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A B S T R A K T 

Úvod: Patologické působení pevných anorganických nano- a mikročástic ( N M C ) coby 

součásti znečistení prostředí je jednoznačně vědecky prokázáno. Přesto, že velmi 

pravděpodobně indukují zánětlivé změny, jasný průkaz asociace mezi expozicí N M C a 

zánětlivými onemocněními sliznice horních dýchacích cest chybí. Minimálně prozkoumaná 

je zejména role nanočástic, které mají specifické vlastnosti a odlišné chování při interakci 

s živými buňkami než mikročástice stejného složení. Vzhledem k narůstajícímu množství 

důkazů o jejich cytotoxickém a prozánětlivém působení přirozeně vyvstává otázka, jakou 

roli mohou hrát v patogenezi chronické rinosinusitidy (CRS). 

Metody: By lo vyšetřeno 40 vzorků nosní sliznice pacientů s C R S odebraných při mukotomii 

a 10 kontrolních vzorků od kadaverů bez anamnézy C R S . U 9 pacientů s C R S byl 

predoperačné odebrán vzorek hlenu z dolní skořepy. B y l a zjištěna profesní a kuřácká 

anamnéza. U všech vzorků bylo provedeno rutinní histologické vyšetření a vyšetření 

skenovací elektronovou mikroskopií a Ramanovou mikrospektroskopií (RMS) . V první části 

studie bylo zkoumáno složení, distribuce a možnost kvantifikace N M C . V druhé části byla 

srovnána přítomnost a složení N M C ve sliznici pacientů s C R S a ve sliznici kontrolní 

skupiny. V třetí části byla srovnávána přítomnost a složení N M C v hlenu z povrchu sliznice 

se složením částic deponovaných ve sliznici. 

Výsledky: B y l a vyvinuta metoda detekce částic a mapování tkáně pomocí R M S a u 6 vzorků 

byla takto zjištěna přítomnost N M C v povrchové i v hlubokých vrstvách sliznice. Dále byla 

zjištěna přítomnost anorganických N M C u 90,0 % z celkem 40 vzorků sliznice pacientů 

s C R S a u 20,0 % vzorků z kontrolní skupiny, převážně sloučenin uhlíku a titanu. 

Histologické známky chronického zánětu vykazovalo 95,0 % vzorků z C R S skupiny; 

histologie vzorků kontrolní skupiny byla normální. B y l a zjištěna asociace kouření a 

profesionální anamnézy a přítomnosti N M C ve sliznici. V hlenu i ve sliznici byly 

detekovány N M C obsahující shodné prvky. 

Závěr: Pevné anorganické N M C přítomné v ovzduší vstupují do nosní sliznice a deponují se 

i v submukóze. Asociace mezi přítomností N M C a zánětlivými změnami sliznice se jeví jako 

velmi pravděpodobná, stejně jako souvislost s kouřením a profesionální anamnézou. Úloha 

N M C v patogenezi C R S je však nadále nejasná a představuje výzvu pro budoucí výzkum. 

Klíčová slova: anorganické nano- a mikročástice, vzdušné znečištění prostředí, chronická 

rinosinusitida, skenovací elektronová mikroskopie, Ramanova mikrospektroskopie 



A B S T R A C T 

Background: Pathological effect of solid anorganic nano- and microparticles (NMPs) 

present in the environment as airborne pollutants has been proven by numerous studies. 

Although they most probably induce inflammatory changes, there is no clear proof of 

association of exposure to N M P s and inflammatory diseases of upper airways. Especially 

the role of nanoparticles, having specific properties and interacting with l iving cells in a 

different manner than microparticles of the same composition, is unclear. Despite the rising 

evidence of their cytotoxic and pro-inflammatory effect, the question whether and what role 

they play in chronic rhinosinusitis (CRS) remains to be answered. 

Methods: Forty samples of nasal mucosa obtained by mucotomy from patients with C R S 

and 10 samples from cadavers without history of C R S were examined. In 9 patients with 

C R S , a sample of mucus from inferior turbinates was obtained. Occupational and smoking 

history was investigated. In all the samples, a routine histological examination and 

examination by scanning electron microscopy and Raman microspectroscopy (RMS) was 

performed. In the first part of the study, composition, distribution, and possibility of 

quantification of N M P s was examined. In the second part, the presence and composition of 

N M P s in the C R S samples was compared to the control group. In the third part, the presence 

and composition of N M P s in the mucus was compared to the N M P s inside the mucosa. 

Results: A novel method of detection of N M P s and R M S tissue mapping was developed. 

Using this method, N M P s were present both in the superficial and deep layers of the mucosa 

of 6 samples. In the whole cohort, N M P s were present in 90,0% of 40 C R S samples and in 

20,0% of control samples of mucosa, predominantly carbon and titanium compounds. 

Histological sings of chronic inflammation were detected in 95,0% of C R S samples while 

histology of the control group was normal in all samples. There was a clear association 

between smoking and occupational history and presence of N M P s . N M P s of similar 

composition were detected in the mucus and in the mucosa. 

Conclusions: Solid anorganic N M P s , present in the environment as airborne pollutants, 

enter not only the superficial, but also the deep layers of the nasal mucosa. There is a 

probable association between presence of N M P s and inflammatory changes of the mucosa, 

as well as smoking and occupational history. The role of N M P s in C R S remains unclear and 

poses a challenge for future research. 

Keywords: anorganic nano- and microparticles, airborne pollution, chronic rhinosinusitis, 

scanning electron microscopy, Raman microspectroscopy 
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Ú V O D 

Patologické působení jemných a ultrajemných pevných částic přítomných ve vzduchu coby 

součást znečištění prostředí je jednoznačně vědecky prokázáno. Jasný průkaz asociace mezi 

expozicí těmto částicím a zánětlivými onemocněními sliznice horních dýchacích cest ale 

stále chybí. V popředí zájmu současného výzkumu, zejména díky rozvíjejícím se 

možnostem jejich detekce a charakterizace, jsou především ultrajemné částice, definované 

jako aerosol s aerodynamickým průměrem pod 0,1 um (100 nm). Jsou přítomné v ovzduší 

ve velkých objemech a vstupují do organismu především dýchacím a trávicím ústrojím. 

Vzhledem k tomu, že termíny „jemné" a „ultrajemné" částice se vztahují k částicím 

přítomným ve vzduchu, o částicích vstupujících do organismu mluvíme jako o mikro- a 

nanočásticích. Obdobně jako ultrajemné částice jsou nanočástice definovány jako částice 

v jednom či více rozměrech menší než 100 nm. 

Je pravděpodobné, že jsou to právě nanočástice, které hrají stěžejní roli v indukci zánětlivých 

změn v tkan ích , v nichž se deponují. Nanočástice mají j iné chemické a fyzikální vlastnosti 

a vykazují zvýšenou reaktivitu i odlišné chování při interakci s živými buňkami než 

mikročástice stejného složení, které jsou považovány za netoxické a „neškodné". 

Nanočástice produkovány lidskou činností jsou buď sekundárním produktem 

(průmyslového a dopravního znečištění, kouření, smažení, sváření aj.) anebo jsou cíleně 

připravované (barviva, pigmenty, kosmetika aj.). Mohou také vznikat při přírodních 

procesech (např. vulkanická činnost). Jedná se především o sloučeniny uhlíku nebo oxidy 

kovů (železa, titanu, chrómu, zinku aj.). 

V posledním desetiletí byl v l iv nanočástic zkoumán řadou autorů a bylo prokázáno jejich 

patologické působení na úrovni buněk, organel i D N A . Většina výzkumu na poli 

nanotoxikologie a nanopatologie ale doposud probíhala in vitro, na buněčných kulturách či 

zvířecích modelech, převážně na hlodavcích. Při cílené expozici těmto částicím byl prokázán 

jejich prozánětlivý potenciál, schopnost indukovat oxidatívni stres i přímé genotoxické 

působení. Klinických studií zaměřených na přítomnost nanočástic vyskytujících se 

v prostředí a jejich eventuální patologické působení na lidský organismus bylo ale prozatím 

provedeno minimum. 

Detekci a charakterizaci nanočástic vstupujících do organismu z prostředí ale v praxi nelze 

oddělit od zkoumání přítomnosti a složení částic větších rozměrů. Nanočástice totiž mají při 

vstupu do organismu tendenci se shlukovat, pravděpodobně v důsledku interakce 
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s živými buňkami, a proto jsou ve vzorcích tkání nalézány ve formě clusterů - jednotlivé 

nanočástice jsou detekovány jen výjimečně. 

Dýchací soustava představuje jednu z hlavních cest vstupu mikro- a nanočástic do 

organismu a dutina nosní je první etáží, kde se mohou usazovat. I přesto, že má chronická 

rinosinusitida (CRS) v populaci vysokou prevalenci, její patogeneze je stále nejasná. 

Nej aktuálnější pohled vnímá C R S jako syndrom s multifaktoriální etiologií, v němž hraje 

hlavní roli interakce imunitního systému a environmentálních faktorů. Je pravděpodobné, že 

vzdušné znečištění přispívá k poruše obranných mechanismů sliznice a narušení sinonazální 

epiteliální bariéry a tím pádem k indukci chronických zánětlivých změn. Doposud ale není 

jasná role specifických polutantů v C R S či mechanismus a synergie jejich působení. 

Vzhledem k narůstajícímu množství důkazů o cytotoxickém a prozánětlivém působení 

nanočástic přirozeně vyvstává otázka, jakou roli mohou hrát v chronických zánětlivých 

onemocněních, jako je právě C R S . 
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1 CÍLE P R Á C E 

1. Ověřit přítomnost, složení a distribuci pevných anorganických nano- a mikročástic 

v nosní sliznici odebrané při endoskopické mukotomii u pacientů s C R S : 

• Hypotéza 1: Při CRS vstupují pevné anorganické nano- a mikročástice přítomné 

v ovzduší jako součástjeho znečištění přes porušenou slizniční bariéru do submukózy 

a deponují i v hlubších vrstvách sliznice. 

2. Srovnat přítomnost a molekulární složení částic ve sliznici pacientů s C R S s kontrolní 

skupinou (kadavery bez anamnézy CRS) , porovnat s histologickým nálezem a ovlivnění 

zevními faktory: 

• Hypotéza 2: U zdravých jedinců na rozdíl od pacientů s CRS anorganické nano- a 

mikročástice do sliznice nevstupují a nedeponují se v ní. 

• Hypotéza 3: Složení částic detekovaných ve sliznici je ovlivněno profesionální 

expozicí jejich zdrojům (např. při sváření) a kouřením. 

3. Srovnat přítomnost a složení částic detekovaných v hlenu odebraném z povrchu nosní 

sliznice se složením částic detekovaných ve sliznici a ověřit tak původ částic 

deponovaných ve sliznici ve vdechovaném vzduchu: 

• Hypotéza 4: Složení částic detekovaných v hlenu odpovídá složení částic 

detekovaných ve sliznici, jejich původ není hematogenní, ale ve vzdušném znečištění. 
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2 T E O R E T I C K Á ČÁST 

2.1 Pevné anorganické částice 

2.1.1 Jemné a ultrajemné částice, mikro- a nanočástice 

• Pevné částice ( P M - particulate matter) přítomné v ovzduší jako součást jeho znečištění 

představují jasné riziko pro lidské zdraví. Tyto částice mají různé chemické složení ajsou 

různých velikostí, v závislosti na zdrojích, které je emitují. P M jsou rozděleny do 

jednotlivých frakcí podle jejich aerodynamického průměru na hrubé (2,5 - 10 um), j emné 

(0,1 - 2,5 um) a ultrajemné (<0,1 um) (1,2). 

• Ultrajemné částice, označované jako PMo,i , jsou definovány jako aerosoly 

s aerodynamickým průměrem pod 0,1 um (100 nm). Ultrajemné částice jsou přítomny 

v ovzduší ve velkých celkových objemech a vstupují do organismu především dýchacím 

a trávicím ústrojím (3). Termíny jemné a ultrajemné částice jsou ale určeny pro popis 

částic přítomných v ovzduší; o částicích vstupujících do organismu proto hovoříme jako 

o mikro- a nanočásticích. Definovaná hranice velikosti mezi „mikro-" a „nano-" j e stejná 

- 100 nm. 

2.1.2 Vlastnosti mikro- a nanočástic 

• Nanočástice j sou tradičně definovány j ako částice v j ednom či více rozměrech menší než 

100 nm a větší než 1 nm. To, co je odlišuje od mikročástic, jsou vlastnosti, j ichž částice 

daného materiálu nabývají typicky pod kritickou velikostí 100 nm (4,5) (obr. 2.1). Jedná 

se o částice na bázi uhlíku (např. saze), oxidy kovů (železo, chrom, nikl , hliník, měď, 

zinek, titan aj.), ale také částice plastů (6). 

• Indukce zánětlivých změn 

Nanočástice se zdají být hlavními „podezřelými" v indukci zánětlivých změn v tkáních, 

v nichž se deponují. Mívají j iné chemické a fyzikální vlastnosti a vykazují zvýšenou 

reaktivitu i odlišné chování při interakci s živými buňkami než mikročástice stejného 

chemického složení, které jsou považovány za netoxické a „neškodné". 

13 



Obrázek 2.1 Jak „velké" je „ n a n o " a „ m i k r o " ? Srovnání velikosti nanokrystalu (průměr 

13 nm), eukaryotické buňky (průměr 13 um), mravence (délka 13 mm), horkovzdušného 

balónu (průměr 13 m) a zeměkoule (rovníkový průměr přibližně 13 000 km). 

13 nm 13 Jim 13 mm 13 m 13 000 km 

• Výskyt nanočástic 

Nanočástice jsou v prostředí všudypřítomné. Kromě přírodních procesů (vulkanická 

činnost, lesní požáry) jsou jejich významným zdrojem antropogenní činnosti - jsou buď 

sekundárním produktem (např. metalurgického průmyslu, jsou produkovány dopravou 

při spalování fosilních paliv či při otěru brzdových destiček, při kouření, smažení aj.) 

anebo jsou cíleně připravované - syntetické. S rychlým rozvojem nanotechnologií a 

pronikáním syntetických nanomateriálů nejen do nej různějších výrobků denní potřeby 

(kosmetika, barviva, baterie, výroba aut aj.), ale také medicínských přípravků (např. 

koloidní stříbro) roste význam zkoumání potenciálního toxického v l ivu také těchto 

záměrně produkovaných nanočástic (7). 

• Vlastnosti nanočástic 

Vzhledem ke svým velmi malým rozměrům mohou vykazovat j iné vlastnosti než částice 

stejného chemického složení o velikosti v řádech mikrometrů. Pro jejich chování a ev. 

toxické působení je důležitá zejména velikost částic, jejich tvar a krystalická struktura. 

Se zmenšující se velikostí částic se mění jejich fyzikálně-chemické vlastnosti. Platí, že 

čím menší je částice, tím větší je její biologická aktivita a potenciální toxicita, a to i u 

materiálů, kdy mikročástice stejného složení toxické vlastnosti nevykazují (6,8). 

Nanočástice totiž mají na velmi malou hmotnost obrovský celkový povrch. N a povrchu 

molekul je odhaleno větší procento atomů a se zmenšujícím se rozměrem roste 

exponenciálně počet potenciálně reaktivních skupin. Nemusí proto platit přímý vztah 

toxického účinku na dávce (koncentraci) látky jako u částic mikro-rozměrů (9-11). Dále 

nanočástice se zmenšující se velikostí vykazují zvýšenou difuzivitu a tím pádem i 

opožděnou sedimentaci. Tím se prodlužuje doba jejich setrvání v ovzduší (12). 

Vlastnosti nanočástic v porovnání s mikročásticemi jsou shrnuty v tabulce 2.1. 
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Tabulka 2.1 Srovnání vlastností nanočástic a mikročástic. 

