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ABSTRAKT

Uvod: Patologické plisobeni pevnych anorganickych nano- a mikrogastic (NMC) coby
soucasti zneCisténi prostiedi je jednoznaéné védecky prokazano. Presto, ze velmi
pravdépodobné indukuji zanétlivé zmény, jasny prokaz asociace mezi expozici NMC a
zanétlivymi onemocnénimi sliznice hornich dychacich cest chybi. Miniméalné prozkoumana
je zejména role nanocastic, které maji specifické vlastnosti a odliSné chovani pii interakci
s zivymi bunkami nez mikrocastice stejného slozeni. Vzhledem k narlstajicimu mnozstvi
dikazi o jejich cytotoxickém a prozanétlivém pusobeni pfirozené vyvstava otazka, jakou
roli mohou hrat v patogenezi chronické rinosinusitidy (CRS).

Metody: Bylo vysetieno 40 vzork nosni sliznice pacientti s CRS odebranych pti mukotomii
a 10 kontrolnich vzorkii od kadaveri bez anamnézy CRS. U 9 pacienti s CRS byl
predopera¢né odebran vzorek hlenu z dolni skofepy. Byla zjisténa profesni a kufracka
anamnéza. U vSech vzorka bylo provedeno rutinni histologické vySetfeni a vysetfeni
skenovaci elektronovou mikroskopii a Ramanovou mikrospektroskopii (RMS). V prvni ¢asti
studie bylo zkoumano slozeni, distribuce a moznost kvantifikace NMC. V druhé &asti byla
srovnana piitomnost a slozeni NMC ve sliznici pacientd s CRS a ve sliznici kontrolni
skupiny. V tieti ¢asti byla srovnavana piitomnost a slozeni NMC v hlenu z povrchu sliznice
se slozenim ¢astic deponovanych ve sliznici.

Vysledky: Byla vyvinuta metoda detekce Castic a mapovani tkan€ pomoci RMS a u 6 vzorku
byla takto zjisténa piitomnost NMC v povrchové i v hlubokych vrstvach sliznice. Dale byla
zjisténa piitomnost anorganickych NMC u 90,0 % z celkem 40 vzorkd sliznice pacientd
s CRS a u 20,0 % vzorki z kontrolni skupiny, pfevazné sloucenin uhliku a titanu.
Histologické znamky chronického zanétu vykazovalo 95,0 % vzorki z CRS skupiny;
histologie vzorkd kontrolni skupiny byla normalni. Byla zjiSt€éna asociace koufeni a
profesionalni anamnézy a piitomnosti NMC ve sliznici. V hlenu i ve sliznici byly
detekovany NMC obsahujici shodné prvky.

Zaveér: Pevné anorganické NMC piitomné v ovzdusi vstupuji do nosni sliznice a deponuji se
i v submukoze. Asociace mezi pfitomnosti NMC a zanétlivymi zménami sliznice se jevi jako
velmi pravdépodobna, stejné jako souvislost s koufenim a profesionalni anamnézou. Uloha

NMC v patogenezi CRS je viak nadale nejasna a piedstavuje vyzvu pro budouci vyzkum.

Klicovd slova: anorganické nano- a mikrocastice, vzdusné znecisténi prostiedi, chronicka

rinosinusitida, skenovaci elektronova mikroskopie, Ramanova mikrospektroskopie



ABSTRACT

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 NMPs and inflammatory diseases of upper airways. Especially
the role of nanoparticles, having specific properties and interacting with living 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 CRS
and 10 samples from cadavers without history of CRS were examined. In 9 patients with
CRS, 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 NMPs was examined. In the second part, the presence and composition of
NMPs in the CRS samples was compared to the control group. In the third part, the presence
and composition of NMPs in the mucus was compared to the NMPs inside the mucosa.
Results: A novel method of detection of NMPs and RMS tissue mapping was developed.
Using this method, NMPs were present both in the superficial and deep layers of the mucosa
of 6 samples. In the whole cohort, NMPs were present in 90,0% of 40 CRS 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 CRS 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 NMPs. NMPs of similar
composition were detected in the mucus and in the mucosa.

Conclusions: Solid anorganic NMPs, 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 NMPs and inflammatory changes of the mucosa,
as well as smoking and occupational history. The role of NMPs in CRS 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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UVOD

Patologické ptuisobeni jemnych a ultrajemnych pevnych castic piitomnych ve vzduchu coby
soucast znecisténi prostiedi je jednoznacné védecky prokazano. Jasny prukaz asociace mezi
expozici témto Casticim a zanétlivymi onemocnénimi sliznice hornich dychacich cest ale
stale chybi. V popfedi z4mu soucasného vyzkumu, zejména diky rozvijejicim se
moznostem jejich detekce a charakterizace, jsou predevsim ultrajemné Castice, definované
jako aerosol s aerodynamickym pramérem pod 0,1 pum (100 nm). Jsou ptitomné v ovzdusi
ve velkych objemech a vstupuji do organismu piedevsim dychacim a travicim tstrojim.
Vzhledem k tomu, ze terminy ,jemné” a ,ultrajemné” Castice se vztahuji k casticim
ptitomnym ve vzduchu, o Casticich vstupujicich do organismu mluvime jako o mikro- a
nanocasticich. Obdobné jako ultrajemné Castice jsou nanocastice definovany jako Castice
v jednom ¢i vice rozmérech mensi nez 100 nm.

Je pravdépodobné, Ze jsou to prave nanocastice, které hraji stézejni roli v indukci zanétlivych
zmeén v tkanich, v nichz se deponuji. Nanoc¢astice maji jiné chemické a fyzikalni vlastnosti
a vykazuji zvySenou reaktivitu i odliSné chovani pfi interakci szivymi buiikami nez
mikrocastice stejného slozeni, které jsou povazovany za netoxické a , neSkodné“.
Nanocastice produkovany lidskou cCinnosti jsou bud sekundarmnim produktem
(pramyslového a dopravniho zneCisténi, koufeni, smazeni, svafeni aj.) anebo jsou cilené
ptipravované (barviva, pigmenty, kosmetika aj.). Mohou také vznikat pfi pfirodnich
procesech (napf. vulkanicka Cinnost). Jedna se pfedevsim o slouCeniny uhliku nebo oxidy
kov (zeleza, titanu, chromu, zinku aj.).

V poslednim desetileti byl vliv nanocastic zkouman fadou autori a bylo prokazano jejich
patologické plsobeni na urovni bun€k, organel i DNA. VétSina vyzkumu na poli
nanotoxikologie a nanopatologie ale doposud probihala in vitro, na bunécnych kulturach ¢i
zvitecich modelech, pfevazné na hlodavcich. Pii cilené expozici témto casticim byl prokazan
jejich prozanétlivy potencial, schopnost indukovat oxidativni stres 1 pfimé genotoxické
pusobeni. Klinickych studii zaméfenych na pfitomnost nanocastic vyskytujicich se
v prostiedi a jejich eventualni patologické pisobeni na lidsky organismus bylo ale prozatim
provedeno minimum.

Detekci a charakterizaci nanocastic vstupujicich do organismu z prostiedi ale v praxi nelze
oddélit od zkoumani pfitomnosti a slozeni ¢astic vétsich rozmérd. Nanocastice totiz maji pii

vstupu do organismu tendenci se shlukovat, pravdépodobné v disledku interakce
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s zivymi bunkami, a proto jsou ve vzorcich tkani nalézany ve formé clusterti — jednotlivé
nanocastice jsou detekovany jen vyjimecné.

Dychaci soustava predstavuje jednu z hlavnich cest vstupu mikro- a nanocastic do
organismu a dutina nosni je prvni etazi, kde se mohou usazovat. I presto, ze ma chronicka
rinosinusitida (CRS) v populaci vysokou prevalenci, jeji patogeneze je stale nejasna.
Nejaktualnéjsi pohled vnima CRS jako syndrom s multifaktorialni etiologii, v némz hraje
hlavni roli interakce imunitniho systému a environmentalnich faktort. Je pravdépodobné, ze
vzdus§né znecisténi prispiva k poruse obrannych mechanisma sliznice a naruseni sinonazalni
epitelialni bariéry a tim padem k indukci chronickych zanétlivych zmén. Doposud ale neni
jasna role specifickych polutanti v CRS ¢i mechanismus a synergie jejich pisobeni.
Vzhledem k nartstajicimu mnozstvi dikazii o cytotoxickém a prozanétlivém pusobeni
nanocastic pfirozené vyvstava otazka, jakou roli mohou hrat v chronickych zanétlivych

onemocnénich, jako je pravé CRS.

11



CILE PRACE

Ovéfrit pritomnost, sloZzeni a distribuci pevnych anorganickych nano- a mikrocastic

v nosni sliznici odebrané pii endoskopické mukotomii u pacientd s CRS:

o Hypotéza 1: Pri CRS vstupuji pevné anorganické nano- a mikrocdstice pritomné
v ovzdusi jako soucast jeho znecisténi pres porusSenou sliznicni bariéru do submukozy
a deponuji i v hlubsich vrstvdach sliznice.

Srovnat pfitomnost a molekularni slozeni ¢astic ve sliznici pacientd s CRS s kontrolni

skupinou (kadavery bez anamnézy CRS), porovnat s histologickym nalezem a ovlivnéni

zevnimi faktory:

o  Hypotéza 2: U zdravych jedincu na rozdil od pacientit s CRS anorganické nano- a
mikrocastice do sliznice nevstupuji a nedeponuji se v ni.

o Hypotéza 3: SloZeni cdstic detekovanych ve sliznici je ovlivnéno profesiondlni
expozici jejich zdrojum (napr. pri svareni) a kourenim.

Srovnat ptitomnost a slozeni Castic detekovanych v hlenu odebraném z povrchu nosni

sliznice se slozenim Ccastic detekovanych ve sliznici a ovéfit tak puvod Ccastic

deponovanych ve sliznici ve vdechovaném vzduchu:

o Hypotéza 4: Slozeni castic detekovanych v hlenu odpovidd sloZeni Ccastic

detekovanych ve sliznici, jejich piivod neni hematogenni, ale ve vzduSném znecisténi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Pevné anorganické castice

2.1.1 Jemné a ultrajemné ¢astice, mikro- a nanocastice

Pevné cdstice (PM — particulate matter) pritomné v ovzdusi jako soucast jeho znecisténi
predstavuji jasné riziko pro lidské zdravi. Tyto Castice maji rizné chemickeé slozeni a jsou
raznych velikosti, v zavislosti na zdrojich, které je emituji. PM jsou rozdéleny do
jednotlivych frakci podle jejich aerodynamického primeéru na hrubé (2,5 — 10 um), jemné
(0,1 = 2,5 um) a ultrajemné (<0,1 um) (1,2).
Ultrajemné cdstice, oznaCované jako PMy 1, jsou definovany jako aerosoly
s aerodynamickym pramérem pod 0,1 um (100 nm). Ultrajemné castice jsou piitomny
v ovzdusi ve velkych celkovych objemech a vstupuji do organismu predevsim dychacim
a travicim ustrojim (3). Terminy jemné a ultrajemné Castice jsou ale urCeny pro popis
Castic pritomnych v ovzdusi; o ¢asticich vstupujicich do organismu proto hovorime jako
o mikro- a nanocasticich. Definovana hranice velikosti mezi ,,mikro-“ a ,,nano-“ je stejna

— 100 nm.

2.1.2 Vlastnosti mikro- a nanoc¢astic

Nanocastice jsou tradi€né€ definovany jako Castice v jednom ¢i vice rozmérech mensi nez
100 nm a vétsi nez 1 nm. To, co je odliSuje od mikrocdstic, jsou vlastnosti, jichz astice
daného materialu nabyvaji typicky pod kritickou velikosti 100 nm (4,5) (obr. 2.1). Jedna
se o Castice na bazi uhliku (napf. saze), oxidy kovu (zelezo, chrom, nikl, hlinik, méd’,
zinek, titan aj.), ale také Castice plasti (6).

Indukce zanétlivych zmén

Nanocastice se zdaji byt hlavnimi , podezielymi“ v indukci zanétlivych zmeén v tkanich,
v nichz se deponuji. Mivaji jiné chemické a fyzikalni vlastnosti a vykazuji zvySenou
reaktivitu 1 odliSné chovani pfi interakci s zivymi buitkami nez mikrocastice stejného

chemického slozeni, které jsou povazovany za netoxické a ,,neSkodné®.
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Obrazek 2.1 Jak ,velké je ,nano-“ a, mikro-“? Srovnani velikosti nanokrystalu (prameér
13 nm), eukaryotické buriky (praimeér 13 pum), mravence (délka 13 mm), horkovzdusného

balonu (primér 13 m) a zemekoule (rovnikovy prumér piiblizn€ 13 000 km).

13 nm 13 pm 13 mm 13 m 13 000 km

o yskyt nanocastic
Nanocastice jsou v prostiedi vSudypiitomné. Kromé ptirodnich procest (vulkanicka
¢innost, lesni pozary) jsou jejich vyznamnym zdrojem antropogenni ¢innosti — jsou bud’
sekundarnim produktem (napf. metalurgického primyslu, jsou produkovany dopravou
pii spalovani fosilnich paliv ¢i pii otéru brzdovych desticek, pfi koufeni, smazeni aj.)
anebo jsou cilené prfipravované — syntetické. S rychlym rozvojem nanotechnologii a
pronikanim syntetickych nanomateriala nejen do nejriznéjSich vyrobkd denni potieby
(kosmetika, barviva, baterie, vyroba aut aj.), ale také medicinskych pfipravki (napf.
koloidni stfibro) roste vyznam zkoumani potencidlniho toxického vlivu také téchto
zamérn€ produkovanych nanocastic (7).
o  Vlastnosti nanocdstic

Vzhledem ke svym velmi malym rozmérim mohou vykazovat jiné vlastnosti nez Castice
stejného chemického slozeni o velikosti v fadech mikrometrti. Pro jejich chovani a ev.
toxické pusobeni je dulezita zejména velikost Castic, jejich tvar a krystalicka struktura.
Se zmenSujici se velikosti ¢astic se méni jejich fyzikalné-chemické vlastnosti. Plati, ze
¢im mensi je Castice, tim vétsi je jeji biologicka aktivita a potencialni toxicita, a to i u
material(, kdy mikrocCastice stejného slozeni toxické vlastnosti nevykazuji (6,8).
Nanocastice totiz maji na velmi malou hmotnost obrovsky celkovy povrch. Na povrchu
molekul je odhaleno vétsi procento atomi a se zmenSujicim se rozmérem roste
exponencialné pocet potencialné reaktivnich skupin. Nemusi proto platit pfimy vztah
toxického ucinku na davce (koncentraci) latky jako u ¢astic mikro-rozmeért (9-11). Dale
nanocastice se zmenSujici se velikosti vykazuji zvysenou difuzivitu a tim padem i
opozdénou sedimentaci. Tim se prodluzuje doba jejich setrvani v ovzdusi (12).

