burk
epitelovych a stromalnich z&em je jejich destrukce tinou dsledkem
nekrotického dje. V pr b hu maligni transformace dochazi ke ndm v genomu
bunk, a tim vtSinou i ke ztrat kontroly bun ného cyklu, zahrnujici v mnoha
p ipadech i apoptosu (viz sch. 10 a 11). Domnivamese,tonsilach s karcinomem

p eva uje nekroticky zanik burk nad zanikem burk apoptosou, oem svd i i
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klinické obrazy tohoto onemocni, probihajiciho v koincidenci se zéem v této
oblasti. Dokonce neirlka m e byt klinicky obraz poinajiciho karcinomu tonsily
myln pova ovan za zart patrovych mandli.

Naproti tomu bylo mnoho proliferujicich bun (marker Ki-67) nalezeno jak v
epitelu, tak ve stromatu nosnich polyp etn jSi nalezy Ki-67 v endotelovych
bu kach zantlivé nosni sliznice v porovnani se sliznici zdrnayvanovu potvrdily
stimulovanou angiogenesu v této situaci. Dosti kgisdrekvence proliferujicich
bun k pravideln provazela obrazy zarodeych center lymfatickych folikulb hem
chronického zartu tonsil. V porovnani s tim byly ekvapujici nalezy velmi malého
mno stvi proliferujicich bunk ve vzorcich tonsilarniho karcinomu. V této tkéglo
obvykle jen nkolik Ki-67 positivnich bunk zachyceno v zarodeych centrech
lymfatickych folikul . | za fyziologického stavu jsou samepgn bu ky v tSiny
tkani stale obm ovany (vyjimku pedstavuje nap myokard, i nervova tka ve své
neuronoveé linii, apod.). Jak vyplyva z vyhodnocesysledk , je v zantlivych
regionech vyssi vyskyt proliferujicich bug co je p edevSim spojeno s mitotickou
stimulaci bunk imunitniho systému, ale i nosného substratu.ho tae dovozovat,
e patologicka tka je asto pod vlivem mitogennich faktqrale i ,death” signal,
aktivn jSi a diky rychle se opakujicim bumym dlenim i néachylnjsi k
neopravenym zmmam genomu, a tim i ke vzniku nddorové transformace

eNOS je souasn centralnim mediatorem pro které rstové faktory, jako je
vaskularni endotelovy stovy faktor (Duda DG et al., 2004).

R stovy faktorVEGF je znam jako vyrazny mitogen pro endotelovékyy asto
vSak také hraje roli v potencovani cévni permeghilloory KD et al., 2006, Leung
DW et al., 1989, Unemori EN et al., 1992)¢e znamo, e exprese VEGF je
zvySovana hypoxii (Jiang S et al., 2003). VSechumkée VEGF jsou velmi de ité

v patogenesi chronického zdnm a karcinogenese. Produkce této molekulyenbyt
zvySovana, jak ji bylo uvedeno, nejen hypoxii, td&é zeslabenim lokalni slizmii
imunity b hem karcinomatosni transformace. Ve zdravych tkansem VEGF
nachazela zejména v cytoplasendotelovych burk, a také v povrchovém epitelu,
ale vyrazn vysSi vyskyt VEGF byl prokazan v podminkach zanPi zan tu nosni
sliznice byl VEGF zjiSovan také ve stromalnich bkach, co poukazuje na jejich
zvySenou syntetickou aktivitu jak proliferd, tak i v produkci mezibunné hmoty.
Jeho pravdpodobna role v nadorovych procesech, kde bylo m@ka snieni

lokalni imunity (sni eny vyskyt beta-defensitv karcinomové tonsile), se projevuje
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jeho vyraznou pgtomnosti nejenom v endotelovych lkdch, ale také v bikach
povrchového epitelu. Tyto vysledky ukazuji, e VEGHpolu s eNOS a jejim
produktem NO jsou de ité pro potenciaci rstu cév (endotelova lokalizace) z
d vodu lokalni tkaové hypoxie (exprese VEGF a eNOS v povrchovém lepite
zejména v tumorosnich tkanich) a saen pro rozvoj stromalniho edému a pro
metastatické procesy (endotelova lokalizace — aiy§®rmeability cév). Tyto
vysledky jsou krom toho dolo eny tim, e exprese VEGF a eNOS bylaaila
spojena se znamkami intensivnich angiogenetickydegs na stran jedné a e
exprese tchto faktor m e byt na druhé stranp i inou odliSné stavby pojivové
komponenty stromatu.