Nanočástice Mikročástice 

velikost pod 100 nm nad 100 nm 

biologická aktivita stoupá s klesající velikostí nemění se 

reaktivita a toxicita stoupá s klesající velikostí nemění se 

počet reaktivních skupin na 

povrchu na jednotku hmotnosti 
obrovský menší 

vztah toxického účinku 

v závislosti na dávce 
neplatí platí 

difuzivita a sedimentace 
zvýšená difuzivita, 

opožděná sedimentace 

nedifundují, 

sedimentuj í 

2.1.3 Nanočástice a jejich působení na organismus 

• Vědecké disciplíny zabývající se studiem nanočástic 

Studiem nanočástice se zabývají dva příbuzné spolupracující obory - nanotechnologie a 

nanotoxikologie. 

o Nanotechnologie 

Zabývá se vývojem materiálů na úrovni atomů, molekul a makromolekul, 

zkoumá jejich vlastnosti a vytváří struktury, zařízení a systémy snovými 

vlastnostmi a funkcemi, které vycházejí z jejich malé velikosti (definice podle 

The Nanoscale Science, Engineering, and Technology Subcommitee, 2000). Jde 

o multidisciplinární obor, v němž se spojují poznatky základního i aplikovaného 

výzkumu v biofyzice, molekulární biologii a bioinženýrství a lze předpokládat, 

že v budoucnu bude mít zásadní dopad na rozličná odvětví medicíny a 

farmakologie. Nanotechnologie poskytuje nové systémy, zařízení a materiály pro 

zlepšení možnosti aplikace nových farmak. V souvislosti s tím dochází k rozvoji 

oboru farmaceutická nanotechnologie, která se zabývá aplikací poznatků 

vědeckých „nanodisciplín" ve farmakologii (nanomateriály, systémy cíleného 

transportu léčiv, diagnostické a zobrazovací systémy, biosenzory aj.) (13). 

Náplní oboru nanomedicíny, který spojuje a využívá poznatky nanotechnologie 

a farmakologie, je diagnostika, léčba a prevence chorob a zranění, léčba bolesti 

a snaha o uchování či zlepšení lidského zdraví s využitím znalostí struktury 
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lidského těla a fyziologických pochodů na molekulární úrovní a terapeutických 

a diagnostických nástrojů vycházejících z nanotechnologie (14,15). 

o Nanotoxikologie 

Toto odvětví toxikologie studuje vlastnosti nanočástic a nanomateriálů a jejich 

toxické působení in vitro a in vivo (16). Posuzování rizika expozice nanočásticím 

a zkoumáním možností prevence nežádoucích účinků terapeutických nano-

produktů pak podporuje rozvoj nanotechnologie a nanomedicíny (17). 

• Působení nanočástic na organismus 

o Vstup a chování nanočástic v organismu 

Hlavní branou vstupu nanočástic do organismu, kromě kůže a 

gastrointestinálního traktu, jsou dýchací cesty a plíce. Nanočástice jsou schopné 

penetrovat paracelulárně i skrz buňky do krve, redistribuovat se v organismu, 

akumulovat se v různých orgánech, např. v plicích, mozku, játrech, ledvinách či 

slezine a vyvolávat v nich patologické změny (16,18). Do buněk vstupují jednak 

endocytózou, jednak ne zcela jasným non-vezikulárním mechanismem (16). 

Možnost jejich degradace pomocí lyzosomálního systému je ale omezená. 

Nanočástice se tak mohou v buňkách hromadit a vyvolávat změny na úrovni 

buněčných organel i na úrovni genetické informace buňky (18,19). 

o Genotoxický účinek 

Přesný mechanismus genotoxického účinku nanočástic prozatím není znám. 

Většina prací poukazuje na jejich genotoxické působení spuštěním oxidativního 

stresu a s tím spojenou indukci apoptózy, zánětu a zástavy buněčného cyklu 

(7,20-24). Prostřednictvím oxidativního stresu tedy mohou způsobovat zlomy 

v D N A , nestabilitu chromozomů a narušení mechanismů mitózy, což může vést 

k maligní transformaci buňky. Jiné studie ale také ukazují, že nanočástice mohou 

pronikat do buněčného jádra a přímo interagovat s D N A (25-27). 

o Klinické studie 

I přesto, že je zřejmé, že nanočástice jako součást znečištění životního prostředí 

představují riziko pro lidské zdraví, prozatím bylo provedeno jen minimum 

klinických studií. Zeleník a kol. (2012) zkoumali přítomnost a složení nanočástic 

v patrových mandlích - převládajícími nalezenými kovy byly železo, chrom, nikl , 

hliník a měď (28). Dvořáčková a kol. (2012) potvrdili přítomnost nanočástic 

v plodové vodě, v tkáních mrtvě rozených plodů i v nádorové tkáni glioblastomů, 
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což ukazuje na schopnost nanočástic přecházet placentami a hematoencefalickou 

bariéru (29). Munger a kol. (2014) pak analyzovali moč a hematologické a 

metabolické parametry u zdravých dobrovolníků po orálním podání komerčně 

vyráběných roztoků nanočástic stříbra o koncentraci 10 a 32 mg/l: nebyly zjištěny 

žádné signifikantní metabolické a hematologické změny či změny v močových 

parametrech, stejně tak nebyly zaznamenány morfologické změny vnitřních 

orgánů; toxická dávka těchto nanočástic tedy nebyla stanovena (30). 

Shrnutí jednotlivých kazuistických nálezů anorganických mikro- a nanočástic 

v lidských orgánových systémech je uvedeno v tabulce 2.2 (31). 

• Toxické působení nanočástic v dýchacím ústrojí 

o Výzkum nanočástic in vitro a na zvířecích modelech 

Toxické působení nanočástic v dýchacích cestách je v současnosti intenzivně 

zkoumáno především in vitro, případně na hlodavcích. V několika studiích na 

krysách a na lidských studiích in vitro byl j iž prokázán toxický účinek nanočástic 

na plicní tkáň ve smyslu vyvolání akutních i chronických zánětlivých změn 

(akutní alveolitida, bronchiálni hyperreaktivita, poškození mukociliárního 

transportu, dysfunkce plicních makrofágů, formace mikrogranulomů) (7,32-34). 

o Profesionální expozice nanočásticím 

Až 11 % celkového objemu a 80 % celkového počtu částic uvolňovaných při 

sváření tvoří nanočástice. Rada autorů se proto věnovala profesionální expozici 

nanočásticím obsaženým v plynech vznikajících při sváření, ale především ve 

vztahu krespi račním příznakům pacientů (35,36). Studií zabývajících se 

přítomností nanočástic přímo v tkáních těchto pacientů bylo provedeno prozatím 

minimum (37-39). Andujar a kol. (2014) potvrdili přítomnost nanočástic 

v plicích svářečů pomocí skenovací elektronové mikroskopie (SEM) a také in 

vitro zjistili indukci produkce růstových faktorů fibroblastů lidskými plicními 

makrofágy (39). Další podobné práce zabývající se přítomností nanočástic v 

lidských plicích mají formu kazuistických sdělení; studie s velkými soubory 

pacientů prozatím zcela chybí (40,41). 

o Distribuce nanočástic v dýchacích cestách 

Distribuce a akumulace nanočástic v různých etážích dýchacích cest byla 

studována na hlodavcích a pomocí počítačových modelů. Pomocí počítačového 

modelování bylo zkoumáno chování nanočástic při distribuci v tkáních při jejich 
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vdechování. Předpokládá se, že se řídí j inými zákonitostmi než částic větších 

rozměrů. Nejvíce nanočástic se stejně jako mikročástice zachycuje v dutině 

nosní na skořepách, ale na druhém místě je u nanočástic hltan; větší částice mají 

tendenci deponovat se spíše v hrtanu (42,43). 

o Klinické studie zkoumající nanočástice v dýchacích cestách: 

Zatím bylo provedeno jen velmi málo klinických studií zkoumajících přítomnost 

a působením nanočástic na sliznice dýchacích a polykacích cest, např. výše 

zmíněná studie Zeleníka a kol. (28). Klinické studie zabývající se nanotoxicitou 

a nanopatologií prozatím narážejí na omezené možnosti stanovení koncentrace 

nanočástic ve vyšetřovaných tkáních, neboť jejich detekce v tkáni se provádí na 

zcela j iném principu než u větších částic, s nutností využití elektronové 

mikroskopie a spektroskopických metod. V nano-měřítku navíc nelze tkáň 

jednoduše mapovat a přítomnost nanočástic statisticky hodnotit. Důvodem je 

především velmi malý, prakticky až zanedbatelný objem částic v poměru 

k celkovému objemu vzorku tkáně (28). 
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Tabulka 2.2 Příklady nálezů mikro- a nanočástic v lidských orgánových systémech (31). 

zjištěné histologické 
změny/analyzované patologie 

příklady 
spektrometricky 

detekovaných 
částic 

(elementární 
složení) 

dýchací systém (plíce) 

silikóza, azbestóza, pleurální 
mezoteliom 

částice křemíku, 
azbest 

dýchací systém (plíce) 

plieni sarkoidóza rtuť, síra, křemík 

dýchací systém (plíce) dlaždicobuněčný karcinom 
hliník, wolfram, 

fosfor, titan, železo 
dýchací systém (plíce) 

adenokarcinom 
železo, síra, hliník, 
křemík, chrom, nikl 

dýchací systém (plíce) 

alergický zánět stříbro 

krev (krevní sraženiny) 

antimon, kobalt, 
křemík, chrom, 

železo, wolfram, 
bismut, olovo, 

barium aj. 

játra 

granulom 
zlato, křemík, 
železo, hliník 

játra 
sideróza železo 

játra 
karcinom 

barium, železo, 
měď, zinek 

játra 

fibróza 
olovo, křemík, 

železo 

gastrointestinální trakt 
Crohnova choroba (granulomatózní 

zánět střeva) 
olovo, hliník 

karcinom tlustého střeva 
zirkon, křemík, cín, 

železo, stříbro 

peritoneální mezoteliom 

želeno, hliník, 
yttrium, thorium, 

niob, titan, mangan, 
cerium, měď, uran, 

ledviny akutní renální selhání chrom, železo, cín 

sperma 
hliník, wolfram, 

titan, měď, kobalt, 
olovo, chrom 
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2.2 Detekce, zobrazování a charakterizace mikro- a nanočástic v tkáních 

Většina dostupných metod, které dokáží detekovat a určit chemické složení nejen částic 

mikrorozměrů, ale také nanorozměrů, pracuje s měřením částic v plynném či kapalném 

skupenství. Toto není aplikovatelné na histopatologické preparáty. Proto nástroje, kterými 

by bylo možno zkoumat přítomnost a potenciálně patologické působení mikro- a nanočástic 

vstupujících do organismu z prostředí přímo v buňkách a tkáních, j sou předmětem zkoumání 

a používání jednotlivých metod prozatím není ustálené. 

Rozměry nanočástic jsou typicky v dimenzi menší, než je rozsah vlnových délek viditelného 

světla, a proto je běžně jejich detekce pod rozlišovacími schopnostmi optické mikroskopie 

(12). A n i chemickou analýzu exogénni ch mikro- a nanočástic detekovaných v tkáních není 

standardně možno vzhledem k jej ich celkovému velmi malému objemu provádět 

konvenčními metodami. Metody, které spolehlivě detekují tyto částice a měří jejich 

fyzikálně-chemické vlastnosti nejen v prostředí, ale také ve spotřebních produktech, se 

postupně rozvíjejí teprve v posledních dvou desetiletích (44). 

• Nejčastěji užívané metody detekce mikro- a nanočástic je možno rozdělit do čtyř skupin 

v závislosti na principu detekce (45): 

o optické detekční metody (Ramanova mikrospektroskopie, techniky rozptylu 

rentgenového záření, laserová interferometrie, laserová difrakční analýza); 

o elektrické detekční metody (elektronová mikroskopie, Coulter counter); 

o mechanické detekční metody (centrifugální sedimentace, mikroskopie atomárních 

sil, metoda Brunauer-Emmett-Teller); 

o metody založené naj iném principu (ultrazvukové metody, hmotnostní spektrometrie, 

elektrosprejová ionizace aj.). 

V této práci bylo k detekci a charakterizaci částic využito metod Ramanovy 

mikrospektroskopie a skenovací (rastrovací) elektronové mikroskopie, které budou dále 

blíže popsány. Detailní popis dalších vyjmenovaných metod přesahuje rámec této práce. 

2.2.1 Skenovací (rastrovací) elektronová mikroskopie 

Skenovací elektronová mikroskopie je jednou ze základních metod elektronové 

mikroskopie. V současnosti má možnost rozlišení až pod 1 nm a je metodou volby pro 

zkoumání velikosti a struktury mikro- a nanočástic. V e spojení se spektrometrickými 

metodami může být stanoveno i chemické složení částic (12). 
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Obrázek 2.2 Skenovací elektronový mikroskop S E M (Quanta F E G 450, FEI) 

s rentgenovou mikroanalýzou A P O L L O X ( E D A X ) . 

• Princip elektronové mikroskopie 

Princip elektronové mikroskopie je analogický optické (fotonové) mikroskopii. Optický 

mikroskop využívá viditelné světlo (fotony) fokusované pomocí čoček. Vzhledem 

k tomu, že rozměry nanosvěta j sou menší než vlnová délka viditelného světla (asi 400 

- 750 nm, což jsou vlnové délky, na které je citlivé lidské oko), je fyzikální mezí 

rozlišovací schopnosti optického mikroskopu necelých 200 nm (46). V elektronové 

mikroskopii funkci čoček zastávají vhodně tvarovaná elektromagnetická pole, která 

fokusují svazek elektronů, přičemž vlnová délka elektronu je při urychlovacím napětí 

10 k V pouze 0,0123 nm (46,47). Elektronový mikroskop (EM) má proto mnohem vyšší 

rozlišovací schopnost. 

• Rozdělení elektronových mikroskopů 

Elektronovou mikroskopii lze rozdělit na dva základní typy: transmisní elektronovou 

mikroskopii ( T E M ) a skenovací elektronovou mikroskopii (SEM); jejich kombinací lze 

získat další typy mikroskopů (skenovací transmisní E M či S E M s detektorem prošlých 
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elektronů) (48). Schématické srovnání stavby a principu optického mikroskopu, T E M a 

S E M je na obrázku 2.3. 

O b r á z e k 2 . 3 Srovnání optického mikroskopu, T E M a S E M . Zdroj: Soubusta J. 

Optoelektronické systémy: Elektronová mikroskopie transmisní a rastrovací. (49). 

Světelný mikroskop TEM SEM 

Zvětšení - X 2 0 0 0 X 5 0 - X 1,500,000 X 10~ X 1,000,000 

• Transmisní elektronová mikroskopie 

T E M , jehož rozlišení dosahuje u moderních přístrojů až kolem 0,1 nm, detekuje 

elektrony prošlé skrz zkoumaný vzorek, který musí být velmi tenký (přibližně 200 nm) 

(45,48). Z toho důvodu není možno T E M využít k detekci částic v rutinním 

histopatologickém preparátu. 

• Skenovací elektronová mikroskopie (SEM) 

U S E M je obraz tvořen tzv. řádkovým snímáním povrchu preparátu pomocí zaostřeného 

elektronového paprsku, přičemž tento mikroskop je schopen zobrazit částice až o 

velikosti řádově jednotek nanometrů, lze j ím zobrazit povrch zkoumaných objektů, určit 
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jejich velikost a vytvořit tzv. „pseudo-3D obraz" (47). Vzorek může být až 2 - 3 cm 

tlustý a 15 cm dlouhý (49). Nevýhodou S E M pro potřeby vyšetření histologických 

vzorkuje ale právě ultra-vysoké rozlišení, což znamená, že na skenované části vzorku 

nemusí být zachyceno reprezentativní množství částic, a tak jsou výsledky spíše 

náhodné, a ne statisticky signifikantní (45). 

Metoda založená na S E M , která je nejčastěji využívána k analýze vzorků tkání, je S E M 

s energiově disperzní spektrometrií (EDS), S E M - E D S . E D S je založena na detekci 

charakteristického rentgenového záření, což je další ze signálů získaných dopadem 

primárního svazku elektronů na zkoumaný vzorek. Signál nám dává informaci o 

chemickém složení materiálu, tzv. prvková spektra (prvkové složení). Metoda dokáže 

zjistit, jaké prvky a v jakém množství se nacházejí ve vzorku (50). 

Obecnou nevýhodou elektronové mikroskopie je degradace vzorku. Vzhledem k využití 

svazku elektronů musí být vzorek vodivý; konkrétně u S E M je nutno ho pokovit (48). 

Elektronový svazek má navíc značnou energii, a proto dochází k deformaci tvaru částic 

a jejich tavení - vzorek tedy není možno pomocí E M zkoumat opakovaně (47). Další 

nevýhodou S E M je značná finanční nákladnost samotného zařízení (45). 

2.2.2 Ramanova spektroskopie a mikrospektroskopie 

Princip Ramanovy spektroskopie (RS) spočívá v neelastickém rozptylu fotonů, jinak 

zvaném Ramanův rozptyl (51). Ten je pojmenován po indickém fyzikovi Chandrasekharu 

Venkatu Ramanovi, který za výsledky své práce při studiu rozptylu světla a objev Ramanova 

rozptylu (nebo také Ramanova jevu) získal v roce 1930 Nobelovu cenu za fyziku. 