Vlastnosti nanoc¢astic v porovnani s mikro¢asticemi jsou shrnuty v tabulce 2.1.
14



Tabulka 2.1 Srovnani vlastnosti nanoc¢astic a mikrocastic.

Nanocastice Mikrocastice
velikost pod 100 nm nad 100 nm
biologicka aktivita stoupa s klesajici velikosti neméni se
reaktivita a toxicita stoupa s klesajici velikosti neméni se
pocet reaktivnich skupin na
) ) obrovsky mensi
povrchu na jednotku hmotnosti
vztah toxického ucinku
. ) neplati plati
v zavislosti na davce
o ) zvySena difuzivita, nedifunduyji,
difuzivita a sedimentace ) ) )
opozdéna sedimentace sedimentuji

2.1.3 Nanocastice a jejich pusobeni na organismus

o JVédecké discipliny zabyvajici se studiem nanocastic

Studiem nanocastice se zabyvaji dva ptibuzné spolupracujici obory — nanotechnologie a

nanotoxikologie.

o Nanotechnologie

Zabyva se vyvojem materiali na urovni atomd, molekul a makromolekul,
zkouma jejich vlastnosti a vytvari struktury, zafizeni a systémy s novymi
vlastnostmi a funkcemi, které vychazeji z jejich malé velikosti (definice podle
The Nanoscale Science, Engineering, and Technology Subcommitee, 2000). Jde
o multidisciplinarni obor, v némz se spojuji poznatky zakladniho 1 aplikovaného
vyzkumu v biofyzice, molekularni biologii a bioinzenyrstvi a lze predpokladat,
ze vbudoucnu bude mit zasadni dopad na rozlicnd odvétvi mediciny a
farmakologie. Nanotechnologie poskytuje nové systémy, zafizeni a materialy pro
zlepSeni moznosti aplikace novych farmak. V souvislosti s tim dochazi k rozvoji
oboru farmaceutickd nanotechnologie, ktera se zabyva aplikaci poznatka
veédeckych ,,nanodisciplin® ve farmakologii (nanomaterialy, systémy cileného
transportu 1éCiv, diagnostické a zobrazovaci systémy, biosenzory aj.) (13).

Naplni oboru nanomediciny, ktery spojuje a vyuziva poznatky nanotechnologie
a farmakologie, je diagnostika, 1écba a prevence chorob a zranéni, lécba bolesti

a snaha o uchovéni €i zlepSeni lidského zdravi s vyuzitim znalosti struktury
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lidského téla a fyziologickych pochodli na molekularni Girovni a terapeutickych
a diagnostickych nastroji vychazejicich z nanotechnologie (14,15).

o Nanotoxikologie
Toto odvétvi toxikologie studuje vlastnosti nanocastic a nanomaterialt a jejich
toxické pusobeni in vitro a in vivo (16). Posuzovani rizika expozice nanocasticim
a zkoumanim moznosti prevence nezadoucich ucinka terapeutickych nano-
produktt pak podporuje rozvoj nanotechnologie a nanomediciny (17).

e Piisobeni nanocdstic na organismus

o Vstup a chovani nanocdstic v organismu
Hlavni branou vstupu nanocastic do organismu, kromé kiaze a
gastrointestinalniho traktu, jsou dychaci cesty a plice. Nanocastice jsou schopné
penetrovat paracelularné i skrz buiiky do krve, redistribuovat se v organismu,
akumulovat se v riznych organech, napft. v plicich, mozku, jatrech, ledvinach ¢i
slezin€ a vyvolavat v nich patologické zmény (16,18). Do bunék vstupuji jednak
endocytozou, jednak ne zcela jasnym non-vezikularnim mechanismem (16).
Moznost jejich degradace pomoci lyzosomalniho systému je ale omezena.
Nanocastice se tak mohou v burikach hromadit a vyvolavat zmény na urovni
bunéénych organel 1 na urovni genetické informace buriky (18,19).

o Genotoxicky ucinek
Presny mechanismus genotoxického uc¢inku nanocastic prozatim neni znam.
VétSina praci poukazuje na jejich genotoxické pusobeni spusténim oxidativniho
stresu a s tim spojenou indukci apoptdzy, zanétu a zastavy bunécného cyklu
(7,20-24). Prostiednictvim oxidativniho stresu tedy mohou zpusobovat zlomy
v DNA, nestabilitu chromozomu a naruseni mechanismt mitozy, coz muze vést
k maligni transformaci buriky. Jiné studie ale také ukazuji, Ze nanocastice mohou
pronikat do bunécného jadra a pfimo interagovat s DNA (25-27).

o Klinické studie
I presto, Ze je ziejmé, ze nanocastice jako soucast znecisténi zivotniho prostredi
predstavuji riziko pro lidské zdravi, prozatim bylo provedeno jen minimum
klinickych studii. Zelenik a kol. (2012) zkoumali pfitomnost a sloZzeni nanocastic
v patrovych mandlich - pfevladajicimi nalezenymi kovy byly zelezo, chrom, nikl,
hlinik a meéd’ (28). Dvorackova a kol. (2012) potvrdili pfitomnost nanocastic

v plodové vodé, v tkanich mrtvé rozenych plodt i v nadorové tkani glioblastomd,
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coz ukazuje na schopnost nanocastic prechéazet placentarni a hematoencefalickou
bariéru (29). Munger a kol. (2014) pak analyzovali mo¢ a hematologické a
metabolické parametry u zdravych dobrovolnikii po oralnim podani komeréné
vyrabénych roztokl nanocastic stfibra o koncentraci 10 a 32 mg/l: nebyly zjistény
zadné signifikantni metabolické a hematologické zmény ¢i zmény v mocovych
parametrech, stejné tak nebyly zaznamenany morfologické zmény vnitfnich
organd; toxicka davka téchto nanocastic tedy nebyla stanovena (30).
Shrnuti jednotlivych kazuistickych nalezi anorganickych mikro- a nanocastic
v lidskych organovych systémech je uvedeno v tabulce 2.2 (31).
o Toxické piisobeni nanocdstic v dychacim ustroji

o Vyzkum nanocastic in vitro a na zvifecich modelech
Toxické pusobeni nanocastic v dychacich cestach je v souCasnosti intenzivné
zkoumano predevs§im in vitro, pfipadné na hlodavcich. V nékolika studiich na
krysach a na lidskych studiich in vitro byl jiz prokazan toxicky ucinek nanocastic
na plicni tkan ve smyslu vyvolani akutnich 1 chronickych zanétlivych zmén
(akutni alveolitida, bronchialni hyperreaktivita, poskozeni mukociliarniho
transportu, dysfunkce plicnich makrofagu, formace mikrogranulomit) (7,32-34).

o Profesionalni expozice nanocdsticim
Az 11 % celkového objemu a 80 % celkového poctu Castic uvoltiovanych pri
svafeni tvoii nano&astice. Rada autori se proto vénovala profesionalni expozici
nanocasticim obsazenym v plynech vznikajicich pfi svafeni, ale pfedevSim ve
vztahu k respiraCnim pfiznakim pacientt (35,36). Studii zabyvajicich se
pfitomnosti nanocastic pfimo v tkanich téchto pacienti bylo provedeno prozatim
minimum (37-39). Andujar a kol. (2014) potvrdili pfitomnost nanocastic
v plicich svareci pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) a také in
vitro zjistili indukci produkce rastovych faktort fibroblasta lidskymi plicnimi
makrofagy (39). Dalsi podobné prace zabyvajici se pifitomnosti nanocastic v
lidskych plicich maji formu kazuistickych sdéleni; studie s velkymi soubory
pacientd prozatim zcela chybi (40,41).

o Distribuce nanocastic v dychacich cestdch
Distribuce a akumulace nanocastic v riznych etazich dychacich cest byla
studovana na hlodavcich a pomoci pocitacovych modelt. Pomoci pocitacového

modelovani bylo zkouméno chovani nanocéastic pii distribuci v tkanich pfi jejich
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vdechovani. Pfedpoklada se, ze se fidi jinymi zakonitostmi nez Castic vétsich
rozméru. Nejvice nanocCastic se stejné jako mikrocastice zachycuje v dutiné
nosni na skofepach, ale na druhém misté€ je u nanoc¢astic hltan; vétsi castice maji
tendenci deponovat se spiSe v hrtanu (42,43).
o Klinické studie zkoumajici nanocastice v dychacich cestdach:

Zatim bylo provedeno jen velmi malo klinickych studii zkoumajicich pfitomnost
a pusobenim nanocastic na sliznice dychacich a polykacich cest, napt. vyse
zminéna studie Zelenika a kol. (28). Klinické studie zabyvajici se nanotoxicitou
a nanopatologii prozatim narazeji na omezené moznosti stanoveni koncentrace
nanocastic ve vySetfovanych tkanich, nebot jejich detekce v tkani se provadi na
zcela jiném principu nez u vétSich Castic, s nutnosti vyuziti elektronové
mikroskopie a spektroskopickych metod. V nano-méfitku navic nelze tkan
jednoduse mapovat a piitomnost nanocastic statisticky hodnotit. Divodem je
predev§im velmi maly, prakticky az zanedbatelny objem ¢astic v poméru

k celkovému objemu vzorku tkan¢ (28).
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Tabulka 2.2 Priklady nalezt mikro- a nanocastic v lidskych organovych systémech (31).

dychaci systém (plice)

priklady
spektrometricky
zjiSténé histologické detekovanych
zmény/analyzované patologie castic
(elementarni
slozeni)
silikoza, azbestoza, pleuralni Castice kiemiku,
mezoteliom azbest

plicni sarkoid6za

rtut’, sira, kfemik

dlazdicobunéény karcinom

hlinik, wolfram,
fosfor, titan, zelezo

adenokarcinom

zelezo, sira, hlinik,
kiemik, chrom, nikl

alergicky zanét

stiibro

krev (krevni srazeniny)

antimon, kobalt,
kiemik, chrom,
zelezo, wolfram,
bismut, olovo,
barium aj.

zlato, kiemik,

ranulom N .,
g zelezo, hlinik
sideroza zelezo
jatra . barium, zelezo,
karcinom ‘-
méd’, zinek
, olovo, kiemik
fibroza . ’
zelezo

gastrointestinalni trakt

Crohnova choroba (granulomat6zni
zanét stieva)

olovo, hlinik

karcinom tlustého stfeva

zirkon, kiemik, cin,
zelezo, stribro

peritonealni mezoteliom

zeleno, hlinik,
yttrium, thorium,
niob, titan, mangan,
cerium, med’, uran,

ledviny akutni renalni selhani chrom, zelezo, cin
hlinik, wolfram,
sperma titan, méd’, kobalt,

olovo, chrom
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2.2 Detekce, zobrazovani a charakterizace mikro- a nanocastic v tkanich
Vétsina dostupnych metod, které dokazi detekovat a urcit chemické slozeni nejen Castic
mikrorozmért, ale také nanorozmérd, pracuje s méfenim c¢astic v plynném ¢i kapalném
skupenstvi. Toto neni aplikovatelné na histopatologické preparaty. Proto nastroje, kterymi
by bylo mozno zkoumat ptitomnost a potencialné patologické ptisobeni mikro- a nanocastic
vstupujicich do organismu z prostfedi ptfimo v burikach a tkanich, jsou predmétem zkoumant
a pouzivani jednotlivych metod prozatim neni ustalené.
Rozméry nanocastic jsou typicky v dimenzi mens$i, nez je rozsah vinovych délek viditelného
svétla, a proto je bézné jejich detekce pod rozliSovacimi schopnostmi optické mikroskopie
(12). Ani chemickou analyzu exogennich mikro- a nanoc¢astic detekovanych v tkanich neni
standardné mozno vzhledem kjejich celkovému velmi malému objemu provadét
konvencnimi metodami. Metody, které spolehlivé detekuji tyto castice a méfi jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti nejen v prostredi, ale také ve spottebnich produktech, se
postupné rozvijeji teprve v poslednich dvou desetiletich (44).
o Nejcastéji uzivané metody detekce mikro- a nanocdstic je mozno rozdélit do ¢tyt skupin
v zavislosti na principu detekce (45):
o optické detekéni metody (Ramanova mikrospektroskopie, techniky rozptylu
rentgenového zateni, laserova interferometrie, laserova difrak¢ni analyza);
o elektrické detek¢ni metody (elektronova mikroskopie, Coulter counter);
o mechanické detekéni metody (centrifugalni sedimentace, mikroskopie atomarnich
sil, metoda Brunauer-Emmett-Teller);
o metody zalozené najiném principu (ultrazvukové metody, hmotnostni spektrometrie,
elektrosprejova ionizace aj.).
Vtéto praci bylo kdetekci a charakterizaci ¢astic vyuzito metod Ramanovy
mikrospektroskopie a skenovaci (rastrovaci) elektronové mikroskopie, které budou dale

blize popsany. Detailni popis dal§ich vyjmenovanych metod presahuje ramec této prace.