Ze souhrnné interpretace vysledstudia exprese pak vyplyva vyznamna role eNOS
p i patologickych procesech v hornich cestach dydmaci

Pro pochopeni sloité rovnovahy pro podporu proéfa@ich (asto zarove
protiapoptotickych) vliv a naopak inhibnich Gink jsme hledali mo ného
reprezentanta této skupinystovych faktor i inhibi nich cytokin. ada autor
uvadi, e TGF- je jednim z nejunn jSich r stovych inhibitor pro epitelové a
endotelové buky i fibroblasty (Myoken Y et al., 1990, Roberts Ad al., 1980).
P esto e se v8ak obecrudava, e TGF- inhibuje r st endotelovych buik, bylo
prokdzano, e za uitych podminek (hypoxie, lokalni oslabeni imunipgdporuje
angiogenesu. Proto neniegvapenim, e nktei autoi referuji, e nadprodukce
TGF- nadorovymi bukami pispivA k vaskularisaci de novo, a tim m
podporovat rst nadoru (Logullo AF et al., 2003Moje vysledky prokazaly
p itomnost tohoto rstového faktoru v normalnich tkanich, a to zejména
povrchovém epitelu. Velmi zajimavé bylo zjist, e ve zdravé tonsilarni tkani byl
TGF- zjiSt n v povrchnich oblastech stratum spinosum povrchoveépitelu
intracelularn, zatimco v jeho hlubSich partiich byl TGHokalizovan pedevsim
extracelularn. P edpokladam, e TGF-je produkovan povrchnimi bisami stratum
spinosum, je uvolbvan z bunk a transportovan do stratum spinosum, kde hrdje ro
v bun né diferenciaci. Toto je pravdodobn fyziologicky proces. Na druhou
stranu lokalizace TGF-v zarodenych centrech lymfatickych folikulpouze bhem
chronického zartu tonsil napovida, e tento faktor ne p sobit i jako mitogen na
lymfocyty, ale pouze za patologickych podminek.h&n nadorovych proces
m eme zjistit vyraznou mitotickou aktivitu v epitebonsil. Tato vyrazna mitogenni

aktivita v pipad lokalniho oslabeni imunity a mo na i lokalni hypexv pr b hu
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nadoroveho procesu, je velmi prapddobn potencovana TGF: Velmi zajimavy
je i rozdil v lokalizaci TGF- ve zdravé tkani v porovnani s tkani karcinomowoe!.
zdravé tonsilarni tkani byl tento stovy faktor nalezen ve stratum spinosum
p evan extracelularn, na rozdil od tonsily s karcinomem, kde véSin rozsahu

stratum spinosum byl reaki produkt jeho detekce intracelularfobr. 53a a 53b).

Obr. 53: Pr kaz TGF- v tonsila palatina. Porovnani lokalizace tohotcstového
faktoru ve zdravé tonsile (a) a tonsile s karcinom@). Ve zdravé tkani byl zjist
TGF- pi povrchu stratum spinosum intracelularra jeho hlubSich vrstvach
extracelularn, naproti tomu v tonsile s diagnostikovanym Kkaroieon byla
lokalizace TGF- ve stratum spinosum @van intracelularn. a) Dobarveno

hematoxylinem. Obj. 63x. b) Dobarveno hematoxylir@i). 40x.

Ziskané vysledky koresponduji s literarnimi daty,poruchy v produkci a gobeni
TGF- mohou pispivat ke vzniku a progresi dla dicobumého karcinomu hlavy a
krku (Xie W et al., 2003). Vyskyt a distribuci TGFjsem studovala také v nosni
sliznici. Za fyziologickych podminek byla expres#hoto r stoveho faktoru nizka,
byl nalézan zejména v serosnich kéch l|az. Naproti tomu v polyposni tkani byl

TGF- zastoupen ve ¥Sim mno stvi, zejména v oblastech metaplastickgohn
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povrchového epitelu. Jeho lokalizace tak naajead le itou roli v r stu, ale hlavn

pak v diferenciaci epitelovych buk
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5. ZAV R

1. Na zaklad sumarisace vysledklze konstatovat, e HBD-1, 2 a 3 byly
exprimovany vyrazrji ve zdravé nosni sliznici ne ve zdravych patroky
tonsilach.

2. Nebyl potvrzen signifikantni rozdil v produkci HBD- 2, 3 v nosnich
polypech bez ptomnosti S. aureus a v chronicky z#éivé tonsile. Naproti
tomu velmi maly, i dokonce tém &adny vyskyt HBD-1, 2, 3 byl zjiSh v
nosnich polypech s kultivaim nalezem S. aureus.

3. HBD-1 je souéasti konstitutivni slo ky prozené sliznini imunity a jeho
produkce se nezvysuje v reakci na infekci nebo réaobujeni.

4. HBD-2 byl zjistn v minimalnich Udrovnich v tonsilach s karcinomem
Vv porovnani se zdravou a zdéivou tkani.

5. Vyskyt HBD-3 v karcinomové tkani byl niSi v poroani se situaci p
zantu. Naproti tomu p komplexnim hodnoceni vSechi tdefensin byl
HBD-3 v karcinomové tkani zji®van v nejvtSim mno stvi.

6. HBD-3 byl nalézdn pomin konstantn v cytoplasm endotelovych burk
malych vén, a to jak v nosnich polypech, ve zdraveén tlivém tonsilarnim
stromatu, ale i v karcinomowransformované tonsile.

7. Maligni transformace me byt potencovana snienou lokalni slizni
imunitou (omezen&d produkce beta-defensizejména HBD-2), ale také
hypoxii, kdy dochazi ke zvySené expresi VEGF, TG&-eNOS (zvySeni
produkce signalni molekuly NO) a tim k ovlivri proces izeni bun ného
cyklu, proliferace burk a angiogenese. S tim re korespondovat zmnma
permeability cév a v neposledrndd i ovlivn ni nastupu apoptosy, jako

mechanismu programované buné smrti.
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