RS založena na měření rozdílu energií tzv. vibračních hladin molekul. Tyto vibrace jsou 

změny délek a úhlů chemických vazeb mezi atomy v molekulách; pokud jsou molekuly 

v klidu, nacházejí se na tzv. základní vibrační hladině a jejich energie je rovna energii 

nulových kmitů (52). Ramanův jev si lze zjednodušeně představit jako energetický přechod 

molekuly mezi dvěma vibračními hladinami, k němuž dochází po interakci molekuly 

s fotonem (51). 

Interakce fotonů s molekulami (obr. 2.4) 

• Excitují molekulu na vyšší vibrační hladinu a ta při deexcitaci vyzáří foton o stejné 

energii - tento jev se nazývá Rayleighův (elastický) rozptyl, který nenese žádnou 

analytickou informaci (není rozdíl energií, které by bylo možno měřit). Excitují 

molekulu na vyšší vibrační hladinu, ta při deexcitaci vyzáří foton o j iné energii a dostává 
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se na vyšší vibrační hladinu, než je její základní vibrační stav. Tento rozptyl je tedy 

neelastický a označuje se jako Stokesův. 

• Pokud je molekula j iž před interakcí s fotonem na vyšší vibrační hladině než základní, 

může se po dopadu fotonu vrátit na základní vibrační hladinu - energie vyzářeného 

fotonu je tedy opět j iná než fotonu původního. Tento rozptyl (stejně jako Stokesův 

neelastický) se nazývá anti-Stokesův. 

• Stokesův a anti-Stokesův rozptyl se souhrnně označuje jako Ramanův rozptyl. Oba 

v sobě nesou analytickou informaci, neboť rozdíl energií (vlnových délek) původního a 

rozptýleného (vyzářeného) fotonu lze měřit a na základě toho je možno provést 

kvalitativní analýzu molekul - každá molekula má totiž j iné (specifické) hodnoty energií 

vibračních hladin (51,52). 

Obrázek 2.4 Rayleighův a Ramanův rozptyl. 

virtuální vibrační 
hladinv 

vibrační hladiny 

II 1 1 * 1 
infračervená Rayleighův Stokesův Anti-Stokesův 

absorpce rozptyl rozptyl rozptyl 

Při R S jsou zkoumané molekuly ozářeny zdrojem monochromatického světla - nejčastěji 

laserem, který interaguje s vibracemi molekul, a výsledkem je zvýšení či snížení energie 

fotonů. Tento energetický posun pak dává informaci o vibračních módech ve zkoumaném 

vzorku, tedy o jeho molekulárním složení. Výstupem R S je potom spektrum, tedy závislost 

rozdílu energie (vlnové délky) fotonů oproti původním fotonům, které interagovaly se 

zkoumanou molekulou (52). 
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Až do 70. let 20. století se RS používala pouze pro studium makroskopických materiálů, ale 

s využitím zdroje intenzivního monochromatického záření, laseru, se objevila možnost užití 

RS i pro mikroanalýzu - zrodila se tedy Ramanova mikrospektroskopie (RMS). 

R M S kombinuje Ramanovu spektroskopii s optickou mikroskopií a umožňuje měřit spektra 

Ramanova rozptylu s prostorovým rozlišením v řádu um 3 . Neinvazivním způsobem tak lze 

studovat nejen anorganické složky vzorku, ale také složení tkání, jednotlivých buněk i 

organel (53). 

Zat ímco S E M - E D S , která poskytuje informaci pouze o elementárním složení detekovaných 

částic či jejich clusterů, R M S přináší informaci o chemickém složení částic, které je často 

podstatnější než jejich pouhé elementární složení (54). Ramanovu spektroskopii je možno 

využít k analyzování složení biomolekul (lipidů, proteinů i D N A ) , ale prozatím je její využití 

k detekci anorganických částic vstupujících do organismů a tkání z prostředí omezené 

(54,55). 

Obrázek 2.5 Ramanův mikrospektrometr: Smart Raman Microscopy System X p l o R A T M 

( H O R I B A Jobin Yvon , France). 
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2.3 Chronická rinosinusitida 

2.3.1 Základní anatomie a fyziologie dutiny nosní a nosní sliznice 

• Makroskopická a mikroskopická anatomie dutiny nosní a vedlejších dutin nosních 

Dutina nosní je párová dutina, jejímž mediálním ohraničením je nosní septum. Vpředu 

začíná nosními dírkami (nostrilami) a vzadu ústí do nosohltanu prostřednictvím choan; 

kaudálně j i od dutiny ústní odděluje tvrdé a měkké patro. Z její laterální stěny odstupují 

3, vzácněji 4 skořepy (concha nasalis inferior, media, superior a event. suprema), které 

ohraničují horní, střední a dolní nosní průchod (obr. 2.6). 

Obrázek 2.6 Kostěná laterální stěna dutiny nosní. Modifikováno podle Lipiny a kol. (56). 

Sliznice skořep sehrává významnou úlohu ve fyziologické funkci nosní dutiny jako 

součásti dýchacích cest. Střídající se fyziologická kongesce dolní skořepy jedné strany 

podmiňující rozdíly v nosní průchodnosti při zachovaném celkovém odporu je 

podkladem tzv. nosního cyklu (58). 

Do nosních průduchů se otevírají vývody vedlejších dutin nosních ( V D N ) : čelistní a 

čelní dutiny, přední a zadní čichové sklípky a klínové dutiny (obr. 2.7). 
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Obrázek 2.7 Vedlejší dutiny nosní a jejich postnatální vývoj. 

Povrch sliznice dutiny nosní a vedlejších dutin nosních je kryt vícevrstevným 

cylindrickým řasinkovým epitelem s pohárkovými buňkami neboli respiračním 

epitelem. Jeho povrchové buňky jsou spojeny pomocí tight junctions (59). Od lamina 

propria sliznice je epitel oddělen vrstvou kolagenního vaziva - bazálni membránou. Její 

ztluštění běžně ukazuje na přítomnost chronického zánětu, ale histologické studie 

prokázaly její ztluštění i ve vzorcích sliznice pacientů bez potíží ve smyslu chronické 

rinosinusitidy (60). Dá se tedy předpokládat, že „normální nos neexistuje", vzhledem 

k tomu, že je nosní sliznice permanentně vystavena noxám z vnějšího prostředí (59). 

• Fyziologie dutiny nosní a nosní sliznice 

Zevní nos, nosní dutina a vedlejší dutiny nosní představují funkční jednotku, která čistí, 

zvlhčuje a ohřívá vdechovaný vzduch. Sinonazální sliznice navíc hraje významnou roli 

v ochraně organismu před nečistotami a infekčními agens obsaženými ve vdechovaném 

vzduchu. 

Sinonazální mukociliární clearance hraje primární roli v ochraně dutiny nosní a V D N . 

Rasinky epitelu jsou schopné svým koordinovaným, přesně cíleným pohybem posouvat 
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hlen z V D N směrem k jejich ostiím a dále do dutiny nosní, kde je posunován dále 

dorzálně do nosohltanu, až je nakonec spolknut a patogeny jsou zlikvidovány 

v gastrointestinálním traktu (obr. 2.8) (57). 

Obr. 2.8 Schéma mukociliární clearance. 

Normální mukociliární clearance může být narušena infekcí horních cest dýchacích, 

otoky sliznice, anatomickými anomáliemi či iatrogenně po operacích v dutině nosní. 

Epitel sinonazální sliznice je pokryt vrstvou hlenu, která zachycuje odloučené buňky, 

patogeny a pevné částice, které precipitují ve vdechovaném vzduchu. Hlenová vrstva se 

skládá z vnější viskózni gelové vrstvy, která leží nad řasinkami, a vnitřní řídké vrstvy 

složené převážně z vody a elektrolytů, která obklopuje řasinky (sol) (62). 
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2.3.2 Definice a klasifikace chronické rinosinusitidy 

Aktuálně je obecně přijímaná definice rinosinusitidy dospělých dle dokumentu European 

Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps 2020 (tab. 2.3) (63). 

Tabulka 2.3 Definice rinosinusitidy dle E P O S 2020 (63). 

Rinosinusitida - zánětlivé onemocnění dutiny nosní a V D N charakterizované 2 či 

více symptomy: 

jeden z nich je vždy 

• nosní obstrukce/kongesce 

nebo 

• nosní sekrece 

a zároveň 

• bolest/tlak v obličeji 

• zhoršení nebo ztráta čichu 

a zároveň 

endoskopické známky 

• nosní polypózy a/nebo 

• hlenohnisavá sekrece primárně ze 

středního průduchu a/nebo 

• otok/slizniční obstrukce primárně 

ve středním průduchu 

a/nebo změny na výpočetní tomografii 

(CT) V D N 

• slizniční změny ostiomeatálního 

komplexu a/nebo 

• slizniční změny ve V D N 

Chronickou rinosinusitidu (CRS) u dospělých s polypy či bez polypů E P O S 2020 definuje 

jako rinosinusitidu s trváním 12 a více týdnů. Akutní i chronická rinosinusitida dětí jsou 

v E P O S 2020 definovány jako samostatné klinické jednotky se specifickou symptomatikou 

a diagnostickými kritérii (63). Tato práce se věnuje pouze problematice u dospělých, proto 

rinosinusitida u dětí nebude diskutována. 

2.3.3 Epidemiologie a patogeneze chronické rinosinusitidy 

• Epidemiologie a predisponující faktory chronické rinosinusitidy 

C R S je celosvětově jedno z nej častějších chronických onemocnění - celková prevalence 

se dle studií založených na subjektivním hodnocení symptomů u pacientů pohybuje od 

5,5 do 28 %; studie hodnotící kromě symptomů i endoskopický nebo C T nález pak 

prevalenci odhadují na 3 - 6 % (63). 

Vedle faktorů jako alergie na inhalační alergeny, bronchiálni astma, imunodeficience či 

dysfunkce řasinek ukazují moderní studie silnou asociaci aktivního pasivního kouření 
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(a to i kouření v minulosti) coby predisponujícího faktoru C R S . Tabákový kouř je pro 

nosní sliznici toxický, působí prozánětlivě a indukuje oxidatívni stres ve sliznici. Vyšší 

prevalence C R S byla zjištěna i u jedinců vystavených vysokému environmentálnímu 

znečištění - např. u hasičů zasahujících po teroristických útocích na Světové obchodní 

centrum, u pacientů s nízkým sociálním standardem žijících v přelidněných oblastech a 

staré zástavbě a u různých zaměstnání, při jejichž výkonu jsou pracovníci vystaveni 

např. papírovému prachu, dezinfekci, kovovému prachu, zvířecí srsti, plísním nebo 

toxickým plynům (63). 

• Patogeneze chronické rinosinusitidy 

Z hlediska patogeneze pod termín C R S spadá velká skupina heterogenních zánětlivých 

onemocnění nosní sliznice. Mechanismy, které se podílejí na vzniku Symptomatologie 

C R S a patologických změn sliznice, navíc ještě nejsou dokonale prozkoumány. Obecně 

je přijímáno, že hlavními mechanismy, které se na vývoji zánětlivých změn podílejí, 

jsou dysfunkce mukociliární clearance, porucha sinonazální epiteliální bariéry a 

zánětem indukovaná přestavba tkání, a že signifikantní roli hraje i adaptivní imunita 

(73). 

o Genetický podklad 

U většiny chronických zánětlivých onemocnění se předpokládá, že se na jejich 

vývoji podílí řada genetických faktorů, resp. jejich kombinace a interakce 

s epigenetickými faktory (63). 

o Mechanismy zánětu 

Aktuálně přijímaná (ale doposud neprokázaná) hypotéza předpokládá, že 

spouštěčem zánětlivých mechanismů je dysfunkční interakce mezi sliznicí a 

vl ivy prostředí. N a straně sliznice to jsou genetické a epigenetické faktory 

imunitního systému a na straně prostředí jsou to inzulty jako kouření, 

mikroorganismy, vzdušné znečištění či alergeny (63,74). N a průnik patogenu 

do sliznice reaguje organismus spuštěním dráhy imunologických odpovědí 

typu 1, 2 nebo 3 nebo jejich kombinací; v souvislosti s C R S je prozatím nejvíce 

prostudována imunitní odpověď typu 2 (63). 

o Faktory prostředí 

Vedle v l ivu virů, které se podílejí zejména na akutních exacerbacích 

chronického zánětu porušením integrity epitelu a funkce řasinek, indukcí 

nadprodukce hlenu a tím pádem porušením mukociliární clearance, a 
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respirační ch alergenů, je diskutována role bakterií v C R S coby komenzálů 

a/nebo patogenů. Není jasné, zda přítomnost určitých bakterií je příčinou či 

následkem C R S - spíše je pravděpodobné, že komenzální bakterie hrají roli 

v udržování homeostázy na zdravé sinonazální sliznici a že většina bakteriální 

kolonizace je benigní anebo dokonce prospěšná (63,75,76). Expozice 

tabákovému kouři indukuje ve sliznici expresi prozánětlivých cytokinů, 

porušuje proteiny mezibuněčných spojů v epitelu a indukuje ve sliznici 

oxidatívni stres (77-79). V l i v znečištění vdechovaného vzduchu (z dopravy, 

spalování fosilních paliv, z průmyslu aj.) na rozvoj akutních a chronických 

onemocnění dýchacího traktu (především dolních dýchacích cest a plic) je 

dobře zdokumentován, podobně je velká pozornost věnována také 

profesionální expozici vzdušnému znečištění vznikajícímu při výkonu 

povolání (80-82). Souvislosti expozice znečištěnému vzduchu, především pak 

vl ivu solidních částic, a patogeneze C R S se ale prozatím věnovalo jen málo 

autorů - většina studií zkoumala v l iv polutantů na buněčné kultury či byla 

prováděna na zvířecích modelech, případně se jednalo o retrospektivní 

epidemiologické studie (83,84). Prospektivní studie na tomto poli výzkumu 

prozatím chybí. 

2.3.4 Diagnostika chronické rinosinusitidy 

Diagnostika chronické rinosinusitidy je založena primárně na anamnéze (přítomnost 

příznaků dle E P O S 2020, v iz 2.3.2) a rinoendoskopickém vyšetření. Pro diagnózu chronické 

rinosinusitidy v endoskopickém obraze svědčí přítomnost otoku (hypertrofie) sliznic a/nebo 

polypů a/nebo sekrece. Zobrazovací vyšetření, v případě C R S především výpočetní 

tomografie (CT) V D N , potom tyto metody doplňují, zejména v případě zvažované 

chirurgické léčby (85). V indikovaných případech je možno využít také testů na alergie, 

laboratorní vyšetření krve (např. A N C A protilátky, A S A senzitivita aj.), provést vyšetření 

čichu (např. Sniffmg Sticks test, UPSIT, test parfémovaných fixů) či objektivní vyšetření 

nosní průchodnosti (akustická rinometrie a rinomanometrie) aj. Mikrobiologické vyšetření 

se v případě C R S zpravidla neprovádí, jel ikož jeho výsledek pravděpodobně nemá význam 

v léčbě chronického stavu ani akutních exacerbací C R S . Neodmyslitelnou součástí 

rinologického vyšetření je zhodnocení kvality života pacienta pomocí standardizovaných 

dotazníků (RhinoVAS, N O S E score, SNOT-22 aj.) (86). 
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2.3.5 Konzervativní léčba chronické rinosinusitidy 

Cílem léčby C R S je kontrola onemocnění, tedy dosažení stavu, kdy pacient nepociťuje 

příznaky onemocnění nebo ho příznaky neobtěžují (85). 

Konzervativní léčba C R S nespočívá pouze v medikamentózni terapii, ale také režimových 

opatřeních a opatřeních s účelem zmírnění expozice predisponujícím a rizikovým faktorům 

(snížení expozice faktorům vnějšího prostředí - virovým infektům, alergenům, tabákovému 

kouři a smogu; léčba imunodeficiencí, astmatu a gastroezofageálního refluxu) (91). 

• Kortikoterapie 

Základem léčby C R S je vždy lokální kortikoterapie ve formě nazálních sprejů. 

Významným způsobem zlepšuje příznaky C R S a zvyšuje kvalitu života pacientů, 

snižuje otok nosní sliznice, zmenšuje velikost polypů a pooperačné zamezuje jejich 

rekurenci, přičemž mají jen minimum nežádoucích účinků (63). Krátkodobá systémová 

kortikoterapie se užívá především u C R S s polypy (63,85). 