2.2.1 Skenovaci (rastrovaci) elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikroskopie je jednou ze zakladnich metod elektronové
mikroskopie. V souCasnosti ma moznost rozliSeni az pod 1 nm a je metodou volby pro
zkoumani velikosti a struktury mikro- a nanocastic. Ve spojeni se spektrometrickymi

metodami muze byt stanoveno i chemické slozeni Castic (12).
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Obrazek 2.2 Skenovaci elektronovy mikroskop SEM (Quanta FEG 450, FEI)
s rentgenovou mikroanalyzou APOLLO X (EDAX).

ILIPS

e  Princip elektronové mikroskopie
Princip elektronové mikroskopie je analogicky optické (fotonové) mikroskopii. Opticky
mikroskop vyuziva viditelné svétlo (fotony) fokusované pomoci ¢ocek. Vzhledem
k tomu, ze rozméry nanosvéta jsou mensi nez vinova délka viditelného svétla (asi 400
— 750 nm, coz jsou vlnové délky, na které je citlivé lidské oko), je fyzikalni mezi
rozliSovaci schopnosti optického mikroskopu necelych 200 nm (46). V elektronové
mikroskopii funkci ¢oCek zastavaji vhodné tvarovana elektromagneticka pole, ktera
fokusuji svazek elektronti, pficemz vinova délka elektronu je pti urychlovacim napéti
10 kV pouze 0,0123 nm (46,47). Elektronovy mikroskop (EM) méa proto mnohem vyssi
rozliSovaci schopnost.

o Rozdéleni elektronovych mikroskopii
Elektronovou mikroskopii lze rozdélit na dva zékladni typy: transmisni elektronovou
mikroskopii (TEM) a skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM); jejich kombinaci 1ze

ziskat dalsi typy mikroskopu (skenovaci transmisni EM ¢i SEM s detektorem proslych
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elektronu) (48). Schématické srovnani stavby a principu optického mikroskopu, TEM a

SEM je na obrazku 2.3.

Obrazek 2.3 Srovnani optického mikroskopu, TEM a SEM. Zdroj: Soubusta J.

Optoelektronické systémy: Elektronova mikroskopie transmisni a rastrovaci. (49).

Svételny mikroskop TEM SEM

3 _—— zdroj sv¢tla

kondenzorova
¢ocka

vzorek Cocka

objektiv objektivova
clona skanovaci civky

objektiv

intermedialni
cocky

& )
zesilovad

P
3{6//, vychylovaci

RozliSeni 200nm 0. I1nm 0. 5nm

Zvétseni ~ X2000 X 50~ X1,500,000 X10~2X1,000,000

Transmisni elektronovd mikroskopie

TEM, jehoz rozliSeni dosahuje u modernich pfistroji az kolem 0,1 nm, detekuje
elektrony proslé skrz zkoumany vzorek, ktery musi byt velmi tenky (piiblizné 200 nm)
(45,48). Z toho divodu neni mozno TEM wvyuzit kdetekci castic v rutinnim
histopatologickém preparatu.

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

U SEM je obraz tvoten tzv. fadkovym snimanim povrchu preparatu pomoci zaostfeného
elektronového paprsku, pfi¢emz tento mikroskop je schopen zobrazit Castice az o

velikosti fadové jednotek nanometrt, Ize jim zobrazit povrch zkoumanych objekta, urcit
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jejich velikost a vytvofit tzv. , pseudo-3D obraz” (47). Vzorek muze byt az 2 — 3 cm
tlusty a 15 cm dlouhy (49). Nevyhodou SEM pro potieby vySetieni histologickych
vzorkd je ale pravé ultra-vysoké rozliSeni, coz znamena, ze na skenované Casti vzorku
nemusi byt zachyceno reprezentativni mnozstvi Castic, a tak jsou vysledky spiSe
nahodné, a ne statisticky signifikantni (45).

Metoda zalozena na SEM, ktera je nejCastéji vyuzivana k analyze vzorku tkani, je SEM
s energiove disperzni spektrometrii (EDS), SEM-EDS. EDS je zalozena na detekci
charakteristického rentgenového zateni, coz je dal§i ze signalt ziskanych dopadem
primarniho svazku elektroni na zkoumany vzorek. Signal nam dava informaci o
chemickém slozeni materialu, tzv. prvkova spektra (prvkové slozeni). Metoda dokaze
zjistit, jaké prvky a v jakém mnozstvi se nachazeji ve vzorku (50).

Obecnou nevyhodou elektronové mikroskopie je degradace vzorku. Vzhledem k vyuziti
svazku elektront musi byt vzorek vodivy; konkrétné u SEM je nutno ho pokovit (48).
Elektronovy svazek mé navic zna¢nou energii, a proto dochazi k deformaci tvaru Castic
a jejich taveni — vzorek tedy neni mozno pomoci EM zkoumat opakované (47). Dalsi

nevyhodou SEM je zna¢na financni nakladnost samotného zatizeni (45).

2.2.2 Ramanova spektroskopie a mikrospektroskopie

Princip Ramanovy spektroskopie (RS) spociva v neelastickém rozptylu fotond, jinak

zvaném Ramantv rozptyl (51). Ten je pojmenovan po indickém fyzikovi Chandrasekharu

Venkatu Ramanovi, ktery za vysledky své prace pfi studiu rozptylu svétla a objev Ramanova

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

RS zalozena na meéfeni rozdilu energii tzv. vibra¢nich hladin molekul. Tyto vibrace jsou

zmény délek a uhli chemickych vazeb mezi atomy v molekulach; pokud jsou molekuly

v klidu, nachazeji se na tzv. zakladni vibrac¢ni hladin€ a jejich energie je rovna energii

nulovych kmitt (52). Ramanuv jev si 1ze zjednodusené predstavit jako energeticky prechod

molekuly mezi dvéma vibra¢nimi hladinami, k némuz dochazi po interakci molekuly

s fotonem (51).

Interakce fotomi s molekulami (obr. 2.4)

e  Excituji molekulu na vyssi vibracni hladinu a ta pfi deexcitaci vyzafti foton o stejné
energii — tento jev se nazyva Rayleightiv (elasticky) rozptyl, ktery nenese zadnou
analytickou informaci (neni rozdil energii, které by bylo mozno méfit). Excituji

molekulu na vyssi vibracni hladinu, ta pfi deexcitaci vyzari foton o jiné energii a dostava
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se na vyssi vibracni hladinu, nez je jeji zakladni vibracni stav. Tento rozptyl je tedy
neelasticky a oznacuje se jako Stokestv.

e Pokud je molekula jiz pted interakci s fotonem na vyssi vibracni hladin€ nez zakladni,
muze se po dopadu fotonu vratit na zakladni vibrac¢ni hladinu — energie vyzaren¢ho
fotonu je tedy opét jina nez fotonu puvodniho. Tento rozptyl (stejn€ jako Stokestv
neelasticky) se nazyva anti-Stokesuv.

e Stokesuv a anti-Stokestv rozptyl se souhrnné oznacuje jako Ramanav rozptyl. Oba
v sobé nesou analytickou informaci, nebot’ rozdil energii (vinovych délek) ptivodniho a
rozptyleného (vyzafeného) fotonu lze méfit a na zékladé toho je mozno provést
kvalitativni analyzu molekul — kazda molekula ma totiz jiné (specifické) hodnoty energii

vibra¢nich hladin (51,52).

Obrazek 2.4 Rayleighiv a Ramantv rozptyl.

virtualni vibra¢ni
hladiny

vibracni hladiny

O, N WP

1

infraervend Rayleightlv  Stokestiv  Anti-StokesGv
absorpce rozptyl rozptyl rozptyl

Pii RS jsou zkoumané molekuly ozatfeny zdrojem monochromatického svétla — nejcastéji
laserem, ktery interaguje s vibracemi molekul, a vysledkem je zvySeni ¢i snizeni energie
fotont. Tento energeticky posun pak dava informaci o vibracnich modech ve zkoumaném
vzorku, tedy o jeho molekularnim slozeni. Vystupem RS je potom spektrum, tedy zavislost
rozdilu energie (vinové délky) foton oproti ptivodnim fotoniim, které interagovaly se

zkoumanou molekulou (52).
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AZ do 70. let 20. stoleti se RS pouzivala pouze pro studium makroskopickych materialt, ale
s vyuzitim zdroje intenzivniho monochromatického zafteni, laseru, se objevila moznost uziti
RS i pro mikroanalyzu — zrodila se tedy Ramanova mikrospektroskopie (RMS).

RMS kombinuje Ramanovu spektroskopii s optickou mikroskopii a umoziuje méfit spektra
Ramanova rozptylu s prostorovym rozlienim v fadu um?. Neinvazivnim zptsobem tak Ize
studovat nejen anorganické slozky vzorku, ale také slozeni tkani, jednotlivych bunék 1
organel (53).

Zatimco SEM-EDS, ktera poskytuje informaci pouze o elementarnim slozeni detekovanych
Castic i jejich clusterd, RMS pfinasi informaci o chemickém sloZeni Castic, které je Casto
podstatnéjsi nez jejich pouhé elementarni slozeni (54). Ramanovu spektroskopii je mozno
vyuzit k analyzovani slozeni biomolekul (lipidd, proteinti i DNA), ale prozatim je jeji vyuziti
k detekci anorganickych castic vstupujicich do organismu a tkani z prostiedi omezené

(54,55).

Obrazek 2.5 Ramaniiv mikrospektrometr: Smart Raman Microscopy System XploRATM
(HORIBA Jobin Yvon, France).
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2.3 Chronicka rinosinusitida

2.3.1 Zakladni anatomie a fyziologie dutiny nosni a nosni sliznice

Makroskopicka a mikroskopickd anatomie dutiny nosni a vedlejsich dutin nosnich

Dutina nosni je parova dutina, jejimz medialnim ohrani¢enim je nosni septum. Vpiedu
zaCina nosnimi dirkami (nostrilami) a vzadu asti do nosohltanu prostfednictvim choan;
kaudalné ji od dutiny Ustni odd€luje tvrdé a mekke patro. Z jeji lateralni stény odstupuji
3, vzéacnégji 4 skofepy (concha nasalis inferior, media, superior a event. suprema), které

ohrani¢uji horni, stfedni a dolni nosni prachod (obr. 2.6).

Obrazek 2.6 Kosteéna lateralni sténa dutiny nosni. Modifikovano podle Lipiny a kol. (56).

stiedni
skorepa

/ horni
% Celist

Sliznice skofep sehrava vyznamnou ulohu ve fyziologické funkci nosni dutiny jako
soucasti dychacich cest. Stridajici se fyziologicka kongesce dolni skotfepy jedné strany
podmifiujici rozdily v nosni prachodnosti pii zachovaném celkovém odporu je
podkladem tzv. nosniho cyklu (58).

Do nosnich priduchu se oteviraji vyvody vedlejSich dutin nosnich (VDN): Celistni a

¢elni dutiny, pfedni a zadni ¢ichové sklipky a klinové dutiny (obr. 2.7).
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Obrazek 2.7 Vedlejsi dutiny nosni a jejich postnatalni vyvoj.

Celni
dutin

d Cichové
[\ skiipky

Povrch sliznice dutiny nosni a vedlejSich dutin nosnich je kryt vicevrstevnym
cylindrickym ftasinkovym epitelem s poharkovymi buinikami neboli respiracnim
epitelem. Jeho povrchové buiiky jsou spojeny pomoci tight junctions (59). Od lamina
propria sliznice je epitel oddélen vrstvou kolagenniho vaziva — bazalni membranou. Jeji
ztlu§téni bézn€ ukazuje na piitomnost chronického zanétu, ale histologické studie
prokazaly jeji ztlusténi i ve vzorcich sliznice pacienti bez potizi ve smyslu chronické
rinosinusitidy (60). Da se tedy predpokladat, ze ,,normalni nos neexistuje”, vzhledem
k tomu, zZe je nosni sliznice permanentn€ vystavena noxam z vné€jsiho prostiedi (59).
o [yziologie dutiny nosni a nosni sliznice

Zevni nos, nosni dutina a vedlejsi dutiny nosni piedstavuji funkcni jednotku, ktera Cisti,
zvlh¢uje a ohtiva vdechovany vzduch. Sinonazalni sliznice navic hraje vyznamnou roli
v ochrané organismu pfed necistotami a infek¢nimi agens obsazenymi ve vdechovaném
vzduchu.

Sinonazalni mukociliarni clearance hraje primarni roli v ochrané dutiny nosni a VDN.

Rasinky epitelu jsou schopné svym koordinovanym, presné cilenym pohybem posouvat
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hlen z VDN smérem k jejich ostiim a dale do dutiny nosni, kde je posunovan dale

dorzalné¢ do nosohltanu, az je nakonec spolknut a patogeny jsou zlikvidovany

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

Obr. 2.8 Schéma mukociliarni clearance.

Normalni mukociliarni clearance muze byt narusena infekci hornich cest dychacich,
otoky sliznice, anatomickymi anomaliemi ¢i iatrogenné po operacich v dutiné€ nosni.

Epitel sinonazalni sliznice je pokryt vrstvou hlenu, kterd zachycuje odloucené buriky,
patogeny a pevné Castice, které precipituji ve vdechovaném vzduchu. Hlenova vrstva se
sklada z vnéjsi viskozni gelové vrstvy, kterd lezi nad fasinkami, a vnitini rfidké vrstvy

slozené prevazné z vody a elektrolyti, ktera obklopuje fasinky (sol) (62).
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2.3.2 Definice a klasifikace chronické rinosinusitidy
Aktudlngé je obecné piijimana definice rinosinusitidy dospélych dle dokumentu European

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

Tabulka 2.3 Definice rinosinusitidy dle EPOS 2020 (63).