• Solné roztoky 

Benefit laváží izotonickými roztoky byl prokázán četnými studiemi, přičemž laváže 

většími objemy roztoků mají pravděpodobně větší efekt než jejich užívání ve formě 

sprejů (63,92). 

• Biologická léčba 

V současné době je intenzivně zkoumána role biologické léčby monoklonálními 

protilátkami, např. antiinterleukiny dupilumabem nebo mepolizumabem u pacientů 

s obtížně léčitelnou C R S s prokázanou zánětlivou odpovědí typu 2 a současným 

astmatem (93). 

2.3.6 Chirurgická léčba chronické rinosinusitidy 

Chirurgická léčba je indikována v případě selhání medikamentózni léčby. Zlatým 

standardem chirurgické léčby C R S je funkční endoskopická chirurgie vedlejších nosních 

dutin - F E S S (functional endoscopic sinus surgery) (85). Nejčastěji prováděnými 

endoskopickými endonazálními výkony jsou mukotomie (klasická „cold steel" mukotomie 

či její modifikace - podslizniční shaverová či laserová turbinoplastika či radiofrekvenčně 

indukovaná termoterapie skořep), ošetření ostiomeatální jednotky, čichových sklípků či 

čelistní dutiny (uncinektomie, etmoidektomie, supraturbinální antrostomie), případně i 

rozšíření vývodu čelní dutiny (frontální sinotomie) a otevření klínové dutiny 

(sfenoidotomie). Otevření všech V D N do dutiny nosní (tzv. nasalizace) se nazývá 

endoskopická pansinusoperace. 
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3 P R A K T I C K Á ČÁST 

3.1 Materiál a metodika 

3.1.1 Charakteristika studie 

Prospektivní studie probíhala na Kl in ice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 

Fakultní nemocnice Ostrava v období od září 2013 do března 2015. B y l a schválena Etickou 

komisí Fakultní nemocnice Ostrava (identifikátor FNO-ENT-Nanoparticles, 2 R V O -

FNOs/2013), registrována jako klinická studie v databázi ClinicalTrials.gov (identifikátor 

NCT02270125) a provedena v souladu s Helsinskou deklarací. 

Do studie bylo zařazeno celkem 40 pacientů ve věku 20 - 78 let (průměr 41,3), 31 mužů a 9 

žen, s klinicky diagnostikovanou C R S s nedostatečnou odpovědí na konzervativní terapii. 

Pacienti byli indikováni k endoskopické „cold steel" mukotomii (jako samostatný výkon či 

jako součást rozsáhlejšího endoskopického výkonu v dutině nosní a V D N ) . U části pacientů 

byl zároveň predoperačné odebrán vzorek hlenu z dolní skořepy. Formou dotazníkového 

šetření byla zjištěna demografická data, profesní a kuřácká anamnéza. Nábor pacientů do 

studie probíhal v O R L ambulanci Fakultní nemocnice Ostrava, podmínkou zařazení pacienta 

do studie byl jeho souhlas a podpis informovaného souhlasu. Jako kontrolní skupina bylo 

zvoleno 10 kadaverů bez anamnézy C R S v průběhu jejich života, od nichž byla sliznice 

získána stejnou technikou jako v případě pacientů s C R S . 

Všichni pacienti zařazení do studie včetně kontrol měli obdobné životní podmínky ve smyslu 

vzdušného znečištění životního prostředí - všichni pocházeli ze stejného regionu 

(Moravskoslezský kraj, Česká republika). 

Vzorky sliznice a hlenu byly zpracovány na Ústavu patologie Fakultní nemocnice Ostrava a 

bylo provedeno rutinní histologické, resp. cytologické vyšetření. Tato vyšetření byla u všech 

pacientů i kontrol provedena jedním patologem. Zpracované vzorky byly po anonymizaci 

následně vyšetřeny skenovací elektronovou mikroskopií a Ramanovou mikrospektroskopií 

v Centru nanotechnologií Vysoké školy báňské - Technické univerzity Ostrava s cílem 

detekovat ve vzorcích anorganické nano- a mikročástice a zjistit jejich molekulární složení. 

33 

http://ClinicalTrials.gov


3.1.2 Vstupní kritéria 

• Pacienti s C R S (CRS skupina) 

o věk více než 18 let; 

o klinická diagnóza C R S dle kritérií dle E P O S 2012 (pozn.: kritéria jsou 

totožná s diagnostickými kritérii dle E P O S 2020) (63,94); 

o endoskopicky verifikovaná hypertrofie dolních skořep; 

o subjektivně hodnocená nedostatečná odpověď na konzervativní terapii 

(nazální kortikoidní sprej) po minimálně 6 měsících jeho užívání; 

o souhlas se zařazením do studie stvrzený podepsáním informovaného 

souhlasu; 

• Kontrolní skupina (kadaverózní dárci) 

o věk více než 18 let; 

o bez zjištěné anamnézy chronického zánětlivého onemocnění nosní sliznice 

(CRS, alergická fungální rinosinusitida, alergická rinitida) či j iných 

významných patologií a operací v oblasti nosu a V D N v průběhu života 

(např. tumory dutiny nosní); 

o při endoskopickém vyšetření sliznice dolních skořep nevykazovala známky 

hypertrofie. 

3.1.3 Vylučující kritéria 

Ze studie byli vyřazeni pacienti nerozumějící česky a nesouhlasící s vyšetřením a operací, 

pacienti s anamnézou předchozích operací nosních skořep, tumorem dutiny nosní 

v anamnéze a pacienti neschopni celkové anestézie. V případě kadaverů byla vylučujícím 

kritériem anamnéza chronického zánětlivého onemocnění sinonazální sliznice či j iných 

významných patologií a operací v oblasti nosu a V D N (např. tumoru dutiny nosní) a 

přítomnost hypertrofie sliznice dolní skořepy při endoskopickém vyšetření. 

3.1.4 Odběr vzorků a jejich zpracování 

Studie byla rozdělena na 3 části: 

• Část 1: Detekce, zjištění složení, distribuce a možnosti kvantifikace nano- a mikročástic 

v nosní sliznici u pacientů s CRS 
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Prvních 6 vzorků nosní sliznice pacientů z C R S skupiny bylo odebráno pomocí 

endoskopické „cold steel" mukotomie v celkové anestézii (obr. 3.1). Odebraná tkáň byla 

přichycena na parafinové destičky pomocí sterilních jehel (povrchem sliznice nahoru); 

orientace sliznice byla označena na destičce (vepředu a vzadu) a vzorky byly takto 

odeslány na Ustav patologie Fakultní nemocnice Ostrava. Tam byly fixovány pomocí 

10% formalinu a vertikálně rozděleny na čtyři části, v závislosti na vzdálenosti od 

nostril: část 1 - nejblíže k nostrilám, části 2 a 3 - uprostřed a část 4 - nejblíže choanám 

(obr. 3.2). Po alkohol-xylenové dehydrataci vzorků a zalití do parafinu byly vzorky 

nakrájeny na řezy o tloušťce 2 - 4 |j,m. Řezy byly vedeny tak, aby byly kolmé na dlouhou 

osu vzorku sliznice a aby každý vyšetřovaný řez obsahoval povrchovou část sliznice 

(epitel) i hlubší vrstvy sliznice (tedy přibližně „příčné" řezy sliznicí). B y l y fixovány na 

skleněná mikroskopická sklíčka a nabarveny hematoxylin-eosinem pro potřeby 

rutinního histopatologického vyšetření. Toto vyšetření bylo ve všech případech 

provedeno jedním patologem. Tenké řezy určené pro další analýzu barveny nebyly -

byly deparafinovány v xylenu a alkoholu a anonymizované byly odeslány do Centra 

nanotechnologií VŠB-TUO (95). 

• Část 2: Srovnání přítomnosti a molekulárního složení částic ve sliznici CRS skupiny a 

kontrolní skupiny 

Dalších 34 vzorků nosní sliznice pacientů z C R S skupiny a 10 vzorků kontrolní skupiny 

bylo odebráno, fixováno a vyšetřeno patologem analogickým způsobem jako v bodě 1. 

N a rozdíl od první části vzorků nebyly děleny na části podle vzdálenosti od nostril. 

• Část 3: Srovnání přítomnosti a složení částic v hlenu z povrchu sliznice se složením 

částic ve sliznici u pacientů s CRS 

Od 9 náhodně vybraných pacientů z C R S skupiny byl predoperačné odebrán vzorek 

hlenu z hlavy dolní skořepy pomocí sterilní vatové štětičky, hlen byl natřen na 

mikroskopické sklíčko, vysušen a vzorky byly cytologický vyšetřeny jedním patologem 

na Ústavu patologie F N O . Anonymizované vzorky byly odeslány k analýze v Centru 

nanotechnologií VŠB-TUO (96). 
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Obrázek 3.1 Schéma odběru nosní sliznice z dolní skořepy nosní při endoskopické 

mukotomii (šipka): a) sagitální řez (pohled na laterální stěnu dutiny nosní), b) koronárni řez. 

S - horní nosní skořepa, M - střední nosní skořepa, N - nostrila, I N - dolní nosní skořepa, 

U n - processus uncinatus, Se - nosní septum. 

a) b) 

Obrázek 3.2 Schéma vzorku nosní sliznice odebraného při mukotomii; vertikální linie 

ukazují rozdělení vzorku na části podle vzdálenosti od nostril: vlevo - nejblíže nostrilám 

(sliznice hlavy dolní skořepy), vpravo - nejdále od nostril (dorzální konec dolní skořepy). 
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3.1.5 Analytické metody užité k detekci a charakterizaci částic 

• Část 1: Detekce, zjištění složení, distribuce a možnosti kvantifikace nano- a mikročástic 

v nosní sliznici u pacientů s CRS 

Pro morfologickou charakterizaci a zjištění elementárního složení částic detekovaných 

ve vzorcích sliznice byl použit skenovací elektronový mikroskop S E M (Quanta F E G 

450, FEI) s rentgenovou mikroanalýzou A P O L L O X ( E D A X ) a S E M Philips X L 30 

pracující na 30 keV. Vzorky byly vyšetřeny v B S E (back-scattered electrons) módu 

umožňujícím vizuální detekci změn v elementárním složení - částice kovu, které 

rozptylují elektrony, například vypadají jako světlé tečky ve srovnání s tkání, která 

elektrony absorbuje, a proto se v B S E módu jeví jako tmavá. V tomto módu tedy byla 

vyšetřena celá plocha řezu tkání a byly analyzovány všechny světlé tečky. 

Ramanova spektra charakterizující molekulární složení anorganických částic nebo 

jejich clusterů v t k á n i byla získána pomocí Smart Raman Microscopy System 

X p l o R A T M ( H O R I B A Jobin Yvon , France), s použitím 532 nm excitačního laserového 

zdroje, lOOx objektivu a mřížkování 1200 žlábků/mm v rozsahu od 80 do 2000 cm"1. 

Laserový paprsek s průměrem přibližně 0,5 um umožňuje bodovou fázovou analýzu 

mikročástic. Ramanova mikrospektroskopická analýza byla provedena vždy ve 4 řezech 

z každého vzorku, každý řez z j iné části vzorku dle vzdálenosti od nostril. Pro 

kvantifikaci distribuce částic bylo zvoleno pole sestávající z 9 bodů s přibližně stejnými 

vzájemnými vzdálenostmi pokrývajícími celou plochu vzorku (obr. 3.3). Analyzované 

body byly vybrány tak, aby zahrnovaly oblast přímo pod povrchem sliznice (označena 

jako „povrchová vrstva" - přibližná tloušťka 1 mm) a také oblasti hlouběji ve sliznici 

(„hluboké vrstvy" - 2 a více mm pod povrchem). B y l a změřena a interpretována 

Ramanova spektra všech takto zvolených bodů (95). 
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Obrázek 3.3 Řez sliznicí s vyznačenými 9 body, které byly analyzovány pomocí R M S . 

p o v r c h o v á 

v r s t v a 

h l u b š í v r s t v y 

• Část 2: Srovnání přítomnosti a molekulárního složení částic ve sliznici CRS skupiny a 

kontrolní skupiny 

Ramanova spektra charakterizující molekulární složení anorganických částic nebo 

jejich clusterů v t k á n i byla získána pomocí Smart Raman Microscopy System 

X p l o R A T M ( H O R I B A Jobin Yvon , France), s použitím 532 nm excitačního laserového 

zdroje (20-25 mW), lOOx objektivu a mřížkování 1200 gr/mm v rozsahu od 100 do 2000 

cm" 1. Intenzita laseru byla regulována s ohledem na povahu vzorku - byla nastavena 

nižší intenzita laserového paprsku, aby se snížilo riziko poškození organických složek. 

Zařízení X p l o R A umožňuje nastavit intenzitu laserového paprsku na 0,1, 1, 10, 25, 50 

a 100 %. Akviziční čas a počet akumulací byly nastaveny u každého vzorku tak, aby byl 

maximálně redukován poměr signál/ruch. By lo nastaveno mřížkování s 1200 

žlábky/mm. Pomocí mikroskopu byly vizualizovány a vybrány oblasti zájmu, které byly 

analyzovány. Dále bylo provedeno Ramanovo mapování vybraných oblastí po l u m 

krocích. Změřená Ramanova spektra byla korigována pomocí LabSpec software od 

XploRA™ (97). 

• Část 3: Srovnání přítomnosti a složení částic v hlenu z povrchu sliznice se složením 

částic ve sliznici u pacientů s CRS 

Vzorky hlenu predoperačné odebrané od 9 náhodně vybraných pacientů a vzorky 

sliznice týchž pacientů byly vyšetřeny pomocí skenovací elektronové mikroskopie 

obdobným způsobem jako v části 1. Aby byla vyloučena možná kontaminace vzorků 
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štětičkou použitou k nátěru hlenu na sklíčko, byl zároveň vyšetřen „nulový" vzorek 

nátěru fyziologického roztoku provedeného stejnou štětičkou. 

3.1.6 Hodnocení histologického nálezu 

Histologický nález ve sliznici byl hodnocen v druhé části studie. Histologické známky 

zánětu byly vizuálně subjektivně posouzeny a hodnoceny podle známek závažnosti zánětu: 

0 - normální histologie (bez zánětu); 

1 - hyperplázie epitelu; 

2 - hyperplázie epitelu s mírnými známkami zánětu v podslizničním vazivu; 

3 - chronický zánět. 

Hyperplázie epitelu byla definována jako přítomnost hyperplastického cylindrického epitelu 

se ztluštělou bazálni membránou. Mírné známky zánětu v podslizničním vazivu byly 

definovány jako přítomnost „diskrétní", „fokální" či „minimální" zánětlivé celulizace 

(lymfoplazmocytární celulizace s občasnou přítomností neutrofilů a eozinofilů). Chronický 

zánět byl definován jako masivní přítomnost zánětlivé celulizace (přítomnost velkých 

clusterů lymfocytů s přítomností plazmocytů, makrofágů a fibroblastů a/nebo celkově 

masivní zánětlivá infiltrace tkáně - tedy ne fokální). Všechny vzorky byly hodnoceny jedním 

patologem. 

Reprezentativní příklady histologických nálezů podle hodnocení závažnosti zánětu jsou 

prezentovány na obrázcích 3.4 - 3.7. 
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Obrázek 3.4 Normální histologie (bez známek zánětu, závažnost zánětu - stupeň 0). Optická 

mikroskopie, zvětšení 200x. 

\4 r » ^ ^ ^ 7 

- / I r * * * fik>>* -

Obrázek 3.5 Hyperplázie epitelu (závažnost zánětu - stupeň 1). Šipka ukazuje na 

hyperplastický epitel. Optická mikroskopie, zvětšení 200x. 
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Obrázek 3.6 Hyperplázie epitelu s mírnými známkami zánětu v podslizničním vazivu 

(závažnost zánětu - stupeň 2). Modrá šipka ukazuje hyperplastický epitel a červená fokální 

zánětlivou celulizaci. Optická mikroskopie, zvětšení 200x. 

Obrázek 3.7 Chronický zánět v podslizničním vazivu (závažnost zánětu - stupeň 3). Šipka 

ukazuje velký cluster zánětlivé celulizace. Optická mikroskopie, zvětšení 400x. 
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3.1.7 Korelace detekovaných částic, histologického nálezu a kuřácké a profesní 

anamnézy 

Korelace detekovaných částic pomocí R M S , histologického nálezu a kuřácké a profesní 

anamnézy byla provedena ve druhé části studie. 

• Skupina CRS 

Pro tyto potřeby byla C R S skupina rozdělena na dvě podskupiny: 

o skupina A (histologické známky zánětu 0 - 2, tj. žádný nebo minimální 

zánět) 

o skupina B (histologické známky zánětu 3, tj. chronický zánět) 

Přítomnost a chemické složení částic bylo porovnáno u obou skupin. 

• Kuřácká anamnéza 

Podle kuřácké anamnézy byla C R S skupina a kontrolní skupina rozdělena na podskupiny: 

o kuřáci 

o nekuřáci 

• Profesní anamnéza 

Podle profesní anamnézy byla C R S skupina kontrolní skupina rozdělena na podskupiny: 

o skupina M - „manuální" pracovníci 

o skupina K - „kancelářští" pracovníci 

Do podskupin M a K byli pacienti rozděleni podle odhadovaného rizika profesionální 

expozice vzdušným polutantům ( M - vysoké riziko, např. svářeč, klempíř, strážník; K -

nízké riziko, např. manažer, programátor, student). 

3.1.8 Statistické zpracování 

Výsledky 1. a 3. části studie jsou čistě popisného charakteru o malém počtu obdržených dat, 

a proto nebyly zpracovány statisticky. 

Data 2. části studie byla zpracována mnohorozměrnou korespondenční analýzou (multiple 

correspondence analysis, M C A ) k posouzení obecných trendů variací obdržených výsledků. 

Pro potřeby statistické analýzy byly upraveny výsledky R M S - jmenovi tě amorfní uhlík a 

grafit byly zahrnuty pod jednu jednotku, podobně jako ankerit a uhličitan vápenatý, síran 

barnatý a síran vápenatý, oxidy železa a sloučeniny titanu. Vztah histopatologického nálezu 

k detekovaným částicím byl zpracován popisnou statistikou. B y l y posouzeny i další 

doplňkové proměnné (diagnóza - C R S vs. kontrolní skupina), kouření (kuřáci vs. nekuřáci), 

věk, pohlaví a povolání (manuální vs. „kancelářská" práce). Multivariantní analýza byla 
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následována bivariantním srovnáním všech párů proměnných - t-testy pro kombinace 

číselných dat a jednotlivých kategorií a chí-kvadrát pro kombinace dvou různých kategorií. 
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3.2 Výsledky 

3.2.1 Detekce, zjištění složení, distribuce a možnosti kvantifikace nano- a mikročástic 

v nosní sliznici u pacientů s CRS 

Hypotéza 1: Při CRS vstupují pevné anorganické nano- a mikročástice přítomné v ovzduší 

jako součást jeho znečištění přes porušenou slizniční bariéru do submukózy a deponují i 

v hlubších vrstvách sliznice. 

Bylo vyšetřeno celkem 6 vzorků ( M l - M 6 ) od pacientů s C R S s cílem ověřit přítomnost 

mikro- a nanočástic v nosní sliznici odebrané při endoskopické mukotomii, jejich složení a 

distribuci v nosní sliznici a možnost jejich kvantifikace pomocí skenovací elektronové 

mikroskopie a Ramanovy mikrospektroskopie (tab. 3.1) (95). 

Tabulka 3.1 Demografická data pacientů M l - M 2 . 

vzorek pohlaví věk (roky) profese 

M l m 78 svářeč v důchodu 

M 2 m 38 programátor 

M 3 m 38 svářeč 

M 4 m 65 strážník 

M 5 ž 26 studentka 

M 6 ž 44 dělnice 

• Složení částic 

V e všech vzorcích byly nalezeny mikročástice různého elementárního a molekulárního 

složení, mnohdy jako shluky menších částic. Prvky detekované pomocí S E M v různých 

částech vzorků v závislosti na vzdálenosti od nostril jsou vyjmenovány v tabulce 3.2. 

Nejvíce zastoupený prvek bylo železo, dále barium, měď, titan a zinek. 

• Velikost a tvar částic 

Částice detekované pomocí S E M byly velikosti od nanorozměrů po přibližně 10 |j,m, 

většina ve formě agregátů nebo aglomerátů; morfologicky byly kulovité či polygonálni 

(obr. 3.8 a 3.9). Reprezentativní příklad kulovité částice kovu (železa) byl nalezen ve 

sliznici svářeče (vzorek M l ) (obr. 3.8). 
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Obrázek 3.8 Kulovitá částice železa ve vzorku M l v obrazu S E M (zvětšení 3500x). 



• Interindividuální rozdíly mezi vzorky 

B y l y zjištěny interindividuální rozdíly elementárního složení mezi jednotlivými vzorky 

(tab. 3.2). Největší zastoupení různých prvků bylo zjištěno u pacientů, kteří byli 

profesionálně vystaveni emisím vznikajícím při sváření (vzorky M l a M3) . U těchto 

pacientů bylo nalezeno železo ve všech analyzovaných řezech. 

Tabulka 3.2 Prvky detekované ve sliznici pomocí S E M . 1 - část nejblíže nostril, 2 a 3 -

střední části, 4 - část nejblíže choan. 

Vzorky 

Prv M l M2 M3 M4 M5 M6 

ky 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

B a X X X X X X X X X X 

Cd X 

Cu X X X X X X X 

Cr X X X 

Fe X X X X X X X X X X X X X X X x X X X x X X 

M n X X 

M o X 

N i X X X X 

Pb X 

T i X X X X X X X 

Z n X X X X X 

• Analýza distribuce a množství částic pomocí RMS 

Analýza distribuce částic byla provedena pomocí systému zvolených 9 bodů, který byl 

popsán výše. Detekované částice a jejich molekulární složení jsou uvedeny v tabulce 

3.3. By la zjištěna větší incidence částic v částech dále od nostril (části 2 - 4), zatímco 

v části 1 (nejblíže k nostrilám) bylo nalezeno méně částic. 
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Tabulka 3.3 Částice detekované v různých částech vzorků sliznice pomocí R M S . P -

povrchová vrstva sliznice, H - hluboké vrstvy sliznice. Anatas - TÍO2, rutil - TÍO2, kalcit -

CaCCh, magnetit - Fe304, barit - BaS04, siderit - FeCCh. Anatas a rutil jsou rozdílné 

krystalické formy oxidu titáni čitého (TÍO2). Grafit je krystalická forma elementárního 

uhlíku. 

Vzorky 

Částice 
M l M2 M3 M4 M5 M6 

Částice 
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

Anatas H H P P P P 

Rutil H 

Kalcit H H P 

Magnetit P P 

Barit 

Siderit H P P P 

Grafit H P* P P H P P 

Amorfní 

uhlík 
H H P P H P 

detekován dvakrát 

Částice byly detekovány jak v povrchových, tak v hlubokých vrstvách sliznice (tab. 3.3). 

B y l y zjištěny interindividuální rozdíly - ve vzorku M l (svářeč v důchodu) bylo více 

částic nalezeno v hlubokých vrstvách sliznice, zatímco ve vzorcích M 3 , M 4 a M 6 (M3 

- svářeč, M 4 - strážník, M 6 - dělnice) byly částice nalezeny především v povrchové 

vrstvě sliznice. V e vzorcích M 2 a M 5 (M2 - programátor, M 5 - studentka) bylo 

nalezeno přibližně stejné množství částic v povrchové i v hlubokých vrstvách sliznice. 

Hypotéza 1 byla potvrzena: Při C R S vstupují pevné anorganické nano- a mikročástice 

přítomné v ovzduší přes porušenou slizniční bariéru do submukózy a deponují se i 

v hlubších vrstvách sliznice. 
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3.2.2 Srovnání přítomnosti a molekulárního složení částic ve sliznici CRS skupiny a 

kontrolní skupiny 

Hypotéza 2: U zdravých jedinců na rozdíl od pacientů s CRS anorganické nano- a 

mikročástice do sliznice nevstupují a nedeponují se v ní. 

Hypotéza 3: Složení částic detekovaných ve sliznici je ovlivněno profesionální expozicí jejich 

zdrojům (např. při sváření) a kouřením. 

B y l a zjištěna a srovnána přítomnost a molekulární složení částic ve sliznici pacientů s C R S 

a ve sliznici kontrolní skupiny (kadaveři bez anamnézy CRS) . Tato data byla korelována 

s histologickým nálezem, kouřením a profesionální expozicí s cílem stanovit možnou 

souvislost přítomnosti detekovaných částic s mírou zánětlivých změn ve sliznici a tím jejich 

možnou roli v etiopatogenezi C R S . 

By lo vyšetřeno celkem 40 vzorků od pacientů s C R S ( M l - M 4 ) a 10 vzorků od 

kadaverózních dárců bez anamnézy C R S ( R l - R10) (tab. 3.4 a 3.5). B y l o provedeno 

histologické vyšetření jedním patologem a k detekci částic a jejich charakterizaci co do 

molekulárního složení byla použita R M S (obr. 3.10). 

Obrázek 3.10 Vybraná Ramanova spektra částic detekovaných ve sliznici v C R S skupině, 

získaná Ramanovou mikrospektroskopií. TÍO2-A - anatas, TÍO2-R - rutil, A C - amorfní 

uhlík, CaC03 - kalcit, CaFe(C03)2 - ankerit, Fe304 - magnetit, Fe203 - hematit, M g C 0 3 -

uhličitan horečnatý, G R - grafit, BaS04 - barit. Upraveno podle Cabanové a kol. (97). 

5 0 0 500 1 0 0 0 1 5 0 0 1 5 0 0 5 0 0 5 0 0 1 0 0 0 1 5 0 0 

R a m a n ů v rozpty l ( c m ) 1 
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Tabulka 3.4 Skupina pacientů s C R S : demografické údaje, kuřácká anamnéza, detekované 

částice a míra zánětlivých změn; upraveno podle Cabanové a kol. (97). 

vzorek pohlaví věk kouření profese detekované částice histologie 
M i l m 42 A zedník (M) G R 0 
M 3 2 m 31 N adminis t rá tor (K) A C , A l comp., ankerite 0 
M l m 78 N svářeč v důchodu (M) A C , ankerite, CaCOa, G R , T i O i - A 1 

M 2 m 38 N p rogramátor (K) CaCOa, F e 3 0 4 , T i 0 2 - A , T i O i - R 1 
M 3 m 38 N svářeč (M) A C , C a S 0 4 , F e 3 0 4 , G R , T i O i - A 1 
M 4 m 65 A strážnik (M) A C , ankerite, G R , T i C h - A , TÍO2-R 1 

M 1 4 m 32 N strážnik (M) A C , FeiOa, G R , T i O i - A 1 

M 1 6 m 44 A řidič (M) C a C 0 3 , G R , T i O i - A , TÍO2-R 1 

M 1 7 ž 42 N skladnice (M) ankerite, B a S 0 4 , TÍO2-A 1 

M 1 8 m 34 A k m ý r (M) A C , CaCOa, G R S i 0 2 , TÍO2-A 1 

M 2 0 m 35 A k lempí ř (M) ankerite, C a C 0 3 , G R SÍO2 1 
M 3 3 m 43 N operátor výroby (M) A C , G R TÍO2-A 1 
M 3 5 ž 65 N manaže rka (K) CaCOa, TÍO2-R 1 
M 4 0 m 54 N exekútor (K) - 1 

M 8 m 44 A dělník (M) CaCOa, G R 2 
M 1 0 m 37 N manaže r (K) G R , TÍO2-A 2 
M 2 1 m 31 N dělník (M) ankerite, G R 2 
M 2 2 m 28 N kovoobráběč (M) TÍO2-A 2 
M 2 5 m 44 N výkonný ředitel (K) A C , S i comp., TÍO2-A, TÍO2-R 2 
M 2 8 m 42 A policista (M) A C , ankerite, B a S 0 4 , G R 2 
M 2 9 m 25 A nezaměs tnaný (K) A C , G R TÍO2-A 2 
M 3 0 m 39 A svářeč (M) A C , A l comp., (Ca, M g ) C 0 3 2 
M 5 ž 26 N studentka (K) F e 3 0 4 , G R 3 
M 6 ž 44 N dělnice (M) A C , C a C 0 3 3 
M 7 m 28 N studentka (K) G R 3 
M 9 ž 58 N umě lkyně (K) G R , TÍO2-A 3 

M 1 2 ž 45 N manaže rka (K) G R , TÍO2-A 3 
M 1 3 m 40 N ú ředník (K) Fe 2 03 , TÍO2-A 3 
M 1 5 ž 53 N p rodavačka (M) ankerite, G R , T Í 0 2 - A 3 
M 1 9 m 48 N číšník (M) ankerite, CaCOa, Fe 2 03 , SÍO2, TÍO2-A 3 
M 2 3 m 28 N operátor výroby (M) TÍO2-A 3 
M 2 4 m 54 N policista (M) A C , G R 3 
M 2 6 m 42 N výpravč í (M) A C , CaCOa, G R 3 
M 2 7 m 25 N student (K) A C 3 
M 3 1 ž 20 N studentka (K) G R TÍO2-A, TÍO2-R 3 
M 3 4 ž 41 N švadlena (M) G R , TÍO2-A 3 
M 3 6 m 36 N IT technik (K) G R , TÍO2-A 3 
M 3 7 m 44 N vedouc í vý roby (M) - 3 
M 3 8 m 34 N elektrikář (M) - 3 
M 3 9 m 55 N podnikatel (K) - 3 

Zkratky: m - muž, ž - žena, A - ano, N - ne, M - manuálni práce, K - kancelářská práce, 
G R - grafit, A C - amorfní uhlík, comp. - kompositum, TÍO2-A - anatas, TÍO2-R - rútil 
Histologie (míra zánětlivých změn): 0 - normální histologie (bez zánětu), 1 - hyperplázie 
epitelu, 2 - hyperplázie epitelu s mírnými známkami zánětu, 2 - chronický zánět 
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Tabulka 3.5 Kontrolní skupina: demografické údaje, kuřácká anamnéza a detekované 

částice. 

vzorek pohlaví věk kouření povolání detekované částice 

R l m 71 N M -

R2 m 57 A M -

R3 m 77 N M T i O l 

R4 ž 78 N K A C 

R5 m 44 N M -

R6 m 67 A M -

R7 m 37 A M -

R8 ž 87 N K -

R9 ž 84 N K -

R10 ž 84 N K -

Zkratky: m - muž, ž - žena, A - ano, N - ne, M - manuálni práce, K - kancelářská práce, 

A C - amorfní uhlík 

• Detekované částice 

Pevné anorganické mikročástice a clustery nanočástice průměrné velikosti 0,5 um byly 

detekovány v 90 % (36/40) vzorků sliznice z C R S skupiny a u 20 % (2/10) vzorků 

z kontrolní skupiny. Úplný přehled detekovaných částic je uveden v tabulce 3.4. 

Nejčastěji detekované částice v C R S skupině byly TiCh (anatas, rutil), amorfní uhlík, 

CaCCh (kalcit), Ca(Fe, M g , Mn)(C03)2 (ankerit) and oxidy železa - Fe304 (magnetit) a 

Fe203 (hematit). BaSCu (barit), hliník a křemíky byly detekovány sporadicky. 

Výsledky jsou shrnuty v tabulce 3.6. 

V kontrolní skupině byly pevné anorganické částice detekovány pouze ve dvou vzorcích 

- TÍO2 (anatas) ve vzorku R3 a amorfní uhlík ve vzorku R4; v ostatních vzorcích tyto 

částice nebyly detekovány. 
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Příklady Ramanových spekter a zobrazení pomocí E M jsou uvedeny na obrázcích 3.11 -

3.13. 

Tabulka 3.6 Nejčastěji detekované částice v C R S skupině (celkem 40 vzorků). 

Částice Počet vzorků/40 Procento vzorků 

grafit 24 60,0% 

T i O i 23 57,5% 

amorfní uhlík 15 37,5% 

C a C 0 3 
10 25,0% 

Ca(Fe, M g , M n ) ( C 0 3 ) 2 9 22,5 % 

oxidy železa 6 15,0% 

Obrázek 3.11 Ramanova spektra a E M zobrazení anatasu ve vzorku M l . 
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Obrázek 3.12 Ramanova spektra a E M zobrazení kalcitu ve vzorku M 2 . 
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Obrázek 3.13 Ramanova spektra a E M zobrazení CaS04 ve vzorku M 3 . 
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• Histologie 

Alespoň mírné známky zánětu byly zjištěny v 95 % (38/40) vzorků C R S skupiny (tab. 