Rinosinusitida — zanétlivé onemocnéni dutiny nosni a VDN charakterizované 2 ¢i

vice symptomy:

jeden z nich je vzdy a zaroven
e nosni obstrukce/kongesce e bolest/tlak v obliceji
nebo e zhorSeni nebo ztrata Cichu

e nosni sekrece

a zaroven

endoskopické znamky a/nebo zmény na vypocetni tomografii
e nosni polypdzy a/nebo (CT) VDN
e hlenohnisava sekrece primarné ze e slizni¢ni zmény ostiomeatalniho
sttedniho pruduchu a/nebo komplexu a/nebo
e otok/slizni¢ni obstrukce primarné e slizni¢ni zmény ve VDN

ve stfednim praduchu

Chronickou rinosinusitidu (CRS) u dospélych s polypy ¢i bez polypt EPOS 2020 definuje
jako rinosinusitidu s trvanim 12 a vice tydnd. Akutni i chronicka rinosinusitida déti jsou
v EPOS 2020 definovany jako samostatné klinické jednotky se specifickou symptomatikou
a diagnostickymi kritérii (63). Tato prace se vénuje pouze problematice u dospélych, proto

rinosinusitida u déti nebude diskutovana.

2.3.3 Epidemiologie a patogeneze chronické rinosinusitidy

o [Lpidemiologie a predisponujici faktory chronické rinosinusitidy
CRS je celosvétove jedno z nejcastéjSich chronickych onemocnéni — celkova prevalence
se dle studii zaloZenych na subjektivnim hodnoceni symptoma u pacienti pohybuje od
5,5 do 28 %; studie hodnotici kromé symptomu i endoskopicky nebo CT nalez pak
prevalenci odhaduji na 3 — 6 % (63).
Vedle faktort jako alergie na inhala¢ni alergeny, bronchialni astma, imunodeficience ¢i

dysfunkce fasinek ukazuji moderni studie silnou asociaci aktivniho pasivniho koureni
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(a to 1 koureni v minulosti) coby predisponujiciho faktoru CRS. Tabakovy kouf je pro
nosni sliznici toxicky, ptsobi prozanétliveé a indukuje oxidativni stres ve sliznici. Vyssi
prevalence CRS byla zjisténa i u jedinct vystavenych vysokému environmentalnimu
zneCisténi — napf. u hasi¢u zasahujicich po teroristickych ttocich na Svétové obchodni
staré zastavbé a u rliznych zaméstnani, pfi jejichz vykonu jsou pracovnici vystaveni
napt. papirovému prachu, dezinfekci, kovovému prachu, zvifeci srsti, plisnim nebo
toxickym plyniim (63).
Patogeneze chronické rinosinusitidy
Z hlediska patogeneze pod termin CRS spada velka skupina heterogennich zanétlivych
onemocnéni nosni sliznice. Mechanismy, které se podileji na vzniku symptomatologie
CRS a patologickych zmén sliznice, navic jesté nejsou dokonale prozkoumany. Obecné
je pfijiméano, ze hlavnimi mechanismy, které se na vyvoji zanétlivych zmén podileji,
jsou dysfunkce mukociliarni clearance, porucha sinonazalni epitelialni bariéry a
zanétem indukovand prestavba tkani, a ze signifikantni roli hraje 1 adaptivni imunita
(73).
o Geneticky podklad
U vétsiny chronickych zanétlivych onemocnéni se pfedpoklada, ze se na jejich
vyvoji podili fada genetickych faktort, resp. jejich kombinace a interakce
s epigenetickymi faktory (63).
o  Mechanismy zdnétu
Aktudlné pfijimana (ale doposud neprokazand) hypotéza piedpoklada, ze
spoustééem zanétlivych mechanismi je dysfunkéni interakce mezi sliznici a
vlivy prostiedi. Na strané sliznice to jsou genetické a epigenetické faktory
imunitniho systému a na strané prostfedi jsou to inzulty jako koufeni,
mikroorganismy, vzdus$né zneCisténi Ci alergeny (63,74). Na pranik patogenu
do sliznice reaguje organismus spusténim drahy imunologickych odpovédi
typu 1, 2 nebo 3 nebo jejich kombinaci; v souvislosti s CRS je prozatim nejvice
prostudovana imunitni odpovéd’ typu 2 (63).
o Faktory prostiedi
Vedle vlivu vird, které se podileji zejména na akutnich exacerbacich
chronického zanétu poruSenim integrity epitelu a funkce rasinek, indukci

nadprodukce hlenu a tim padem poruSenim mukociliarni clearance, a
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respiraCnich alergend, je diskutovana role bakterii v CRS coby komenzalu
a/nebo patogent. Neni jasné, zda pfitomnost urcitych bakterii je pficinou ¢i
nasledkem CRS — spise je pravdépodobné, ze komenzalni bakterie hraji roli
v udrzovani homeostazy na zdravé sinonazalni sliznici a ze vétSina bakterialni
kolonizace je benigni anebo dokonce prospeésnd (63,75,76). Expozice
tabakovému koufi indukuje ve sliznici expresi prozanétlivych cytokindg,
poruSuje proteiny mezibunéénych spoju v epitelu a indukuje ve sliznici
oxidativni stres (77-79). Vliv znecisténi vdechovaného vzduchu (z dopravy,
spalovani fosilnich paliv, z primyslu aj.) na rozvoj akutnich a chronickych
onemocnéni dychaciho traktu (pfedevsim dolnich dychacich cest a plic) je
dobfe zdokumentovan, podobné je velkd pozornost vénovéana také
profesionalni expozici vzdusnému zneCiSténi vznikajicimu pii vykonu
povolani (80—82). Souvislosti expozice znecisténému vzduchu, predevsim pak
vlivu solidnich Castic, a patogeneze CRS se ale prozatim vénovalo jen malo
autort — vétsina studii zkoumala vliv polutantii na bunécné kultury ¢i byla
provadéna na zvifecich modelech, pfipadné se jednalo o retrospektivni
epidemiologické studie (83,84). Prospektivni studie na tomto poli vyzkumu

prozatim chybi.

2.3.4 Diagnostika chronické rinosinusitidy

Diagnostika chronické rinosinusitidy je zaloZzena primarné na anamnéze (pifitomnost
ptiznaka dle EPOS 2020, viz 2.3.2) a rinoendoskopickém vySetieni. Pro diagnézu chronické
rinosinusitidy v endoskopickém obraze svédci pritomnost otoku (hypertrofie) sliznic a/nebo
polypt a/nebo sekrece. Zobrazovaci vySetieni, v piipadé CRS predevsim vypocetni
tomografie (CT) VDN, potom tyto metody dopliuji, zejména v pfipadé zvazované
chirurgické 1écby (85). V indikovanych pfipadech je mozno vyuzit také testi na alergie,
laboratorni vySetfeni krve (napt. ANCA protilatky, ASA senzitivita aj.), provést vySetieni
¢ichu (napt. Sniffing Sticks test, UPSIT, test parfémovanych fixa) ¢i objektivni vysetfeni
nosni prichodnosti (akusticka rinometrie a rinomanometrie) aj. Mikrobiologické vysetfeni
se v piipadé CRS zpravidla neprovadi, jelikoz jeho vysledek pravdépodobné nema vyznam
v 1écbé chronického stavu ani akutnich exacerbaci CRS. Neodmyslitelnou soucasti
rinologického vySetfeni je zhodnoceni kvality zivota pacienta pomoci standardizovanych

dotaznikd (RhinoVAS, NOSE score, SNOT-22 aj.) (86).
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2.3.5 Konzervativni 1é¢ba chronické rinosinusitidy

Cilem 1écby CRS je kontrola onemocnéni, tedy dosazeni stavu, kdy pacient nepocituje

ptiznaky onemocnéni nebo ho pfiznaky neobtézuji (85).

Konzervativni 1écba CRS nespociva pouze v medikamentdzni terapii, ale také rezimovych

opatfenich a opatfenich s ucelem zmirnéni expozice predisponujicim a rizikovym faktorim

(snizeni expozice faktoriim vn¢jsiho prostiedi — virovym infektim, alergeniim, tabakovému

koufi a smogu; lécba imunodeficienci, astmatu a gastroezofagealniho refluxu) (91).

o  Kortikoterapie
Zakladem 1écby CRS je vzdy lokalni kortikoterapie ve formé nazalnich spreji.
Vyznamnym zpusobem zlepSuje pfiznaky CRS a zvySuje kvalitu Zivota pacientd,
snizuje otok nosni sliznice, zmensuje velikost polypli a poopera¢né zamezuje jejich
rekurenci, pficemz maji jen minimum nezadoucich u¢inku (63). Kratkodoba systémova
kortikoterapie se uziva predev§im u CRS s polypy (63,85).

e Solné roztoky
Benefit lavazi izotonickymi roztoky byl prokazan Cetnymi studiemi, pficemz lavaze
vétSimi objemy roztokt maji pravdépodobné vétsi efekt nez jejich uzivani ve forme
spreju (63,92).

e  Biologicka lécba
V souCasné dobé je intenzivné zkoumana role biologické 1écby monoklonalnimi
protilatkami, napf. antiinterleukiny dupilumabem nebo mepolizumabem u pacientt
s obtizné lécCitelnou CRS s prokazanou zanétlivou odpovédi typu 2 a soucasnym

astmatem (93).

2.3.6 Chirurgicka l1écba chronické rinosinusitidy

Chirurgicka 1écCba je indikovana v pfipadé selhani medikamentozni 1écby. Zlatym
standardem chirurgické 1écby CRS je funkéni endoskopicka chirurgie vedlejSich nosnich
dutin — FESS (functional endoscopic sinus surgery) (85). Nejcastéji provadénymi
endoskopickymi endonazalnimi vykony jsou mukotomie (klasicka ,,cold steel mukotomie
¢i jeji modifikace — podslizni¢ni shaverova ¢i laserova turbinoplastika ¢i radiofrekvenéné
indukovana termoterapie skofep), oSetfeni ostiomeatalni jednotky, Cichovych sklipki ¢i
Celistni dutiny (uncinektomie, etmoidektomie, supraturbinalni antrostomie), piipadné i
roz§iteni vyvodu Celni dutiny (frontadlni sinotomie) a otevieni klinové dutiny
(sfenoidotomie). Otevieni vSech VDN do dutiny nosni (tzv. nasalizace) se nazyva

endoskopicka pansinusoperace.
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Material a metodika
3.1.1 Charakteristika studie

Prospektivni studie probihala na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku
Fakultni nemocnice Ostrava v obdobi od zafi 2013 do bfezna 2015. Byla schvalena Etickou
komisi Fakultni nemocnice Ostrava (identifikator FNO-ENT-Nanoparticles, 2 RVO-
FNOs/2013), registrovana jako klinické studie v databazi ClinicalTrials.gov (identifikator
NCT02270125) a provedena v souladu s Helsinskou deklaraci.

Do studie bylo zatazeno celkem 40 pacientt ve véku 20 — 78 let (prumeér 41,3), 31 muztia 9
zen, s klinicky diagnostikovanou CRS s nedostatecnou odpoveédi na konzervativni terapii.
Pacienti byli indikovani k endoskopické ,,cold steel mukotomii (jako samostatny vykon ¢i
jako soucast rozsahlejsiho endoskopického vykonu v dutin€ nosni a VDN). U ¢asti pacientt
byl zaroven predoperacné odebran vzorek hlenu z dolni skotfepy. Formou dotaznikového
Setfeni byla zjisténa demograficka data, profesni a kufacka anamnéza. Nabor pacientt do
studie probihal v ORL ambulanci Fakultni nemocnice Ostrava, podminkou zafazeni pacienta
do studie byl jeho souhlas a podpis informovaného souhlasu. Jako kontrolni skupina bylo
zvoleno 10 kadaverti bez anamnézy CRS v pribéhu jejich Zivota, od nichz byla sliznice
ziskana stejnou technikou jako v ptipadé pacientti s CRS.

Vsichni pacienti zafazeni do studie v¢etné kontrol méli obdobné zivotni podminky ve smyslu
vzdusného zneCisténi zivotniho prostfedi — vSichni pochéazeli ze stejného regionu
(Moravskoslezsky kraj, Ceska republika).

Vzorky sliznice a hlenu byly zpracovany na Ustavu patologie Fakultni nemocnice Ostrava a
bylo provedeno rutinni histologické, resp. cytologické vyseteni. Tato vySetieni byla u vSech
pacientt i kontrol provedena jednim patologem. Zpracované vzorky byly po anonymizaci
nasledné vySetfeny skenovaci elektronovou mikroskopii a Ramanovou mikrospektroskopii
v Centru nanotechnologii Vysoké Skoly bariské — Technické univerzity Ostrava s cilem

detekovat ve vzorcich anorganické nano- a mikroc¢astice a zjistit jejich molekularni slozeni.
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3.1.2 Vstupni kritéria

e Pacienti s CRS (CRS skupina)

o

o

e Kontrolni
o)

o

vek vice nez 18 let;

klinicka diagnéza CRS dle kritérii dle EPOS 2012 (pozn.: kritéria jsou
totozna s diagnostickymi kritérii dle EPOS 2020) (63,94);

endoskopicky verifikovana hypertrofie dolnich skotep;

subjektivné hodnocend nedostate¢na odpovéd na konzervativni terapii
(nazalni kortikoidni sprej) po minimalné 6 mésicich jeho uzivani,

souhlas se zafazenim do studie stvrzeny podepsanim informovaného
souhlasu;

skupina (kadaverozni darci)

vek vice nez 18 let;

bez zjisténé anamnézy chronického zanétlivého onemocnéni nosni sliznice
(CRS, alergickd fungélni rinosinusitida, alergicka rinitida) ¢i jinych
vyznamnych patologii a operaci v oblasti nosu a VDN v prubéhu Zzivota
(napf. tumory dutiny nosni);

pfi endoskopickém vySetteni sliznice dolnich skofep nevykazovala znamky

hypertrofie.

3.1.3 Vylucujici kritéria

Ze studie byli vyfazeni pacienti nerozuméjici Cesky a nesouhlasici s vySetfenim a operaci,

pacienti sanamnézou predchozich operaci nosnich skofep, tumorem dutiny nosni

v anamnéze a pacienti neschopni celkové anestézie. V ptipadé kadavert byla vylucujicim

kritériem anamnéza chronického zanétlivého onemocnéni sinonazalni sliznice ¢i jinych

vyznamnych patologii a operaci v oblasti nosu a VDN (napf. tumoru dutiny nosni) a

pritomnost hypertrofie sliznice dolni skofepy pfi endoskopickém vySetteni.

3.1.4 Odbér vzorkau a jejich zpracovani

Studie byla rozdélena na 3 Casti:

o (st 1: Detekce, zjisténi sloZeni, distribuce a moznosti kvantifikace nano- a mikrocastic

v nosni sliznici u pacientit s CRS
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Prvnich 6 vzorki nosni sliznice pacientdt z CRS skupiny bylo odebrano pomoci
endoskopické ,,cold steel“ mukotomie v celkové anestézii (obr. 3.1). Odebrana tkai byla
pfichycena na parafinové destiCky pomoci sterilnich jehel (povrchem sliznice nahoru);
orientace sliznice byla oznacena na desti¢ce (veptedu a vzadu) a vzorky byly takto
odeslany na Ustav patologie Fakultni nemocnice Ostrava. Tam byly fixovany pomoci
10% formalinu a vertikalné rozdéleny na Ctyfi Casti, v zavislosti na vzdalenosti od
nostril: ¢ast 1 — nejblize k nostrilam, ¢asti 2 a 3 — uprostied a ¢ast 4 — nejblize choanam
(obr. 3.2). Po alkohol-xylenové dehydrataci vzorkl a zaliti do parafinu byly vzorky
nakrajeny na fezy o tloust'ce 2 — 4 pm. Rezy byly vedeny tak, aby byly kolmé na dlouhou
osu vzorku sliznice a aby kazdy vySetfovany fez obsahoval povrchovou cast sliznice
(epitel) 1 hlubsi vrstvy sliznice (tedy piiblizn€ ,,pticné* fezy sliznici). Byly fixovany na
sklenénd mikroskopicka sklicka a nabarveny hematoxylin-eosinem pro potieby
rutinniho histopatologického vysetfeni. Toto vySetfeni bylo ve vSech pripadech
provedeno jednim patologem. Tenké fezy urcené pro dalsi analyzu barveny nebyly —
byly deparafinovany v xylenu a alkoholu a anonymizované byly odeslany do Centra
nanotechnologii VSB-TUO (95).

Cast 2: Srovndni pritomnosti a molekuldrniho slozeni castic ve sliznici CRS skupiny a
kontrolni skupiny

Dalsich 34 vzorka nosni sliznice pacienti z CRS skupiny a 10 vzorkl kontrolni skupiny
bylo odebrano, fixovano a vySetfeno patologem analogickym zptsobem jako v bodé 1.
Na rozdil od prvni ¢asti vzorkt nebyly déleny na Casti podle vzdalenosti od nostril.
Cast 3: Srovndni pritomnosti a slozeni castic v hlenu z povrchu sliznice se sloZenim
cdstic ve sliznici u pacientit s CRS

Od 9 nahodné vybranych pacientd z CRS skupiny byl predopera¢né odebran vzorek
hlenu z hlavy dolni skofepy pomoci sterilni vatové S§téticky, hlen byl natfen na
mikroskopické sklicko, vysusen a vzorky byly cytologicky vySetieny jednim patologem
na Ustavu patologie FNO. Anonymizované vzorky byly odeslany k analyze v Centru

nanotechnologii VSB-TUO (96).
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Obrazek 3.1 Schéma odbé&ru nosni sliznice zdolni skofepy nosni pii endoskopické
mukotomii (Sipka): a) sagitalni fez (pohled na lateralni sténu dutiny nosni), b) koronarni fez.
S — horni nosni skofepa, M — stfedni nosni skofepa, N — nostrila, IN — dolni nosni skofepa,
Un — processus uncinatus, Se — nosni septum.

a) b)

Obrazek 3.2 Schéma vzorku nosni sliznice odebraného pii mukotomii; vertikalni linie
ukazuji rozdéleni vzorku na casti podle vzdalenosti od nostril: vlevo — nejblize nostrilam

(sliznice hlavy dolni skofepy), vpravo — nejdale od nostril (dorzalni konec dolni skotepy).

v
L
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3.1.5 Analytické metody uzité k detekci a charakterizaci ¢astic

Cast 1: Detekce, zjisténi slozent, distribuce a moznosti kvantifikace nano- a mikrocastic
v nosni sliznici u pacientit s CRS

Pro morfologickou charakterizaci a zjisténi elementarniho slozeni ¢astic detekovanych
ve vzorcich sliznice byl pouzit skenovaci elektronovy mikroskop SEM (Quanta FEG
450, FEI) s rentgenovou mikroanalyzou APOLLO X (EDAX) a SEM Philips XL 30
pracujici na 30 keV. Vzorky byly vysSetfeny v BSE (back-scattered electrons) modu
umoziujicim vizualni detekci zmén v elementarnim slozeni — cCastice kovu, které
rozptyluji elektrony, naptiklad vypadaji jako svétlé tecky ve srovnani s tkani, ktera
elektrony absorbuje, a proto se v BSE modu jevi jako tmava. V tomto modu tedy byla
vySetfena cela plocha fezu tkani a byly analyzovany vSechny svétlé tecky.

Ramanova spektra charakterizujici molekularni slozeni anorganickych ¢&astic nebo
jejich clusterd v tkani byla ziskana pomoci Smart Raman Microscopy System
XploRATM (HORIBA Jobin Yvon, France), s pouzitim 532 nm excita¢niho laserového
zdroje, 100x objektivu a miizkovani 1200 zlabkd/mm v rozsahu od 80 do 2000 cm™.
Laserovy paprsek s prumérem piiblizné 0,5 pm umoziuje bodovou fazovou analyzu
mikroc¢astic. Ramanova mikrospektroskopicka analyza byla provedena vzdy ve 4 fezech
z kazdého vzorku, kazdy fez z jiné Casti vzorku dle vzdalenosti od nostril. Pro
kvantifikaci distribuce Castic bylo zvoleno pole sestavajici z 9 bodl s piiblizné stejnymi
vzajemnymi vzdalenostmi pokryvajicimi celou plochu vzorku (obr. 3.3). Analyzované
body byly vybrany tak, aby zahrnovaly oblast pfimo pod povrchem sliznice (oznacena
jako ,,povrchova vrstva“ — pfiblizna tloustka 1 mm) a také oblasti hloubgji ve sliznici
(,,hluboké vrstvy“ — 2 a vice mm pod povrchem). Byla zméfena a interpretovana

Ramanova spektra vSech takto zvolenych bodu (95).
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Obrizek 3.3 Rez sliznici s vyznagenymi 9 body, které byly analyzovany pomoci RMS.

povrchova
vrstva

hlubsi vrstvy

Cast 2: Srovndni pritomnosti a molekuldrniho slozeni castic ve sliznici CRS skupiny a
kontrolni skupiny

Ramanova spektra charakterizujici molekularni slozeni anorganickych €astic nebo
jejich clusterd v tkani byla ziskana pomoci Smart Raman Microscopy System
XploRATM (HORIBA Jobin Yvon, France), s pouzitim 532 nm excita¢niho laserového
zdroje (20-25 mW), 100x objektivu a mfizkovani 1200 gr/mm v rozsahu od 100 do 2000
cm. Intenzita laseru byla regulovana s ohledem na povahu vzorku — byla nastavena
niz§i intenzita laserového paprsku, aby se snizilo riziko poskozeni organickych slozek.
Zatizeni XploRA umoziiuje nastavit intenzitu laserového paprsku na 0,1, 1, 10, 25, 50
a 100 %. Akvizicni Cas a pocet akumulaci byly nastaveny u kazdého vzorku tak, aby byl
maximalné¢ redukovan pomér signal/ruch. Bylo nastaveno mifizkovani s 1200
zlabky/mm. Pomoci mikroskopu byly vizualizovany a vybrany oblasti zajmu, které byly
analyzovany. Dale bylo provedeno Ramanovo mapovani vybranych oblasti po 1um
krocich. Zméfena Ramanova spektra byla korigovana pomoci LabSpec software od
XploRA™ (97).

Cast 3: Srovndni pritomnosti a slozeni castic v hlenu z povrchu sliznice se sloZenim
cdstic ve sliznici u pacientit s CRS

Vzorky hlenu predoperacné odebrané od 9 nahodné vybranych pacienti a vzorky
sliznice tychz pacienti byly vySetfeny pomoci skenovaci elektronové mikroskopie

obdobnym zptusobem jako v ¢asti 1. Aby byla vylouCena mozna kontaminace vzorkt
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Stétickou pouzitou k natéru hlenu na sklicko, byl zaroven vySetfen ,,nulovy“ vzorek

natéru fyziologického roztoku provedeného stejnou §tétickou.

3.1.6 Hodnoceni histologického nalezu

Histologicky nélez ve sliznici byl hodnocen v druhé ¢asti studie. Histologické znamky
zanétu byly vizualné subjektivné posouzeny a hodnoceny podle zndmek zavaznosti zanétu:
0 — normalni histologie (bez zanétu);
1 — hyperplazie epitelu;
2 — hyperplazie epitelu s mirnymi znamkami zanétu v podslizni¢nim vazivu,
3 — chronicky zanét.
Hyperplazie epitelu byla definovana jako pfitomnost hyperplastického cylindrického epitelu
se ztluSt€lou bazalni membranou. Mirné znamky zanétu v podslizniénim vazivu byly

definovany jako piitomnost , diskrétni®, | fokalni“ ¢i ,minimalni* zanétlivé celulizace

(lymfoplazmocytarni celulizace s obCasnou ptitomnosti neutrofili a eozinofil). Chronicky
zanét byl definovan jako masivni pfitomnost zanétlivé celulizace (pfitomnost velkych
clusteri lymfocyti s pfitomnosti plazmocytd, makrofagli a fibroblasti a/nebo celkoveé
masivni zanétliva infiltrace tkané — tedy ne fokalni). VSechny vzorky byly hodnoceny jednim
patologem.

Reprezentativni priklady histologickych nalezii podle hodnoceni zavaznosti zanétu jsou

prezentovany na obrazcich 3.4 - 3.7.
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Obrizek 3.4 Normalni histologie (bez znamek zanétu, zavaznost zanétu — stupeti 0). Opticka

mikroskopie, zvétSeni 200x.

Obrazek 3.5 Hyperplazie epitelu (zavaznost zanétu — stupen 1). Sipka ukazuje na
hyperplasticky epitel. Opticka mikroskopie, zvétseni 200x.
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Obrazek 3.6 Hyperplazie epitelu s mirnymi znamkami zanétu v podslizni¢nim vazivu
(zavaznost zanétu — stupeil 2). Modra Sipka ukazuje hyperplasticky epitel a cervena fokalni

zanétlivou celulizaci. Opticka mikroskopie, zvétSeni 200x.
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Obrazek 3.7 Chronicky zanét v podslizni¢nim vazivu (zavaznost zanétu — stupei 3). Sipka

ukazuje velky cluster zanétlivé celulizace. Opticka mikroskopie, zvétSeni 400x.
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3.1.7 Korelace detekovanych castic, histologického nalezu a kuracké a profesni

anamnézy

Korelace detekovanych castic pomoci RMS, histologického nalezu a kuracké a profesni
anamnézy byla provedena ve druhé casti studie.
o  Skupina CRS
Pro tyto potieby byla CRS skupina rozde€lena na dvé podskupiny:
o  skupina A (histologické znamky zanétu 0 — 2, tj. zadny nebo minimalni
zanét)
o  skupina B (histologické znamky zanétu 3, tj. chronicky zanét)
Pritomnost a chemické slozeni ¢astic bylo porovnano u obou skupin.
o  Kurdcka anamnéza
Podle kutacké anamnézy byla CRS skupina a kontrolni skupina rozdélena na podskupiny:
o kuraci
o nekufaci
e  Profesni anamnéza
Podle profesni anamnézy byla CRS skupina kontrolni skupina rozdélena na podskupiny:
o skupina M -, manualni* pracovnici
o skupina K -, kancelafsti* pracovnici
Do podskupin M a K byli pacienti rozdéleni podle odhadovaného rizika profesionalni
expozice vzduSnym polutantim (M — vysoké riziko, napt. svarec, klempif, straznik; K —

nizké riziko, napf. manazer, programator, student).

3.1.8 Statistické zpracovani

Vysledky 1. a 3. ¢asti studie jsou ¢isté popisného charakteru o malém poctu obdrzenych dat,
a proto nebyly zpracovany statisticky.

Data 2. ¢asti studie byla zpracovana mnohorozmérnou korespondencni analyzou (multiple
correspondence analysis, MCA) k posouzeni obecnych trendi variaci obdrzenych vysledkd.
Pro potteby statistické analyzy byly upraveny vysledky RMS — jmenovité amortni uhlik a
grafit byly zahrnuty pod jednu jednotku, podobné jako ankerit a uhli¢itan vapenaty, siran
barnaty a siran vapenaty, oxidy Zeleza a slouceniny titanu. Vztah histopatologického nalezu
k detekovanym cCasticim byl zpracovan popisnou statistikou. Byly posouzeny i1 dalsi
dopliikové proménné (diagnéza — CRS vs. kontrolni skupina), kouteni (kutéci vs. nekuréci),

vek, pohlavi a povolani (manualni vs. ,kancelafska™ prace). Multivariantni analyza byla
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nasledovana bivariantnim srovnanim vSech pard proménnych — t-testy pro kombinace

Ciselnych dat a jednotlivych kategorii a chi-kvadrat pro kombinace dvou riznych kategorii.
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3.2  Vysledky
3.2.1 Detekce, zjiSténi slozeni, distribuce a moznosti kvantifikace nano- a mikrocastic
v nosni sliznici u pacientu s CRS

Hypotéza 1: Pri CRS vstupuji pevné anorganické nano- a mikrocdstice pritomné v ovzdusi
Jjako soucdst jeho zneciSténi pres poruSenou sliznicni bariéru do submukozy a deponuji i
v hlubSich vrstvdch sliznice.