3.7). Histologie všech vzorků z kontrolní skupiny byla hodnocena jako normální. 

Tabulka 3.7 Závažnost zánětu v C R S skupině (celkem 40 vzorků). 

Závažnost zánětu Počet vzorků/40 Procento vzorků 

0 (bez zánětu) 2 5,0% 

1 (hyperplázie epitelu) 13 32,5% 

2 (mírné známky zánětu) 7 17,5% 

3 (chronický zánět) 18 45,0% 

• Korelace histologického nálezu a detekovaných částic v CRS skupině 

V e skupině A (míra zánětu 0 - 2 ) byly nejčastěji detekovány grafit a oxid titáni čitý, 

stejně jako ve skupině B (míra zánětu 3). Další detekované částice v obou skupinách 

jsou shrnuty v tabulce 3.8. 

Tabulka 3.8 Detekované částice ve vztahu k histologickému nálezu. Skupina A : míra 

zánětu 0 - 2 - 55 % (22/40) vzorků / skupina B : míra zánětu 3 - 4 5 % (18/40) vzorků. 

Detekované částice Skupina A Skupina B 

grafit 63,0 % (14/22) 55,6% (10/18) 

TÍO2 (anatas, rutil) 63,0 % (14/22) 50 ,0% (9/18) 

amorfní uhlík 31 ,8% (7/22) 22 ,2% (4/18) 

C a C 0 3 (kalcit) 31 ,8% (7/22) 16,7% (3/18) 

Ca(Fe ,Mg,Mn) (C0 3 ) 2 (ankerit) 31 ,8% (7/22) 11,1 % (2/18) 

Fe304 (magnetit) a FeiCh (hematit) 13,6 % (3/22) 16,7% (3/18) 
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• Korelace anamnézy kouření a detekovaných částic 

V C R S skupině bylo 9/40 kuřáků (22,5 %) a v kontrolní skupině 3/10 (30,0 %). Všechny 

vzorky kuřáků v C R S skupině náležely k histologické skupině A (žádný nebo mírný 

zánět) (tab. 3.9). V kontrolní skupině náležely oba vzorky, v nichž byly detekovány 

anorganické částice (TiCh a amorfní uhlík), nekuřákům. 

Tabulka 3.9 Detekované částice ve vztahu k anamnéze kouření u C R S skupiny. 

Detekované částice Kuřáci Nekuřáci 

grafit 88,9 % (8/9) 51,6% (19/31) 

TÍO2 (anatas, rutil) 44,4 % (4/9) 61,3 % (19/31) 

amorfní uhlík 55,6 % (5/9) 32,3 % (10/31) 

C a C 0 3 (kalcit) 44,4 % (4/9) 19,4% (6/31) 

Ca(Fe ,Mg,Mn) (C0 3 ) 2 (ankerit) 33,3 % (3/9) 19,4% (6/31) 

Fe304 (magnetit) a Fe20 3 (hematit) 0 % (0/9) 19,4% (6/31) 

• Korelace pracovní anamnézy a detekovaných částic 

V C R S skupině byl nejčastěji nalezenou částicí u „manuálních" pracovníků grafit. U 

„kancelářských" pracovníků byl nejčastěji nalezen oxid titaničitý. U „manuálních" 

pracovníků byly všechny analyzované částice nalezeny častěji než u „kancelářských" 

pracovníků, s výjimkou oxidů železa (tab. 10). 

V kontrolní skupině byl TÍO2 nalezen u „manuálního" pracovníka a amorfní uhlík u 

„kancelářského" pracovníka. 

Tabulka 3.10 Detekované částice ve vztahu k pracovní anamnéze v C R S skupině. Skupina 

M - „manuální" práce, skupina K - „kancelářská" práce. 

Detekované částice Skupina M Skupina K 

grafit 77,3 % (17/22) 38 ,9% (7/18) 

TÍO2 (anatas, rutil) 59,1 % (13/22) 55 ,5% (10/18) 

amorfní uhlík 50,0 % (11/22) 22 ,2% (4/18) 

C a C 0 3 (kalcit) 36,4 % (8/22) 11,1 % (2/18) 

Ca(Fe ,Mg,Mn) (C0 3 ) 2 (ankerit) 36,4 % (8/22) 5,6% (1/18) 

Fe 304 (magnetit) a Fe20 3 (hematit) 14,6 % (3/22) 16,7% (3/18) 
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• Multivariantní analýza 

Biplot mnohorozměrné korespondeční analýzy ( M C A ) je na obrázku 3.16. 

Z proměnných použitých pro konstrukci modelu, přítomnost uhličitanů (CO, cos 2 = 

0,524), uhlíku (C, cos 2 = 0,288) a SiO (cos 2 = 0,284) je dobře reprezentována na první 

ose; A l O (cos 2 = 0,497) a Ir (cos 2 = 0,35) na druhé ose a Ti na prvních dvou osách (cos 2 

= 0,227 na první a 0,318 na druhé). Doplňkové proměnné j sou seřazeny především podle 

první osy, přičemž nejnápadnější proměnnáje d i agnóza - j ed iná signifikantně vyjádřená 

z doplňkových proměnných na první ose (cos 2 = 0,336). Ostatní doplňkové proměnné 

nemají korelaci s žádnou osou, s výjimkou kouření a druhé osy. 

Tyto výsledky ukazují na rozdíl mezi částicemi nalezenými ve sliznici C R S a kontrolní 

skupinou. Korelace kouření a druhé osy ukazuje možný vztah kouření a přítomnosti 

A l O , Ir a T i . 

Obrázek 3.16 M C A biplot. Upraveno podle Cabanové a kol. (97). 

CRS skupina 
kontrolní skupina 

Dim1 ( 2 2 . 5 % ) 
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• Bivariantní analýza 

o B y l a zjištěna signifikantní asociace pracovní anamnézy a kouření. Kuřáci 

v datovém souboru měli ve sliznici častěji přítomné C O (oxidy uhlíku) (p = 

0,04); nicméně toto pozorování nelze oddělit od „manuální" práce a přítomnosti 

C O (p = 0,01) - manuální pracovníci měli větší tendenci ke kouření. 

o S ohledem na kritérium diagnózy (CRS skupina/kontrolní skupina) byla 

pozorována signifikantní asociace pro C (elementární uhlík - grafit nebo amorfní 

uhlík), T i (titan) a C O pomocí chi-kvadrátu testu dobré shody (p < 0,01, p = 0,01 

a p = 0,01). V C R S skupině byly tyto částice přítomny ve sliznici častěji než 

v kontrolní skupině (obr. 3.17). 

Obrázek 3.17 Asociace C, T i a C O s diagnózou (rhinitic = C R S skupina, non-rhinitic = 

kontrolní skupina; červená - málo zastoupená kategorie, modrá - významně zastoupená 

kategorie). Upraveno podle Cabanové a kol. (97). 
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Hypotéza 2 byla potvrzena: U zdravých jedinců narozdíl od pacientů s C R S částice do 

sliznice nevstupují a nedeponují se v ní. 

Hypotéza 3 byla potvrzena: Složení částic detekovaných ve sliznici je ovlivněno 

profesionální expozicí jejich zdrojům a kouřením. 
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3.2.3 Srovnání přítomnosti a složení částic v hlenu z povrchu sliznice se složením 

částic ve sliznici u pacientů s CRS 

V e třetí části studie bylo pomocí S E M a R M S vyšetřeno 9 vzorků hlenu od pacientů z C R S 

skupiny (tab. 3.11). Výsledky měření R M S vzorků hlenu nejsou uvedeny, neboť pomocí této 

metody nebyly ve vzorcích nalezeny žádné částice (96). 

Tabulka 3.11 Přehled prvků/sloučenin detekovaných v hlenu, resp. nosní sliznici pomocí 

S E M a R M S . Upraveno podle Čabanové a kol. (96). 

vzorek pohlaví věk kouření povolání 
částice 
v hlenu 
(SEM) 

částice ve 
sliznici 
(SEM) 

částice ve 
sliznici 
(RMS) 

M10/C5 m 37 N manažer Fe, Mn, Zn Ba,Fe G R T i 0 2 - A 

M12/C9 ž 45 N manažerka Fe, Ti Fe, Cu G R 7 í02 -A 

M15/C8 ž 53 N prodavačka Cr, Fe, N i Fe ankerit, G R 
TÍO2-A 

M17/C3 ž 42 N skladnice Ba 
Ba, Cu, Fe, 
Mn, Mo, N i , 

T i , Z n 

ankerit, 
BaSOi, 
TÍO2-A 

M18/C2 m 34 A kurýr Ba, Fe Ba, Cu, Fe, 
T i , Z n 

A C , CaC03, 
GR, Si02, 

TÍ02-A 

M21/C4 m 31 N dělník Fe, Cr, Zn Ba, Fe, Ti ankerit, G R 

M22/C7 m 28 N kovoobráběč Ti, Zn Fe, Ti, Zn 7 í 0 2 - A 

M23/C6 m 28 N 
operátor 
výroby 

Cr, Fe, Mn, 
Ti Fe 7 í 0 2 - A 

M25/C1 m 44 N 
výkonný 

ředitel Fe, Zn 
Ba, Cu, Cr, 
Fe, Mn, N i , 

Zn 

A C , Si 
comp., TÍO2-

A , TÍO2-R 

Vyznačení kurzívou znamená podobné složení částic detekovaných v hlenu a ve sliznici. 
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• Složení a velikost detekovaných částic 

V e všech případech byly v hlenu a ve sliznici nalezeny částice nebo jejich clustery 

obsahující shodné prvky. Jednalo se především o částice obsahující železo, zinek, barium 

a titan (tab. 3.11). V hlenu i sliznici byly nalezeny částice mikro- i nanorozměrů (tab. 

3.12). Částice nalezené v hlenu měly v průměru menší velikost než částice nalezené ve 

sliznici. 

Tabulka 3.12 Velikost částic kovu měřená pomocí S E M v hlenu a nosní sliznici. 

Upraveno podle Čabanové a kol. (96). 

Přibližná velikost detekovaných částic (|xm) 

vzorek B a C u C r Fe M n M o N i T i Z n 

M 1 0 / C 5 - /4 - / - - / - 6/< 1 11- - / - - / - - / - 6 / -

M 1 2 / C 9 - / - -15 - / - 10/3 - / - - / - - / - 2 / - - / -

M 1 5 / C 8 - / - - / - 2 / - < 1/3 - / - - / - 2 / - - / - - / -

M 1 7 / C 3 1/<1 - /< 1 -12 -12 -12 - / 2 - /< 1 - / 2 - /< 1 

M 1 8 / C 2 <l/2 - /< 1 - / - 1/2 - / - - / - - / - - /< 1 - /10 

M 2 1 / C 4 -/3 - / - 21- 2/2 - / - - / - - / - - /< 1 3 / -

M 2 2 / C 7 - / - - / - - / - - /8 - / - - / - - /4 2 / - < 1/7 

M 2 3 / C 6 - / - - / - 51- 2/2 5 / - - / - - / - 5 / - - / -

M 2 5 / C 1 - /4 -15 -12,5 < 1/4 - /8 - / - - /2.5 - / - 2/3 

• Korelace přítomnosti prvků v hlenu a sliznici 

V e všech případech byly v hlenu a ve sliznici nalezeny částice nebo jejich clustery 

obsahující shodné prvky. Jednalo se především o částice obsahující železo, zinek, barium 

a titan (tab. 3.11). Co do velikosti částic, v hlenu i sliznici byly nalezeny částice mikro-

i nanorozměrů; přibližná velikost částic v jednotlivých vzorcích je uvedena v tabulce 

3.12. Částice nalezené v hlenu měly v průměru menší velikost než částice nalezené ve 

sliznici. 

Nejčastěji detekovaným prvkem v hlenu bylo železo, které bylo zároveň nalezeno 

pomocí S E M ve většině analyzovaných vzorků sliznice (s výjimkou vzorků M l 7 a 

M22). Co do tvaru, byly detekovány nepravidelné i sférické částice železa (obr. 3.18). 
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Druhým prvkem, který byl nejčastěji detekován shodně v hlenu i ve sliznici, byl titan 

(elementární T i pomocí S E M , pomocí R M S pak jako TÍO2 - anatas), a to ve vzorcích 

M12/C9, M22/C7 a M23/C6. 

Barium (resp. B a S 0 4 - barit) bylo nalezeno shodně v hlenu i ve slizici u vzorků M17/C3 

a M18/C2 . Zinek byl detekován v hlenu i ve sliznici u vzorků M22/C7 a M25/C1 . 

V „nulovém" vzorku (nátěru fyziologického roztoku) nebyly pomocí S E M nalezeny 

žádné opticky aktivní částice. 

V e všech vyšetřených vzorcích byla zjištěna shoda v elementárním složení vždy alespoň 

jednoho druhu částic v hlenu i ve sliznici, z čehož je možné usuzovat na jejich původ ve 

vdechovaném vzduchu. 

Hypotéza 4 byla potvrzena: Složení částic detekovaných v hlenu odpovídá složení částic 

detekovaných ve sliznici. 
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Obrázek 3.18 Příklady částic kovu/jejich aglomerátů detekovaných S E M v hlenu (la-4a) 

a ve sliznici (lb-4b). Upraveno podle Cabanové a kol. (96). 
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4 DISKUSE 

4.1 Detekce, zjištění složení, distribuce a možnosti kvantifikace nano- a mikročástic 

v nosní sliznici u pacientů s CRS 

Četnými studiemi bylo prokázáno, že inhalované nanočástice různého elementárního a 

molekulárního složení mohou způsobovat chronické zánětlivé změny v plicích a také 

indukovat maligní transformaci buněk. Jejich role v patologických změnách sliznice horních 

cest dýchacích ale ještě není dostatečně prostudována (8,16,33,98-100). Doposud bylo 

provedeno jen minimum klinických studií; např. Zeleník a kol. studovali přítomnost a 

složení částic v t k á n i patrových mandlí (28). Chování nanočástic v lidských tkáních je 

nejasné a imunitní reakce organismu na ně není doposud uspokojivě prozkoumána. Bližší 

porozumění role nanočástic v indukci zánětu může napomoci lepšímu porozumění 

patofyziologickým mechanismům chronických zánětlivých změn v nosní sliznici. 

První část studie byla zaměřena na detekci částic mikro- a nano-rozměrů v nosní sliznici, 

jejich elementární a molekulární složení, lokalizaci a distribuci ve vzorcích sliznice a na 

srovnání interindividuálních rozdílů ve složení a kvantitě částic u různých pacientů. V této 

části studie nebyly posuzovány histologické změny ve sliznici. 

Možnost kvantifikace částic nano-rozměrů ve vzorcích v praxi doposud nebyla možná 

vzhledem k tomu, že princip jejich detekce se zásadně liší od detekce částic větších rozměrů 

kvůli extrémně malým rozměrům „nanosvěta" (28). Předložená studie navrhla novou 

metodu možnosti kvantifikace nano- a mikročástic v nosní sliznici. 

Nej pestřejší zastoupení kovových prvků bylo pozorováno u pacientů profesionálně 

vystaveným emisím vznikajícím při sváření (vzorky M l a M3) ; nejvíce zastoupené bylo 

železo, které bylo nalezeno ve všech částech sliznice (nejblíže k nostrilám, ve středních 

částech i částech nejdále od nostril). Toto není překvapující zjištění, protože plyny vznikající 

při sváření obsahují především železo a mangan (101,102). Nicméně i svářeči jsou vystaveni 

podobnému vzdušnému znečištění jako obecná populace (doprava, průmyslové znečištění, 

kouření atd.). Dále je třeba vzít do úvahy nástroje z nerezové oceli, které mohou při 

operačním výkonu kontaminovat vzorky tkání. Tomu napovídá i fakt, že částice železa byly 

nalezeny ve všech vzorcích vyšetřených v této části studie. N a druhou stranu takovýto 

způsob kontaminace nemůže vysvětlit jejich přítomnost i v hlubokých částech sliznice, 

s nimiž chirurgické nástroje nemohly přijít do přímého styku. 
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Morfologie detekovaných částic byla studována pomocí S E M . B y l y nalezeny částice 

polygonálni i sférické. Sférické částice železa byly nalezeny např. ve vzorku M l (svářeč). 

Takovéto částice jsou nejčastěji produkovány při procesech probíhajících za vysoké teploty 

a jsou popsány jako ty nejhojněji zastoupené částice v plynech vznikajících při sváření (obr. 

3.4) (102). 