Bylo vysetieno celkem 6 vzorka (M1 — M6) od pacientii s CRS s cilem ovéfit piitomnost
mikro- a nanocastic v nosni sliznici odebrané pti endoskopické mukotomii, jejich slozeni a
distribuci v nosni sliznici a moznost jejich kvantifikace pomoci skenovaci elektronové

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

Tabulka 3.1 Demograficka data pacienti M1 — M2.

vzorek | pohlavi | vék (roky) profese
M1 m 78 svafeC v dichodu
M2 m 38 programator
M3 m 38 svarec
M4 m 65 straznik
M5 zZ 26 studentka
M6 zZ 44 délnice

o SloZeni castic
Ve vSech vzorcich byly nalezeny mikrocastice rizného elementarniho a molekularniho
slozeni, mnohdy jako shluky mensich ¢astic. Prvky detekované pomoci SEM v riznych
castech vzorkl v zavislosti na vzdalenosti od nostril jsou vyjmenovany v tabulce 3.2.
Nejvice zastoupeny prvek bylo zelezo, dale barium, méd, titan a zinek.

o Velikost a tvar castic
Castice detekované pomoci SEM byly velikosti od nanorozmérd po piiblizné 10 um,
vétsina ve formé€ agregatli nebo aglomeratti, morfologicky byly kulovité ¢i polygonalni
(obr. 3.8 a 3.9). Reprezentativni priklad kulovité Castice kovu (zeleza) byl nalezen ve

sliznici svarece (vzorek M1) (obr. 3.8).
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Obrazek 3.8 Kulovita Castice zeleza ve vzorku M1 v obrazu SEM (zvétSeni 3500x).

AceV SpotMagn Det WD b 10um
250kv 50 3500x BSE 108

Obrazek 3.9 Agregat obsahujici barium ve vzorku M3 v obrazu SEM (zvétSeni 20000x).

spot

5.0 [15.00 kV
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o [nterindividudlni rozdily mezi vzorky
Byly zjistény interindividualni rozdily elementarniho slozeni mezi jednotlivymi vzorky
(tab. 3.2). Nejvétsi zastoupeni riznych prvka bylo zjiSténo u pacientd, ktefi byli
profesionalné vystaveni emisim vznikajicim pfi svafeni (vzorky M1 a M3). U téchto

pacientt bylo nalezeno zelezo ve vSech analyzovanych fezech.

Tabulka 3.2 Prvky detekované ve sliznici pomoci SEM. 1 — Cast nejblize nostril, 2 a 3 —

stfedni Casti, 4 — Cast nejblize choan.

Vzorky
Prv- M1 M2 M3 M4 M5 Mé6
ky |1 23 4(1 2 3 4|1 23 41 23 4|1 2 3 4|1 2 3 4
Ba |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
Mn X X
Mo |x
Ni X X X X
Pb X
Ti X|X X X X X X
Zn X X X X X

o Analyza distribuce a mnoZstvi castic pomoci RMS

Analyza distribuce ¢astic byla provedena pomoci systému zvolenych 9 bodu, ktery byl
popsan vyse. Detekované Castice a jejich molekularni sloZeni jsou uvedeny v tabulce
3.3. Byla zjisténa vétsi incidence Castic v ¢astech dale od nostril (Casti 2 — 4), zatimco

v Casti 1 (nejbliZe k nostrilam) bylo nalezeno méné ¢astic.
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Tabulka 3.3 Castice detekované v riiznych &astech vzorkd sliznice pomoci RMS. P —

povrchova vrstva sliznice, H — hluboké vrstvy sliznice. Anatas - TiO, rutil - TiO», kalcit -

CaCOs, magnetit - FesO4, barit - BaSOy, siderit - FeCOs. Anatas a rutil jsou rozdilné

krystalické formy oxidu titani¢itého (TiO2). Grafit je krystalickd forma elementarniho

uhliku.
Vzorky
v, . M1 M2 M3 M4 MS Mo
Castice
2 3 1 2 3 4|1 2 3 4 2 3 1 2 3 4|1 2 3 4
Anatas H P P P
Rutil H
Kalcit H H P
Magnetit P P
Barit
Siderit P P
Grafit H P P H P P
Amorfni
H P P H P
uhlik

*detekovan dvakrat

Castice byly detekovany jak v povrchovych, tak v hlubokych vrstvach sliznice (tab. 3.3).

Byly zjistény interindividualni rozdily — ve vzorku M1 (svare¢ v dichodu) bylo vice

castic nalezeno v hlubokych vrstvach sliznice, zatimco ve vzorcich M3, M4 a M6 (M3

— svare¢, M4 — straznik, M6 — d¢€lnice) byly Castice nalezeny predev§im v povrchové

vrstvé sliznice. Ve vzorcich M2 a M5 (M2 — programator, M5 — studentka) bylo

nalezeno piiblizn€ stejné mnozstvi ¢astic v povrchové i v hlubokych vrstvach sliznice.

Hypotéza 1 byla potvrzena: Pti CRS vstupuji pevné anorganické nano- a mikrocastice

ptitomné v ovzdusi pfes porusenou slizni¢ni bariéru do submukédzy a deponuji se i

v hlubsich vrstvach sliznice.
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3.2.2 Srovnani pritomnosti a molekularniho slozeni ¢astic ve sliznici CRS skupiny a
kontrolni skupiny

Hypotéza 2: U zdravych jedincii na rozdil od pacientii s CRS anorganické nano- a

mikrocastice do sliznice nevstupuji a nedeponuji se v ni.

Hypotéza 3: SloZeni cdstic detekovanych ve sliznici je ovlivnéno profesiondlni expozici jejich

zdrojiim (napr. pri svdreni) a kourenim.

Byla zjisténa a srovnana pritomnost a molekularni slozeni Castic ve sliznici pacientli s CRS

a ve sliznici kontrolni skupiny (kadavetfi bez anamnézy CRS). Tato data byla korelovana

s histologickym nalezem, koufenim a profesionalni expozici s cilem stanovit moznou

souvislost pfitomnosti detekovanych ¢astic s mirou zanétlivych zmén ve sliznici a tim jejich

moznou roli v etiopatogenezi CRS.

Bylo vysetfeno celkem 40 vzorki od pacienti s CRS (M1 — M4) a 10 vzorki od

kadaverdznich darcti bez anamnézy CRS (R1 — R10) (tab. 3.4 a 3.5). Bylo provedeno

histologické vySetfeni jednim patologem a k detekci Castic a jejich charakterizaci co do

molekularniho slozeni byla pouzita RMS (obr. 3.10).

Obrazek 3.10 Vybrana Ramanova spektra ¢astic detekovanych ve sliznici v CRS skuping,
ziskana Ramanovou mikrospektroskopii. TiO2-A — anatas, TiO2-R — rutil, AC — amorfni
uhlik, CaCOs — kalcit, CaFe(COs3), — ankerit, Fe304 — magnetit, Fe;O3 — hematit, MgCO3 —
uhligitan hofeénaty, GR — grafit, BaSO4 — barit. Upraveno podle Cabanové a kol. (97).
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Tabulka 3.4 Skupina pacientd s CRS: demografické tidaje, kuracka anamnéza, detekované

Gastice a mira zanétlivych zmén; upraveno podle Cabanové a kol. (97).

vzorek pohlavi vék koureni profese detekované Castice histologie
Ml1 m 42 A zednik (M) GR 0
M32 m 31 N administrator (K) AC, Al comp., ankerite 0
Ml m 78 N svare¢ v duchodu M) AC, ankerite, CaCOs, GR, TiO2-A 1
M2 m 38 N programator (K) CaCQ:;s, FesOy4, TiO2-A, TiO2-R 1
M3 m 38 N svaie¢ (M) AC, CaSOs, Fe304, GR, TiO2-A 1
M4 m 65 A straznik (M) AC, ankerite, GR, TiOs-A, TiO>-R 1
M14 m 32 N straznik (M) AC, Fe;05, GR, TiOs-A 1
MI6 m 44 A fidi& (M) CaCOs, GR, TiO2-A, TiO»-R 1
M17 Z 42 N skladnice (M) ankerite, BaSOa, TiO2-A 1
MIS m 34 A kuryr (M) AC, CaCOs, GR, SiO2, TiO»-A 1
M20 m 35 A klempit (M) ankerite, CaCOs,GR, SiO» 1
M33 m 43 N operator vyroby (M) AC, GR, TiO2-A 1
M35 V4 65 N manaZzerka (K) CaCoO:s, TiO2-R 1
M40 m 54 N exekutor (K) - 1
MS m 44 A déInik (M) CaCOs, GR 2
M10 m 37 N manazer (K) GR, TiO2-A 2
M21 m 31 N délnik (M) ankerite, GR 2
M22 m 28 N kovoobrab&¢ (M) TiOz-A 2
M25 m 44 N vykonny feditel (K) AC, Sicomp., TiOz-A, TiO2-R 2
M238 m 42 A policista (M) AC, ankerite, BaSO4, GR 2
M29 m 25 A nezamé&stnany (K) AC, GR, TiO2-A 2
M30 m 39 A svafet (M) AC, Al comp., (Ca, Mg)COs 2
M5 7 26 N studentka (K) Fes304, GR 3
M6 7 44 N délnice (M) AC, CaCOs 3
M7 m 28 N studentka (K) GR 3
M9 7 58 N umélkyné (K) GR, TiO»A 3
Mi2 b 45 N manazerka (K) GR, TiOz2-A 3
M13 m 40 N tifednik (K) Fex0s, TiO2-A 3
M15 7 53 N prodavacka (M) ankerite, GR, TiO2-A 3
M19 m 48 N ¢isnik (M) ankerite, CaCOs, Fe203, SiO2, TiO2-A 3
M23 m 28 N operator vyroby (M) TiO2-A 3
M24 m 54 N policista (M) AC, GR 3
M26 m 42 N vypravéi (M) AC, CaCOs, GR 3
M27 m 25 N student (K) AC 3
M31 7 20 N studentka (K) GR, TiO:-A, TiO2-R 3
M34 7 41 N $vadlena (M) GR, TiO»A 3
M36 m 36 N IT technik (K) GR, TiO:-A 3
M37 m 44 N vedouci vyroby (M) - 3
M338 m 34 N elektrikai (M) - 3
M39 m 55 N podnikatel (K) - 3

Zkratky: m — muz, z — zena, A — ano, N — ne, M — manualni prace, K — kancelarska prace,
GR — grafit, AC — amorfni uhlik, comp. — kompositum, TiO2-A — anatas, TiO2-R — rutil
Histologie (mira zanétlivych zmén): O — normalni histologie (bez zanétu), 1 — hyperplazie
epitelu, 2 — hyperplazie epitelu s mirnymi znamkami zanétu, 2 — chronicky zanét
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Tabulka 3.5 Kontrolni skupina: demografické udaje, kuracka anamnéza a detekované

castice.
vzorek | pohlavi | vék [koureni povolani detekované ¢astice

R1 m 71 N M -
R2 m 57 A M -
R3 m 77 N M TiO2
R4 Z 78 N K AC
RS m 44 N M -
R6 m 67 A M -
R7 m 37 A M -
R8 Z 87 N K -
R9 Z 84 N K -

R10 Z 84 N K -

Zkratky: m — muz, z — zena, A — ano, N — ne, M — manualni prace, K — kancelarska prace,

AC — amorfni uhlik

o  Detekované cdstice

Pevné anorganické mikrocastice a clustery nanocastice prumerné velikosti 0,5 pum byly
detekovany v 90 % (36/40) vzorku sliznice z CRS skupiny a u 20 % (2/10) vzorkt
z kontrolni skupiny. Uplny piehled detekovanych &astic je uveden v tabulce 3.4.
Nejcasteji detekované Castice v CRS skupiné byly TiO; (anatas, rutil), amortni uhlik,
CaCO;s (kalcit), Ca(Fe, Mg, Mn)(COs): (ankerit) and oxidy zeleza - Fe;O4 (magnetit) a
Fe;O3 (hematit). BaSOjs (barit), hlinik a kfemiky byly detekovany sporadicky.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3.6.

V kontrolni skupiné byly pevné anorganické ¢astice detekovany pouze ve dvou vzorcich
- TiO; (anatas) ve vzorku R3 a amorfni uhlik ve vzorku R4; v ostatnich vzorcich tyto

Castice nebyly detekovany.
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Priklady Ramanovych spekter a zobrazeni pomoci EM jsou uvedeny na obrazcich 3.11 -

3.13.

Tabulka 3.6 Nejcastéji detekované Castice v CRS skupiné (celkem 40 vzorki).

Castice Pocet vzorki/40 Procento vzorki
grafit 24 60,0%
TiO, 23 57,5%
amorfni uhlik 15 37,5%
CaCOs 10 25,0%
Ca(Fe, Mg, Mn)(COs), 9 22,5 %
oxidy zeleza 6 15,0%

Obrazek 3.11 Ramanova spektra a EM zobrazeni anatasu ve vzorku M1.
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Obrazek 3.12 Ramanova spektra a EM zobrazeni kalcitu ve vzorku M2.

11004

Intensity

spectrum database

DY

Sample M2 - calcite

= 1085.0

Obrazek 3.13 Ramanova spektra a EM zobrazeni CaSO4 ve vzorku M3.
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e  Histologie
Alespon mirné znamky zanétu byly zjistény v 95 % (38/40) vzorki CRS skupiny (tab.

3.7). Histologie vsech vzork z kontrolni skupiny byla hodnocena jako normalni.

Tabulka 3.7 Zavaznost zanétu v CRS skupiné (celkem 40 vzorku).

Zavaznost zanétu Pocet vzorki/40 Procento vzorku
0 (bez zanétu) 2 5,0%
1 (hyperplazie epitelu) 13 32,5%
2 (mirné zndmky zanétu) 7 17,5%
3 (chronicky zanét) 18 45,0%

e  Korelace histologického ndlezu a detekovanych castic v CRS skupiné
Ve skupiné A (mira zanétu O — 2) byly nejcastéji detekovany grafit a oxid titanicity,
stejné jako ve skupiné B (mira zanétu 3). Dalsi detekované Castice v obou skupinach

jsou shrnuty v tabulce 3.8.

Tabulka 3.8 Detekované Castice ve vztahu k histologickému nalezu. Skupina A: mira

zanétu 0 — 2 — 55 % (22/40) vzorkt / skupina B: mira zanétu 3 — 45 % (18/40) vzork.

Detekované éastice Skupina A Skupina B
grafit 63,0 % (14/22) 55,6 % (10/18)
TiO> (anatas, rutil) 63,0 % (14/22) 50,0 % (9/18)
amorfni uhlik 31,8 % (7/22) 22,2 % (4/18)
CaCO; (kalcit) 31,8 % (7/22) 16,7 % (3/18)
Ca(Fe,Mg,Mn)(COs); (ankerit) 31,8 % (7/22) 11,1 % (2/18)
Fe304 (magnetit) a Fe2Os (hematit) 13,6 % (3/22) 16,7 % (3/18)
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o  Korelace anamnézy koureni a detekovanych castic
V CRS skupiné bylo 9/40 kuraka (22,5 %) a v kontrolni skupiné 3/10 (30,0 %). VSechny
vzorky kufakd v CRS skupiné nalezely k histologické skupiné A (zadny nebo mirny
zanét) (tab. 3.9). V kontrolni skupiné nalezely oba vzorky, v nichz byly detekovany

anorganické castice (TiO; a amorfni uhlik), nekuraktm.

Tabulka 3.9 Detekované castice ve vztahu k anamnéze koutfeni u CRS skupiny.

Detekované Castice Kuraci Nekuraci
grafit 88,9 % (8/9) 51,6 % (19/31)
TiO; (anatas, rutil) 44,4 % (4/9) 61,3 % (19/31)
amorfni uhlik 55,6 % (5/9) 32,3 % (10/31)
CaCOs (kalcit) 44,4 % (4/9) 19,4 % (6/31)
Ca(Fe,Mg,Mn)(CO3); (ankerit) 33,3 % (3/9) 19,4 % (6/31)
Fe304 (magnetit) a Fe;O3 (hematit) 0 % (0/9) 19,4 % (6/31)

o  Korelace pracovni anamnézy a detekovanych cdstic

V CRS skuping byl nejcastéji nalezenou castici u ,,manualnich" pracovnika grafit. U

,kancelafskych" pracovniki byl nejCast€ji nalezen oxid titaniCity. U , manualnich"

pracovniktl byly vSechny analyzované Castice nalezeny Castéji nez u , kancelarskych"

pracovniki, s vyjimkou oxidi zeleza (tab. 10).

V kontrolni skupiné byl TiO> nalezen u ,,manualniho* pracovnika a amorfni uhlik u

,.kancelarského™ pracovnika.

Tabulka 3.10 Detekované Castice ve vztahu k pracovni anamnéze v CRS skupiné. Skupina

M — | manualni“ prace, skupina K — , kancelarska“ prace.

Detekované castice Skupina M Skupina K
grafit 77,3 % (17/22) 38,9 % (7/18)
TiO; (anatas, rutil) 59,1 % (13/22) 55,5 % (10/18)
amorfni uhlik 50,0 % (11/22) 22,2 % (4/18)
CaCOs (kalcit) 36,4 % (8/22) 11,1 % (2/18)
Ca(Fe,Mg,Mn)(CO3); (ankerit) 36,4 % (8/22) 5,6 % (1/18)

Fe304 (magnetit) a Fe;O3 (hematit)

14,6 % (3/22)

16,7 % (3/18)
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o Multivariantni analyza

Biplot mnohorozmérné koresponde¢ni analyzy (MCA) je na obrazku 3.16.
Z proménnych pouzitych pro konstrukci modelu, pfitomnost uhli¢itanti (CO, cos? =
0,524), uhliku (C, cos® = 0,288) a SiO (cos? = 0,284) je dobfe reprezentovana na prvni
ose; AlO (cos? = 0,497) a Ir (cos?> = 0,35) na druhé ose a Ti na prvnich dvou osach (cos?
=0,227 na prvni a 0,318 na druhé). Dopliikové proménné jsou sefazeny piedevs§im podle
prvni osy, pfi¢emz nejnapadnéjsi proménna je diagndza —jedina signifikantné vyjadiena
z dopliikovych proménnych na prvni ose (cos? = 0,336). Ostatni doplitkové proménné
nemaji korelaci s zadnou osou, s vyjimkou koufeni a druhé osy.

Tyto vysledky ukazuji na rozdil mezi ¢asticemi nalezenymi ve sliznici CRS a kontrolni
skupinou. Korelace koufeni a druhé osy ukazuje mozny vztah koufeni a pfitomnosti

AlO, Ir a Ti.

Obrizek 3.16 MCA biplot. Upraveno podle Cabanové a kol. (97).
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e  Bivariantni analyza

o Byla zisténa signifikantni asociace pracovni anamnézy a koufeni. Kufaci
v datovém souboru méli ve sliznici Castéji ptitomné CO (oxidy uhliku) (p =
0,04); nicméné toto pozorovani nelze oddelit od ,,manualni prace a pfitomnosti
CO (p=10,01) — manualni pracovnici meli vétsi tendenci ke koufeni.

o Sohledem na kritérium diagnézy (CRS skupina/kontrolni skupina) byla
pozorovana signifikantni asociace pro C (elementarni uhlik — grafit nebo amorfni
uhlik), Ti (titan) a CO pomoci chi-kvadratu testu dobré shody (p < 0,01, p=10,01
ap=0,01). VCRS skupin¢ byly tyto Castice pfitomny ve sliznici ¢astéji nez
v kontrolni skupiné (obr. 3.17).

Obrazek 3.17 Asociace C, Ti a CO s diagnoézou (rhinitic = CRS skupina, non-rhinitic =
kontrolni skupina; Cervena — malo zastoupena kategorie, modra — vyznamné zastoupena

kategorie). Upraveno podle Cabanové a kol. (97).

Cc Ti co
] N Y Pearson 8 N Y Pearson 8 N Y  Pearson
c residuals c residuals c residuals:
N ;7 Dl o .
S 20 S S
o c o c 2 c
2 8 S 0.0
52 00 B2 . 52
S S SE
ac oz oz
13
20 17 -18
p-value = p-value = p-value =
0.00030804 0.0071633 0.011162

Hypotéza 2 byla potvrzena: U zdravych jedinct narozdil od pacientd s CRS castice do
sliznice nevstupuji a nedeponuji se v ni.
Hypotéza 3 byla potvrzena: Slozeni Castic detekovanych ve sliznici je ovlivnéno

profesionalni expozici jejich zdrojium a koufenim.
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3.2.3 Srovnani pritomnosti a slozeni ¢astic v hlenu z povrchu sliznice se slozenim

castic ve sliznici u pacienti s CRS

Ve tieti Casti studie bylo pomoci SEM a RMS vySetieno 9 vzorkt hlenu od pacienti z CRS

skupiny (tab. 3.11). Vysledky méfeni RMS vzorku hlenu nejsou uvedeny, nebot’ pomoci této

metody nebyly ve vzorcich nalezeny zadné Castice (96).

Tabulka 3.11 Prehled prvki/sloucenin detekovanych v hlenu, resp. nosni sliznici pomoci

SEM a RMS. Upraveno podle Cabanové a kol. (96).

castice Castice ve Castice ve
vzorek | pohlavi | vék | koufeni povolani v hlenu sliznici sliznici
(SEM) (SEM) (RMS)
M10/C5 m 37 N manazer Fe, Mn, Zn Ba, Fe GR, TiO;-A
M12/C9 z 45 N manazerka Fe, Ti Fe, Cu GR, 7i02-A
. . . ankerit, GR,
M15/C8 z 53 N prodavacka Cr, Fe, Ni Fe TiO-A
Ba, Cu, Fe, ankerit,
M17/C3 Z 42 N skladnice Ba Mn, Mo, Ni, BaSO0y,
Ti, Zn TiOz-A
AC, CaCOs3,
MI8/C2 | m 34 A kuryr Ba, Fe BC”TiC‘; f ® | GR. Si02,
’ TiO2-A
M21/C4 m 31 N dé€lnik Fe, Cr, Zn Ba, Fe, Ti ankerit, GR
M22/C7 m 28 N kovoobrabéc Ti, Zn Fe, Ti, Zn Ti0,-A
M23/C6| m |28 | N operator | Cr. I'e. Mn, Fe Ti02-A
vyroby Ti
konny Ba, Cu, Cr, AC, Si
M25/C1| m 44 N V?rfe & tely Fe, Zn Fe,Mn, Ni, | comp., TiO»-
Zn A, TiO,-R

Vyznaceni kurzivou znamena podobné slozeni ¢astic detekovanych v hlenu a ve sliznici.
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Tabulka 3.12 Velikost ¢astic kovu méfena pomoci SEM v hlenu a nosni sliznici.

Upraveno podle Cabanové a kol. (96).

SloZeni a velikost detekovanych castic

Ve vsech pfipadech byly v hlenu a ve sliznici nalezeny ¢astice nebo jejich clustery

obsahujici shodné prvky. Jednalo se predevsim o Castice obsahujici zelezo, zinek, barium

a titan (tab. 3.11). V hlenu i sliznici byly nalezeny castice mikro- i nanorozméru (tab.

3.12). Castice nalezené v hlenu mély v priméru mensi velikost nez Castice nalezené ve

sliznici.

Priblizna velikost detekovanych Castic (um)
vzorek Ba Cu Cr Fe Mn Mo Ni Ti Zn
M10/C5 —/4 —/= —/= 6/<1 7/- —/= —/= —/= 6/—
M12/C9 —/— —/5 —/- 10/3 —/- —/= —/= 2/- —/=
M15/C8 —/= —/= 2/- <173 —/- —/= 2/- —/= —/=
M17/C3 /<1 -/<1 —/2 /2 /2 /2 -/<1 /2 -<1
M18/C2 | <172 -<1 —/— 12 —/= —/= —/= -<1 —/10
M21/C4 —/3 —/— 2/~ 2/2 —/= —/= —/- -<1 3/-
M22/C7 —/- —/- —/= —/8 —/= —/= —/4 2= <177
M23/C6 —/— —/— 5/- 2/2 5/- —/= —/= 5/— —/=
M25/C1 —/4 —/5 /2,5 <1/4 —/8 —/- /2.5 —/— 2/3

Korelace pritomnosti prvkit v hlenu a sliznici

Ve vsech pfipadech byly v hlenu a ve sliznici nalezeny ¢astice nebo jejich clustery

obsahujici shodné prvky. Jednalo se predevsim o Castice obsahujici zelezo, zinek, barium

a titan (tab. 3.11). Co do velikosti ¢astic, v hlenu 1 sliznici byly nalezeny ¢astice mikro-

i nanorozmért; priblizna velikost ¢astic v jednotlivych vzorcich je uvedena v tabulce

3.12. Castice nalezené v hlenu mély v priméru mensi velikost nez Castice nalezené ve

sliznici.

Nejcasteji detekovanym prvkem v hlenu bylo Zelezo, které bylo zaroven nalezeno

pomoci SEM ve vétsin€ analyzovanych vzorkl sliznice (s vyjimkou vzorkh M17 a

M22). Co do tvaru, byly detekovany nepravidelné i1 sférické Castice zeleza (obr. 3.18).
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Druhym prvkem, ktery byl nejcastéji detekovan shodné v hlenu i ve sliznici, byl titan
(elementarni Ti pomoci SEM, pomoci RMS pak jako TiO; — anatas), a to ve vzorcich
M12/C9, M22/C7 a M23/Cé6.

Barium (resp. BaSO4 — barit) bylo nalezeno shodné v hlenu i ve slizici u vzorki M17/C3
a M18/C2. Zinek byl detekovan v hlenu i ve sliznici u vzorkit M22/C7 a M25/C1.

V ,nulovém* vzorku (natéru fyziologického roztoku) nebyly pomoci SEM nalezeny
zadné opticky aktivni Castice.

Ve vsech vysettenych vzorcich byla zjisténa shoda v elementarnim slozeni vzdy alespon
jednoho druhu ¢astic v hlenu i ve sliznici, z ¢ehoz je mozné usuzovat na jejich pavod ve

vdechovaném vzduchu.