Nej větší incidence detekovaných částic byla ve všech vzorcích v částech sliznice nejdále od 

nostril, zatímco v částech nejblíže nostrilám bylo detekováno méně částic. Zjištění je 

v kontrastu s výsledky některých počítačových modelů - např. Ghalati a kol. (2012) na 

základě počítačového modelování předpokládali, že se maximum částic bude usazovat na 

nejpřednější části nosních skořep (42). Možným vysvětlením rozdílu mezi provedenou studií 

a počítačovým modelem může být to, že nosní sliznice je dynamická struktura, na níž se 

částice pomocí mukociliární clearance mohou přemísťovat, a mohou se deponovat i 

redistribuovat v jejích hlubších vrstvách. Nicméně kohorta této studie je příliš malá, aby z ní 

bylo možno vyvodit jasné závěry, jak se liší distribuce částic v různých částech sliznice 

nosních skořep. V naší kohorte také nelze hodnotit a jasně vysvětlit interindividuální rozdíly 

v distribuci částic co do hloubky (povrchová vrstva vs. hlubší vrstvy sliznice) (tab. 3.3). 

Vzhledem k přítomnosti částic v hlubších částech sliznice bez možného kontaktu 

s povrchem či spodinou, která mohla být kontaminována chirurgickými nástroji, lze ale 

usuzovat, že částice do sliznice vstupují z vnějšího prostředí a deponují se v ní. 

I přesto, že tato část studie přinesla několik zajímavých výsledků, nelze z ní vyvozovat 

jednoznačné závěry. Jejím účelem nebylo přinést statistický či kvantitativní důkaz 

prevalence částic v nosní sliznici, jejich složení, zdrojů či rizikovosti pro lidské zdraví. 

Hlavním cílem bylo navrhnout a otestovat novou metodu analýzy tkání, která by byla 

aplikovatelná na vyšetření většího množství vzorků. 

I přes iniciálně slibné výše prezentované výsledky ale takto navržená metoda nemohla být 

použita pro analýzu významně většího počtu vzorků. Vzhledem k absenci jakékoliv 

možnosti automatizace tohoto procesu se ukázala být neúměrně náročná na lidské zdroje 

(vyšetření jednoho řezu sliznicí, tedy VA ze vzorku od jednoho pacienta, trvalo přibližně 10 

hodin, což znamená, že vyšetření tkáně odebrané od jednoho pacienta trvalo jeden celý 

pracovní týden). Navržená 9bodová metoda je nicméně ve svém principu jednoduchá a 

aplikovatelná na vyšetření jakéhokoliv typu tkáně. Představuje příslib do budoucna, neboť 

se s postupující automatizací řady vědeckých i průmyslových procesů dá předpokládat, že 

bude vyvinut i systém zjednodušující a významně urychlující proces R M S analýzy. 
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4.2 Srovnání přítomnosti a molekulárního složení částic ve sliznici CRS skupiny a 

kontrolní skupiny 

Cílem této části studie byla detekce mikro- a nanočástic v nosní sliznici pacientů s C R S a 

porovnat jejich přítomnost a chemické složení s kontrolní skupinou bez C R S v anamnéze. 

Protože absolutní většina částic byla nalezena v C R S skupině, zatímco v kontrolní skupině 

nebyly nalezeny téměř žádné částice, výsledky studie naznačují, že může být asociace mezi 

přítomností těchto částic a CRS . 

Původním záměrem studie bylo vyšetřit všech 50 vzorků sliznice z obou skupin výše 

navrženou 9-bodovou semikvantitativní R M S analýzou (95). Především vzhledem 

k neúměrné časové náročnosti bylo od tohoto záměru upuštěno. Tato část studie se zaměřila 

na vyšetření přítomnosti a složení částic v co možná nej větším množství vzorků bez analýzy 

jejich distribuce a kvantifikace. I přesto, že absence kvantifikace představuje hlavní limitaci 

této studie, mohou být obdržené výsledky (především přítomnost částic prakticky jen v C R S 

skupině a jejich absence u „zdravých" kontrol) přínosem k lepšímu pochopení patogeneze 

C R S . 

Nejčastěji detekované částice ve sliznici byly částice obsahující uhlík (grafit, amorfní uhlík, 

kalcit a ankerit) a oxid titaničitý (v krystalických formách anatasu a rutilu). Jak částice 

obsahující uhlík, tak titan byly v posledních dvou dekádách zkoumány v řadě studií v oboru 

nanotoxikologie - studie zaměřené na jejich toxicitu, genotoxicitu a prozánětlivé vlastnosti 

byly prováděny především in vitro nebo na zvířecích modelech (7,33,103-107). Výsledky 

naší studie jsou tedy v souladu s obecným směřováním nanotoxikologie, která se zaměřuje 

na zkoumání a posuzování rizikovosti uměle vyráběných nanomateriálů s obsahem uhlíku a 

titanu (uhlíkové nanotrubice, tiskařský inkoust, pigmenty, složky kosmetiky aj.) (97). 

Mik ro - a nanočástice exogenního původu obsahující železo byly j iž dříve detekovány 

pomocí R M S ve vzorcích různých tkání (28,29). Škodlivost prašných částic a kouře 

obsahujících oxidy železa pro dýchací ústrojí (tedy že způsobují chronické zánětlivé 

onemocnění plicní tkáně, pneumosiderózu) je j iž dlouhou dobu prokázána a dobře 

dokumentována u svářečů dlouhodobě profesionálně vystavených emisím vznikajícím při 

sváření (108). Zároveň je významným zdrojem těchto vzdušných polutantů také spalování 

fosilních paliv (29). 

Barit, hliník a křemík byly ve vyšetřených vzorcích detekovány sporadicky. Částice 

obsahující tyto složky bývají součástí dopravního znečištění, a to nejen v důsledku spalování 

fosilních paliv, ale také např. z otěru brzdových destiček (109). 
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Lze tedy konstatovat, že složení částic detekovaných v naší studii v nosní sliznici je shodné 

se složením běžných vzdušných polutantů, případně částic, j imž j sou pracovníci vystavováni 

v rámci profesionální expozice - tedy že jsou exogenního původu. 

Limitací naší studie je sice absence kontrolní skupiny pacientů žijících v j iném životním 

prostředí, a tedy potenciálně j iném složení vzdušného znečištění, nicméně všechny zjištěné 

částice j sou považovány buď za v prostředí všudypří tomné vzdušné polutanty anebo j e j ej ich 

výskyt ve vzduchu spojen s kouřením nebo profesionální expozicí. Žádná ze zjištěných 

částic tedy nemůže být považována za specifickou pro moravskoslezský region. 

Nej významnějším výsledkem naší studie je jistě nápadný rozdíl mezi přítomností částic 

téměř výhradně v C R S skupině a jejich praktickou absencí v kontrolní skupině. Dysfunkce 

epiteliální bariéry a její zvýšená permeabilita je jedním z patogenetických mechanismů 

podílejících se na chronickém slizničním zánětu a byla studována i v souvislosti s C R S 

(110,111). Popsaný mechanismus může vysvětlovat výsledky naší studie: ve zdravé sliznici 

je přestup anorganických částic a jejich depozice v hlubších vrstvách tkáně omezena či úplně 

znemožněna funkčními mechanismy epiteliální bariéry (mukociliární transport, 

mezibuněčné spoje, intaktní bazálni membrána atd.). U C R S je naproti tomu slizniční epitel 

pro částice nacházející se ve vdechovaném vzduchu zvýšeně permeabilní. Vezmou-li se do 

úvahy cytotoxické a prozánětlivé vlastnosti detekovaných částic, jejich přítomnost ve 

sliznici může být jedním ze spouštěčů procesů chronického zánětu anebo se mohou podílet 

na jeho udržování, a tak přispívat k refrakterním příznakům C R S . 

Míra zánětu ve všech vzorcích sliznice byla subjektivně posuzována jedním patologem. U 

všech vzorků bylo provedeno standardní histologické vyšetření optickou mikroskopií. 

V kontrolní skupině nebyly nalezeny známky zánětu u žádného ze zkoumaných vzorků, 

zatímco v C R S skupině byly alespoň minimální známky zánětu zjištěny u 95 % vzorků. 

Zjištěné výsledky jsou v korelaci s přítomností zkoumaných částic v 90 % vzorků v C R S 

skupině a jejich absencí v 80 % vzorků zdravé sliznice v kontrolní skupině. 

Přestože již byly navrženy semikvantitativní histologické stupnice hodnotící míru zánětu u 

různých zánětlivých onemocnění (např. u ulcerativní kolitidy), podobná stupnice u C R S 

neexistuje (112). Z tohoto důvodu bylo navrženo hodnocení míry zánětu sinonazální sliznice 

dle subjektivního hodnocení patologem (stupně 0-3, 0 = normální histologie, 3 = chronický 

zánět). Vzorky C R S skupiny tak byly rozděleny na dvě podskupiny - skupina A : bez zánětu 

či s minimálními známkami zánětu, skupina B : jednoznačné známky chronického zánětu 

(tab. 3.4). Proti očekávání bylo nalezeno více částic a jejich složení bylo variabilnější ve 
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skupině A než ve skupině B . Použité hodnocení má své limitace - především subjektivní 

hodnocení histologického nálezu, vyšetření řezů částí sliznice, které nemusí být 

reprezentativní pro stav sinonazální sliznice jako celku a samozřejmě omezená možnost 

kvantifikace částic. Z uvedeného pozorování nelze vyvodit jednoznačný závěr a je nutný 

další výzkum k určení významu přítomnosti (a pokud možno i množství) anorganických 

částic ve sliznici pro rozvoj chronických zánětlivých změn. Nicméně je možno konstatovat, 

že výsledek této studie potvrzuje koncept C R S především jako primárně klinické, nikoliv 

histologické diagnózy (63). 

Kuřáci a jedinci vykonávající určité „rizikové" profese jsou vystaveni inhalaci vzdušných 

polutantů ve zvýšené míře proti nekuřákům a jedincům s „nerizikovým" povoláním (97). 

Studie ukázala signifikantní asociaci kouření a „rizikových" („manuálních") povolání 

s přítomností anorganických částic s obsahem uhlíku v nosní sliznici. Uvedené 

charakteristiky byly neoddělitelné (všichni kuřáci v C R S skupině byli z řad „manuálních" 

pracovníků), což potvrzuje asociaci kouření a socioekonomického statutu (113). 

4.3 Srovnání přítomnosti a složení částic v hlenu z povrchu sliznice se složením 

částic ve sliznici u pacientů s CRS 

Tato část studie měla za cíl srovnat přítomnost a složení částic v hlenu na sliznici a přímo ve 

sliznici u týchž pacientů a posoudit tedy původ částic deponovaných ve sliznici ve 

vdechovaném vzduchu. 

By lo prokázáno, že nanočástice vstupují do organismu nejen ve vdechovaném vzduchu, ale 

také orálně či transdermálně, a že mají schopnost se v organismu hematogenně 

redistribuovat (16,18,114). Předpokladem této studie tedy bylo, že pokud by složení 

anorganických částic v hlenu a přímo ve sliznici bylo zásadně rozdílné, bylo by možno 

zvažovat hematogenní původ těchto částic. V e všech vyšetřených vzorcích byla zjištěna 

shoda v elementárním složení vždy alespoň jednoho druhu částic v hlenu i ve sliznici, 

z čehož je možné usuzovat na jejich původ ve vdechovaném vzduchu. 

Částice nalezené v hlenu byly spíše menších rozměrů než ve sliznici. Může to být vysvětleno 

tím, že malé částice lépe pronikají slizniční bariérou a v tkáni poté při interakci s imunitním 

systémem tvoří větší clustery (115). 

Nejčastěji detekovaným prvkem v hlenu i ve vzorcích sliznice bylo železo. To se 

v organismu vyskytuje přirozeně, a to dokonce i ve formě větších agregátů (např. biogenní 

částice magnetitu/maghemitu v lidském hipokampu), většinou nepravidelného tvaru 
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s ostrými okraji (116-118). N a rozdíl od těchto částic mají exogénni částice na bázi železa, 

emitované do prostředí vysokoteplotními procesy, tvar spíše okrouhlý až sférický (119-

121). Částice obsahující železo nalezené v této studii byly okrouhlého a sférického tvaru 

(obr. 3.14), lze tedy usuzovat na jejich exogénni původ, a to především ve vdechovaném 

vzduchu. 

Druhým prvkem, který byl nejčastěji detekován shodně v hlenu i ve sliznici, byl titan 

(elementární Ti pomocí S E M , pomocí R M S pak j ako TÍO2 - anatas). Oxid titaničitý je široce 

užívaný ve farmaceutickém a kosmetickém průmyslu a v obalových materiálech, přičemž 

přirozeně se v živých organismech nevyskytuje (122-124). 

Barium (resp. BaS04 - barit) bylo nalezeno shodně v hlenu i ve sliznici u vzorků dvou 

pacientů. Barium je uvolňováno do prostředí jak z přírodních zdrojů (kamenný prach), tak 

antropogenními procesy - je produkováno důlním průmyslem, rafinériemi a při spalování 

fosilních paliv (125). Barit je také používán například jako plnivo při výrobě brzdových 

destiček a je uvolňován do atmosféry při brzdění a přirozeně se v organismu nevyskytuje 

(109). 

Zinek, který byl nalezen shodně v hlenu i sliznici dvou pacientů, se přirozeně vyskytuje ve 

svých dvojmocných sloučeninách, nejčastěji jako oxid zinečnatý (ZnO). Je to jeden 

z esenciálních prvků, je široce využíván zejména pro své antimikrobiální, fotokatalytické, 

fotooxidační a další vlastnosti ve farmaceutickém, kosmetickém, dřevozpracujícím, 

textilním aj. průmyslu, a proto jsou jeho sloučeniny v prostředí všudypří tomné (126). 

Dle výsledků této části studie a charakteristik detekovaných částic je možno zvažovat, že do 

sliznice z vdechovaného vzduchu vstupuje železo a barium. Vzhledem k tomu, že orální a 

transdermální biologická dostupnost TÍO2 je nízká a TÍO2 je podobně jako železo široce 

užívaný a do atmosféry uvolňovaný při řadě antropogenních činností, je možno zvažovat i 

původ titanu ve sliznici ve vzdušném znečištění (114). Podobný závěr u zinku (esenciální 

prvek) učinit ale jistě nelze. 
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Z Á V Ě R 

1) B y l a navržena metoda kvantifikace a analýzy distribuce částic nano- a mikrorozměrů 

ve vzorcích nosní sliznice: 

o N a malém počtu vzorků byly zjištěny interindividuální rozdíly ve složení a 

distribuci částic a jejich přítomnost jak v povrchových, tak hlubokých 

vrstvách sliznice. Výsledky jsou v souladu s hypotézou č. 1, že při C R S 

mohou pevné anorganické částice přítomné v ovzduší jako součást jeho 

znečištění vstupovat přes porušenou slizniční bariéru do submukózy a 

deponovat se i v hlubších vrstvách sliznice. 

o I přesto, že z malé vyšetřené kohorty nelze vyvozovat statistické závěry a 

metoda R M S mapování vzorků tkání pomoci 9 předdefinovaných bodů 

poskytla iniciálně slibné výsledky, v navazující studii na větším počtu vzorků 

se ukázala pro nemožnost jakékoliv automatizace procesu jako neúměrně 

náročná na lidské zdroje. 

o Navržená metoda je ale ve svém principu jednoduchá a aplikovatelná na 

vyšetření jakéhokoliv typu tkáně a představuje příslib do budoucna, neboť se 

s postupující automatizací řady vědeckých i průmyslových procesů dá 

předpokládat, že bude vyvinut i systém zjednodušující a významně 

urychlující proces R M S analýzy. 

2) B y l a zjištěna přítomnost mikročástic a clusterů nanočástic ve vzorcích nosní sliznice 

pacientů s C R S : 

o Jednalo se převážně o sloučeniny uhlíku a titanu. 

o V e sliznici kontrolní skupiny, kadaverů bez anamnézy C R S , tyto částice 

prakticky chyběly, což je v souladu s hypotézou č. 2, tedy že do zdravé 

sliznice pevné anorganické částice nevstupují a nedeponují se v ní. 

o Výsledky ukazují na možnou asociaci diagnózy C R S a detekovaných částic. 

o B y l a zjištěna signifikantní asociace přítomnosti částic na bázi uhlíku 

s kouřením a profesemi rizikovými z expozice vzdušnému znečištění (např. 

svářeči, klempíři či strážníci), což potvrzuje hypotézu č. 3, tedy že složení 

částic detekovaných ve sliznici je ovlivněno profesionální anamnézou a 

kouřením. 
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3) Dle výsledků třetí části studie srovnávající elementární složení pevných anorganických 

částic přítomných v hlenu a ve sliznici samotné lze usuzovat, že: 

o Původ částic deponovaných ve sliznici je v případě těch nejvíce 

zastoupených (železo, titan, barium) pravděpodobně ve vzdušném znečištění, 

o Jejich hematogenní původ je málo pravděpodobný, což potvrzuje hypotézu 

č. 4. 

Není tedy jasné, zda přítomnost pevných anorganických částic přispívá k vyšší míře 

závažnosti chronického zánětu nosní sliznice. V tomto ohledu výsledky studie neposkytly 

jasný závěr; nicméně asociace mezi jejich přítomností a přítomností zánětlivých změn 

jakékoliv míry se jeví jako poměrně jasná. Je však otázkou pro budoucí výzkum, zda je 

přítomnost těchto částic ve sliznici postižené chronickým zánětem kauzální, anebo je naopak 

výsledkem pre-existujícího poškození chronicky zánětlivě změněné sliznice. 
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R E S U M É 

Disertační práce je věnována detekci a posouzení elementárního a chemického složení částic 

nano- a mikrorozměrů v nosní sliznici odebrané pacientům s chronickou rinosinusitidou a 

možné souvislosti jejich přítomnosti a chronických zánětlivých změn sliznice. 

V úvodu teoretické části jsou shrnuty vlastnosti nano- a mikročástic, možnosti jejich detekce 

a charakterizace, je vysvětlen princip skenovací elektronové mikroskopie a Ramanovy 

mikrospektroskopie a je diskutována problematika chronické rinosinusitidy se zaměřením 

na možné patogenetické mechanismy. 

V experimentální části práce je popsána metodika studie, která byla rozdělena do tří částí. 

První část studie se zaměřila na detekci, zjištění složení, distribuce a možnosti kvantifikace 

nano- a mikročástic v nosní sliznici u pacientů s chronickou rinosinusitidou. B y l a navržena 

nová metoda R M S mapování vzorků tkání pomocí 9 předdefinovaných bodů. Metoda je při 

aktuálních přístrojových možnostech sice časově velmi náročná, ale ve svém principu 

jednoduše aplikovatelná na vyšetření jakéhokoliv typu tkáně. Představuje tedy příslib do 

budoucna, neboť se s postupující automatizací řady vědeckých i průmyslových procesů dá 

předpokládat, že bude vyvinut i systém zjednodušující a významně urychlující proces R M S 

analýzy. 

V druhé části studie byla zjištěna přítomnost anorganických částic nano- a mikrorozměrů ve 

vzorcích nosní sliznice pacientů s C R S , převážně sloučenin uhlíku a titanu, zatímco ve 

sliznici kontrolní skupiny, kadaverů bez anamnézy C R S , tyto částice prakticky chyběly. To 

může ukazovat na možnou asociaci diagnózy C R S a detekovaných částic. B y l a zjištěna 

signifikantní asociace přítomnosti částic na bázi uhlíku s kouřením a profesemi rizikovými 

z expozice vzdušnému znečištění (např. svářeči, klempíři či strážníci). 

Dle výsledků třetí části studie srovnávající elementární složení částic přítomných v hlenu a 

ve sliznici samotné lze usuzovat, že původ částic deponovaných ve sliznici je v případě těch 

nejvíce zastoupených (železo, titan, barium) pravděpodobně ve vzdušném znečištění a jejich 

hematogenní původ je málo pravděpodobný. 

Není jasné, zda přítomnost anorganických částic nano- a mikrorozměrů přispívá k vyšší míře 

závažnosti chronického zánětu nosní sliznice - v tomto ohledu výsledky studie neposkytly 

jasný závěr; nicméně asociace mezi jejich přítomností a přítomností zánětlivých změn 

jakékoliv míry se jeví jako poměrně jasná. Je však otázkou pro budoucí výzkum, zda je 

přítomnost těchto částic ve sliznici postižené chronickým zánětem kauzální, anebo je naopak 
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výsledkem pre-existujícího poškození a tím pádem zvýšené permeabilitity dysfunkční 

epiteliální bariéry chronicky zánětlivě změněné sliznice. 

I když všechny výsledky studie neposkytly jasné naplnění stanovených cílů, na poli 

„nanovědy" se jedná o zcela unikátní a průkopnickou práci. Takto rozsáhlá studie na 

lidských tkáních doposud nikdy provedena nebyla a může sloužit jako jeden ze základních 

kamenů v klinickém výzkumu v oborech nanotoxikologie a nanopatologie. 

N a základě předložené studie byla zahájena rozsáhlá spolupráce nejen otorinolaryngologů, 

ale také dalších odborníků j iných klinických oborů z Fakultní nemocnice Ostrava, s Centrem 

nanotechnologií Vysoké školy báňské-Technické univerzity Ostrava. Výsledky autorského 

kolektivu Kl in iky O R L a chirurgie hlavy a krku F N O a Centra nanotechnologií byly 

prezentovány na národních i mezinárodních konferencích a publikovány v recenzovaných a 

impaktovaných periodicích. 
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S U M M A R Y 

The thesis focuses on detection and characterization of elemental and chemical composition 

of nanosized and microsized particles in the nasal mucosa of patients diagnosed with chronic 

rhinosinusitis and possible association of these particles and chronic inflammatory changes 

of the nasal mucosa. 

In the introduction of the theoretical part, the properties of these particles are summarized, 

as well as possibilities of their detection and characterization, the principle of the scanning 

electron microscopy and Raman microspectroscopy is explained and chronic rhinosinusitis 

is discussed, with the focus on the pathogenetic mechanisms. 

In the experimental part, the methodology of the study is described. The study was divided 

into three parts. The first part was focused on detection, characterization of composition and 

possibility of quantification of nanosized and microsized particles in the nasal mucosa of 

patients diagnosed with chronic rhinosinusitis. A novel method of R M S tissue examination 

was developed, based on a 9-point mapping protocol. Given the current state of technical 

possibilities and equipment, this method has shown to be time consuming, however 

applicable to investigation of any type of tissue. Considering ongoing automatization of 

numerous scientific and industrial processes, it can be assumed that even this method would 

become automated, therefore showing great promise for the future of nanopathology. 

In the second part of the study, anorganic nano- and microsized particles were detected in 

the mucosa samples of the patients with C R S . A s to their composition, mostly carbon and 

titanium compounds were detected. In the control group samples obtained from cadavers 

without history of C R S almost no such particles were detected. There was a significant 

association between presence of the carbon compounds and smoking and history of 

occupation with high levels of exposure to airborne pollution (for example welders of patrol 

officers). 

The third part of the study compared the elemental composition of the particles present in 

the mucus and inside the mucosa. The results show that the origin of the particles (mainly 

iron, titanium and barium) deposited inside the mucosa is probably airborne and that their 

hematogenous origin is not probable. 

It is not clear i f the presence of the anorganic nano- and microsized particles plays a role in 

the level of chronic inflammation of the nasal mucosa. In this aspect, the results of the study 

are inconclusive. However, the association between the presence of these particles and 

presence of inflammatory changes of any level of severity seems to be quite clear. Only the 
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future research wi l l show whether the association is causal or i f it is a result of the pre

existing impairment and higher permeability of the dysfunctional epithelial barrier of the 

chronically inflamed mucosa. 

Although not all the results fulfilled the set goals, the study is still unique and innovative in 

the context of the field of "nanoscience". To the authors' best knowledge, this is the first 

clinical study with such a large cohort of human tissue samples and could serve as one of 

the cornerstones of the clinical research in nanotoxicology and nanopathology. 

With this study, extensive cooperation of otorhinolaryngologists and also of professionals of 

other clinical specialties from the University Hospital Ostrava with the Centre of 

Nanotechnologies V S B - T U O has begun. The results of the authors' collective of the 

Department of Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery of University Hospital 

Ostrava and the Centre of Nanotechnologies were presented at national and international 

congresses and published in reviewed and impact journals. 
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S E Z N A M P O U Ž I T Ý C H Z K R A T E K 

A C 

A S A 

B a S 0 4 

B S E 

C a C 0 3 

C a F e ( C 0 3 ) 2 

C a S 0 4 

C R S 

C T 

D N A 

E D S 

E M 

E P O S 

Fe20 3 

F e 3 0 4 

F E S S 

F N O 

G R 

hpf 

IL 

M C A 

M g C 0 3 

M R 

N M C 

P M 

R M S 

RS 

S E M 

S E M - E D S 

amorfní uhlík (z angl. amorphous carbon) 

kyselina acetylsalicylová (z angl. acetylsalicylic acid) 

b arit 

zpětně rozptýlené elektrony (z angl. back scattered electrons) 

kalcit 

ankerit 

síran vápenatý 

chronická rinosinusitida (z angl. chronic rhinosinusitis) 

výpočetní tomografie (z angl. computed tomography) 

deoxyribonukleová kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid) 

energiově disperzní spektrometrie 

elektronová mikroskopie 

European Position Paper on Rhinosinusitis and Polyps 

hematit 

magnetit 

funkční endoskopická chirurgie dutin (z angl. functional endoscopic sinus 

surgery) 

Fakultní nemocnice Ostrava 

grafit 

pole viditelné v optickém mikroskopu při maximálním zvětšení 400x 

(z angl. high powered field) 

interleukin 

mnohorozměrná korespondenční analýza (z angličtiny: multiple 

correspondence analysis) 

uhličitan horečnatý 

magnetická rezonance 

nano- a mikročástice 

pevné částice (z angl. particulate mater) 

Ramanova mikrospektroskopie 

Ramanova spektroskopie 

skenovací elektronová mikroskopie 

skenování elektronová mikroskopie s energiově disperzní spektrometrií 
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T E M transmisní elektronová mikroskopie 

TÍO2-A oxid titaničitý - anatas 

TÍO2-R oxid titaničitý - rutil 

V D N vedlejší dutiny nosní 

VŠB-TUO Vysoká škola báňská - Technická univerzita Ostrava 

ZnO oxid zinečnatý 



S E Z N A M O B R Á Z K Ů 

Obr. 2.1 Srovnání rozměru nanočástic a mikročástic s j inými objekty: jak 

„velké" je „nano-" a „mikro-"? 

Obr. 2.2 Skenovací elektronový mikroskop S E M (Quanta F E G 450, FEI) 

s rentgenovou mikroanalýzou A P O L L O X ( E D A X ) . 

Obr. 2.3 Srovnání optického mikroskopu, T E M a S E M . Zdroj: Soubusta J. 

Optoelektronické systémy: Elektronová mikroskopie transmisní a 

rastrovací. (48). 

Obr. 2.4 Rayleighův a Ramanův rozptyl. 

Obr. 2.5 Ramanův mikrospektrometr: Smart Raman Microscopy System 

X p l o R A T M ( H O R I B A Jobin Yvon , France). 

Obr. 2.6 Kostěná laterální stěna dutiny nosní. Modifikováno podle (55). 

Obr. 2.7 Vedlejší dutiny nosní a jejich postnatální vývoj. 

Obr. 2.8 Schéma mukociliární clearance. 

Obr. 3.1 Schéma odběru nosní sliznice z dolní skořepy nosní při endoskopické 

mukotomii: a) sagitální řez (pohled na laterální stěnu dutiny nosní), b) 

koronárni řez. S - horní nosní skořepa, M - střední nosní skořepa, LN 

- dolní nosní skořepa, U n - processus uncinatus, Se - nosní septum. 

Obr. 3.2 Schéma vzorku nosní sliznice odebraného při mukotomii; vertikální 

linie ukazují rozdělení vzorku na části podle vzdálenosti od nostril. 

Obr. 3.3 Rez sliznicí s vyznačenými 9 body, které byly analyzovány pomocí 

R M S . 

Obr. 3.4 Normální histologie (bez známek zánětu, závažnost zánětu - stupeň 

0). Optická mikroskopie, zvětšení 200x. 

Obr. 3.5 Hyperplázie epitelu (závažnost zánětu - stupeň 1). Šipka ukazuje na 

hyperplastický epitel. Optická mikroskopie, zvětšení 200x. 

Obr. 3.6 Hyperplázie epitelu s mírnými známkami zánětu v podslizničním 

vazivu (závažnost zánětu - stupeň 2). Modrá šipka ukazuje 

hyperplastický epitel a červená fokální zánětlivou celulizaci. Optická 

mikroskopie, zvětšení 200x. 
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Obr. 3.7 Chronický zánět v podslizničním vazivu (závažnost zánětu - stupeň 

3). Šipka ukazuje velký cluster zánětlivé celulizace. Optická 

mikroskopie, zvětšení 400x. 

Obr. 3.8 Kulovitá částice železa ve vzorku M l v obrazu S E M (zvětšení 3500x). 

Obr. 3.9 Agregát obsahující barium ve vzorku M 3 v obrazu S E M (zvětšení 

20 OOOx). 

Obr. 3.10 Vybraná Ramanova spektra částic detekovaných ve sliznici v C R S 

skupině, získaná Ramanovou mikrospektroskopií. TÍO2-A - anatas, 

T i O i - R - rutil, A C - amorfní uhlík, C a C 0 3 - kalcit, C a F e ( C 0 3 ) 2 -

ankerit, Fe30 4 - magnetit, Fe203 - hematit, M g C 0 3 - uhličitan 

horečnatý, G R - grafit, B a S 0 4 - barit. Upraveno podle Cabanové a 

kol. (98). 

Obr. 3.11 Ramanova spektra a E M zobrazení anatasu ve vzorku M l . 

Obr. 3.12 Ramanova spektra a E M zobrazení kalcitu ve vzorku M 2 . 

Obr. 3.13 Ramanova spektra a E M zobrazení C a S 0 4 ve vzorku M 3 . 

Obr. 3.16 M C A biplot. Upraveno podle Cabanové a kol. (98). 

Obr. 3.17 Asociace C, T i a C O s diagnózou (rhinitic = C R S skupina, non-rhinitic 

= kontrolní skupina; červená - málo zastoupená kategorie, modrá -

významně zastoupená kategorie). Upraveno podle Cabanové a kol. 

(98). 

Obr. 3.18 Příklady částic kovu/jejich aglomerárů detekovaných S E M v hlenu 

(la-4a) a ve sliznici (lb-4b). Upraveno podle Cabanové a kol. (97). 
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S E Z N A M T A B U L E K 

Tab. 2.1 Srovnání vlastností nanočástic a mikročástic. 

Tab. 2.2 Příklady nálezů mikro- a nanočástic v lidských orgánových systémech. 

Tab. 2.3 Definice rinosinusitidy dle E P O S 2020 (63). 

Tab. 3.1 Demografická data pacientů M l - M 2 . 

Tab. 3.2 Prvky detekované ve sliznici pomocí S E M . 1 - část nejblíže nostril, 2 

a 3 - střední části, 4 - část nejblíže choan. 

Tab. 3.3 Částice detekované v různých částech vzorků sliznice pomocí R M S . P -

povrchová vrstva sliznice, H - hluboké vrstvy sliznice. 

Tab. 3.4 Skupina pacientů s C R S : demografické údaje, kuřácká anamnéza, detekované 

částice a míra zánětlivých změn; upraveno podle Čabanové a kol. (98). 

Tab. 3.5 Kontrolní skupina: demografické údaje, kuřácká anamnéza a detekované 

částice. 

Tab. 3.6 Nejčastěji detekované částice v C R S skupině (celkem 40 vzorků). 

Tab. 3.7 Závažnost zánětu v C R S skupině (celkem 40 vzorků). 

Tab. 3.8 Detekované částice ve vztahu k histologickému nálezu. Skupina A : míra 

zánětu 0 - 2 - 55 % (22/40) vzorků / skupina B : míra zánětu 3 - 4 5 % (18/40) 

vzorků. 

Tab. 3.9 Detekované částice ve vztahu k anamnéze kouření u C R S skupiny. 

Tab. 3.10 Detekované částice ve vztahu k pracovní anamnéze v C R S skupině. Skupina 

M - „manuální" práce, skupina K - „kancelářská" práce. 

Tab. 3.11 Přehled prvků/sloučenin detekovaných v hlenu, resp. nosní sliznici pomocí 

S E M a R M S . Upraveno podle Čabanové a kol. (97). 

Tab. 3.12 Velikost částic kovu měřená pomocí S E M v hlenu a nosní sliznici. 
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