Hypotéza 4 byla potvrzena: Slozeni Castic detekovanych v hlenu odpovida slozeni ¢astic

detekovanych ve sliznici.
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Obrazek 3.18 Priklady castic kovu/jejich aglomerati detekovanych SEM v hlenu (1a-4a)
a ve sliznici (1b-4b). Upraveno podle Cabanové a kol. (96).
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4 DISKUSE

4.1 Detekce, zjiSténi slozeni, distribuce a moznosti kvantifikace nano- a mikrocastic
v nosni sliznici u pacientu s CRS
Cetnymi studiemi bylo prokazano, e inhalované nano&astice rtizného elementarniho a
molekularniho slozeni mohou zptsobovat chronické zanétlivé zmény v plicich a také
indukovat maligni transformaci bunék. Jejich role v patologickych zménach sliznice hornich
cest dychacich ale je§t¢ neni dostate¢né prostudovana (8,16,33,98-100). Doposud bylo
provedeno jen minimum klinickych studii; napf. Zelenik a kol. studovali pfitomnost a
slozeni Castic v tkani patrovych mandli (28). Chovani nanocastic v lidskych tkanich je
nejasné a imunitni reakce organismu na né neni doposud uspokojivé prozkoumana. Blizsi
porozuméni role nanocastic vindukci zanétu mize napomoci lepSimu porozuméni
patofyziologickym mechanismim chronickych zanétlivych zmén v nosni sliznici.
Prvni Cast studie byla zaméfena na detekci Castic mikro- a nano-rozmeéra v nosni sliznici,
jejich elementarni a molekularni slozeni, lokalizaci a distribuci ve vzorcich sliznice a na
srovnani interindividualnich rozdila ve slozeni a kvantité ¢astic u riznych pacientd. V této
Casti studie nebyly posuzovany histologické zmény ve sliznici.
Moznost kvantifikace Castic nano-rozméra ve vzorcich v praxi doposud nebyla mozna
vzhledem k tomu, ze princip jejich detekce se zasadné 1isi od detekce Castic vétSich rozmért
kvuli extrémné malym rozmérim ,nanosvéta“ (28). Predlozena studie navrhla novou
metodu moznosti kvantifikace nano- a mikrocastic v nosni sliznici.
Nejpestiejsi zastoupeni kovovych prvkd bylo pozorovano u pacientd profesionalné
vystavenym emisim vznikajicim pfi svareni (vzorky M1 a M3); nejvice zastoupené bylo
zelezo, které bylo nalezeno ve vSech Castech sliznice (nejblize k nostrilam, ve stfednich
castech 1 Castech nejdale od nostril). Toto neni prekvapujici zjisténi, protoze plyny vznikajici
pfi svareni obsahuji prfedevsim zelezo a mangan (101,102). Nicméné 1 svareci jsou vystaveni
podobnému vzdusnému znecisténi jako obecna populace (doprava, pruimyslové znecisténi,
koufeni atd.). Dale je tfeba vzit do Uvahy nastroje z nerezové oceli, které mohou pii
opera¢nim vykonu kontaminovat vzorky tkani. Tomu napovida i fakt, ze ¢astice zeleza byly
nalezeny ve vSech vzorcich vySetfenych v této Casti studie. Na druhou stranu takovyto
zpusob kontaminace nemuze vysvétlit jejich pfitomnost i v hlubokych ¢astech sliznice,

s nimiz chirurgické nastroje nemohly pfijit do ptfimého styku.
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Morfologie detekovanych castic byla studovana pomoci SEM. Byly nalezeny castice
polygonalni 1 sférické. Sférické Castice zeleza byly nalezeny napt. ve vzorku M1 (svarec).
Takovéto Castice jsou nejcasteji produkovany pii procesech probihajicich za vysoké teploty
a Jsou popsany jako ty nejhojnéji zastoupené Castice v plynech vznikajicich pfi svareni (obr.
3.4) (102).

Nejvétsi incidence detekovanych Castic byla ve vSech vzorcich v ¢astech sliznice nejdale od
nostril, zatimco v ¢astech nejblize nostrilam bylo detekovano méné Castic. Zjisténi je
v kontrastu s vysledky nékterych pocitacovych modelt — napi. Ghalati a kol. (2012) na
zakladé pocitaCového modelovani predpokladali, ze se maximum ¢astic bude usazovat na
nejprednéjsi ¢asti nosnich skofep (42). Moznym vysvétlenim rozdilu mezi provedenou studii
a pocitacovym modelem muze byt to, Ze nosni sliznice je dynamicka struktura, na niz se
Castice pomoci mukociliarni clearance mohou pifemistovat, a mohou se deponovat i
redistribuovat v jejich hlubsich vrstvach. Nicméné kohorta této studie je pfili§ malé, aby z ni
bylo mozno vyvodit jasné zavery, jak se lisi distribuce Castic v riznych Castech sliznice
nosnich skotep. V nasi kohort€ také nelze hodnotit a jasné vysvétlit interindividualni rozdily
v distribuci castic co do hloubky (povrchova vrstva vs. hlubsi vrstvy sliznice) (tab. 3.3).
Vzhledem k pfitomnosti Castic v hlubSich castech sliznice bez mozného kontaktu
s povrchem ¢i spodinou, kterd mohla byt kontaminovana chirurgickymi néstroji, 1ze ale
usuzovat, ze ¢astice do sliznice vstupuji z vnéjsiho prostredi a deponuji se v ni.

I pfesto, Ze tato Cast studie prfinesla né€kolik zajimavych vysledki, nelze z ni vyvozovat
jednoznacné zavery. Jejim ucCelem nebylo pfinést statisticky ¢i kvantitativni dikaz
prevalence cCastic v nosni sliznici, jejich slozZeni, zdroju ¢i rizikovosti pro lidské zdravi.
Hlavnim cilem bylo navrhnout a otestovat novou metodu analyzy tkani, ktera by byla
aplikovatelna na vysetfeni vétsiho mnozstvi vzorku.

I pres inicialnég slibné vySe prezentované vysledky ale takto navrzend metoda nemohla byt
pouzita pro analyzu vyznamné vétSsiho poctu vzorki. Vzhledem k absenci jakékoliv
moznosti automatizace tohoto procesu se ukazala byt neimérné narocna na lidské zdroje
(vySetieni jednoho fezu sliznici, tedy Y4 ze vzorku od jednoho pacienta, trvalo priblizné 10
hodin, coz znamend, ze vySetfeni tkdn¢ odebrané od jednoho pacienta trvalo jeden cely
pracovni tyden). Navrzena 9bodova metoda je nicméné ve svém principu jednoduchd a
aplikovatelna na vysetteni jakéhokoliv typu tkan€. Piedstavuje pfislib do budoucna, nebot’
se s postupujici automatizaci fady védeckych i primyslovych procest da predpokladat, ze

bude vyvinut 1 systém zjednodusSujici a vyznamné urychlujici proces RMS analyzy.
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4.2  Srovnani pritomnosti a molekularniho slozeni ¢astic ve sliznici CRS skupiny a
kontrolni skupiny
Cilem této casti studie byla detekce mikro- a nanocastic v nosni sliznici pacienti s CRS a
porovnat jejich pfitomnost a chemické slozeni s kontrolni skupinou bez CRS v anamnéze.
Protoze absolutni vétSina castic byla nalezena v CRS skuping, zatimco v kontrolni skupiné
nebyly nalezeny témér zadné Castice, vysledky studie naznacuji, Ze muze byt asociace mezi
ptitomnosti t€chto ¢astic a CRS.
Pivodnim zamérem studie bylo vySetfit vSech 50 vzorku sliznice z obou skupin vyse
navrzenou 9-bodovou semikvantitativni RMS analyzou (95). Predevsim vzhledem
k neimérné Casové narocnosti bylo od tohoto zaméru upusténo. Tato Cast studie se zaméfila
na vySetieni pritomnosti a slozeni ¢astic v co mozna nejvétsim mnozstvi vzorka bez analyzy
jejich distribuce a kvantifikace. I pfesto, Ze absence kvantifikace predstavuje hlavni limitaci
této studie, mohou byt obdrzené vysledky (pfedev§im pritomnost ¢astic prakticky jen v CRS
skupiné a jejich absence u ,,zdravych“ kontrol) pfinosem k lepsimu pochopeni patogeneze
CRS.
Nejcasteji detekované Castice ve sliznici byly ¢astice obsahujici uhlik (grafit, amorfni uhlik,
kalcit a ankerit) a oxid titanicity (v krystalickych formach anatasu a rutilu). Jak Castice
obsahujici uhlik, tak titan byly v poslednich dvou dekadach zkouméany v fadé studii v oboru
nanotoxikologie — studie zaméfené na jejich toxicitu, genotoxicitu a prozanétlivé vlastnosti
byly provadény predevsim in vitro nebo na zvifecich modelech (7,33,103—-107). Vysledky
nasi studie jsou tedy v souladu s obecnym sméfovanim nanotoxikologie, ktera se zamétuje
na zkoumani a posuzovani rizikovosti uméle vyrabénych nanomaterialti s obsahem uhliku a
titanu (uhlikové nanotrubice, tiskatfsky inkoust, pigmenty, slozky kosmetiky aj.) (97).
Mikro- a nanocastice exogenniho puvodu obsahujici zelezo byly jiz diive detekovany
pomoci RMS ve vzorcich riiznych tkani (28,29). Skodlivost prasnych &astic a koufe
obsahujicich oxidy Zeleza pro dychaci ustroji (tedy Ze zpusobuji chronické zanétlivé
onemocnéni plicni tkané, pneumosiderézu) je jiz dlouhou dobu prokdzana a dobie
dokumentovana u svareci dlouhodobé profesionalné vystavenych emisim vznikajicim pfi
svareni (108). Zaroveri je vyznamnym zdrojem téchto vzdusnych polutanta také spalovani
fosilnich paliv (29).
Barit, hlinik a kfemik byly ve vySetfenych vzorcich detekovany sporadicky. Castice
obsahujici tyto slozky byvaji soucasti dopravniho znecisténi, a to nejen v dusledku spalovani

fosilnich paliv, ale také napt. z otéru brzdovych desticek (109).
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Lze tedy konstatovat, ze slozeni ¢astic detekovanych v nasi studii v nosni sliznici je shodné
se slozenim béznych vzdusnych polutantd, pfipadné Castic, jimz jsou pracovnici vystavovani
v ramci profesionalni expozice - tedy Ze jsou exogenniho ptvodu.

prostredi, a tedy potencialné jiném slozeni vzdusného znecisténi, nicmén¢ vSechny zjisténé
Castice jsou povazovany bud’ za v prostredi vSudyptitomné vzdusné polutanty anebo je jejich
vyskyt ve vzduchu spojen s koufenim nebo profesionalni expozici. Zadna ze zjiténych
Castic tedy nemuze byt povazovana za specifickou pro moravskoslezsky region.
Nejvyznamnéj§im vysledkem nasi studie je jisté napadny rozdil mezi pfitomnosti Castic
témer vyhradné v CRS skupiné a jejich praktickou absenci v kontrolni skupiné. Dysfunkce
epitelialni bariéry a jeji zvySena permeabilita je jednim z patogenetickych mechanismu
podilejicich se na chronickém slizni€nim zanétu a byla studovéna i v souvislosti s CRS
(110,111). Popsany mechanismus miize vysvétlovat vysledky nasi studie: ve zdravé sliznici
je prestup anorganickych Castic a jejich depozice v hlubsich vrstvach tkané omezena ¢i iplné
znemoznéna funkénimi mechanismy epitelialni  bariéry (mukociliarni  transport,
mezibunécné spoje, intaktni bazalni membrana atd.). U CRS je naproti tomu slizni¢ni epitel
pro ¢astice nachazejici se ve vdechovaném vzduchu zvysené permeabilni. Vezmou-li se do
uvahy cytotoxické a prozanétlivé vlastnosti detekovanych castic, jejich pritomnost ve
sliznici maze byt jednim ze spoustécu procest chronického zanétu anebo se mohou podilet
na jeho udrzovani, a tak ptispivat k refrakternim pfiznakim CRS.

Mira zanétu ve vSech vzorcich sliznice byla subjektivné posuzovana jednim patologem. U
vsech vzorkl bylo provedeno standardni histologické vysetfeni optickou mikroskopii.
V kontrolni skupiné nebyly nalezeny znamky zanétu u zadného ze zkoumanych vzorki,
zatimco v CRS skupin€ byly alespori minimalni znamky zanétu zjistény u 95 % vzork.
Zjisténé vysledky jsou v korelaci s pritomnosti zkoumanych castic v 90 % vzorki v CRS
skupiné a jejich absenci v 80 % vzorka zdravé sliznice v kontrolni skupiné.

Prestoze jiz byly navrzeny semikvantitativni histologické stupnice hodnotici miru zanétu u
raznych zanétlivych onemocnéni (napf. u ulcerativni kolitidy), podobna stupnice u CRS
neexistuje (112). Z tohoto divodu bylo navrzeno hodnoceni miry zanétu sinonazalni sliznice
dle subjektivniho hodnoceni patologem (stupné 0-3, O = normalni histologie, 3 = chronicky
zanét). Vzorky CRS skupiny tak byly rozdéleny na dvé podskupiny — skupina A: bez zanétu
¢i s minimalnimi zndmkami zanétu, skupina B: jednoznaéné znamky chronického zanétu

(tab. 3.4). Proti ocekavani bylo nalezeno vice ¢astic a jejich slozeni bylo variabilngjsi ve
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skupiné A nez ve skupiné B. Pouzité hodnoceni ma své limitace — pfedevsim subjektivni
hodnoceni histologického nalezu, vySetfeni fez(i Casti sliznice, které nemusi byt
reprezentativni pro stav sinonazalni sliznice jako celku a samozieymé omezena moznost
kvantifikace castic. Z uvedeného pozorovani nelze vyvodit jednoznaény zavér a je nutny
dalsi vyzkum k ur€eni vyznamu pfitomnosti (a pokud mozno i mnozstvi) anorganickych
castic ve sliznici pro rozvoj chronickych zanétlivych zmén. Nicméné je mozno konstatovat,
ze vysledek této studie potvrzuje koncept CRS predevsim jako priméarné klinické, nikoliv
histologické diagnozy (63).

Kuraci a jedinci vykonavajici urcité , rizikové™ profese jsou vystaveni inhalaci vzdu$nych
polutantl ve zvySené mife proti nekufakiim a jedincim s , nerizikovym*“ povolanim (97).
Studie ukazala signifikantni asociaci koufeni a ,rizikovych® (,,manuélnich®) povoléani
s pfitomnosti anorganickych ¢astic s obsahem uhliku vnosni sliznici. Uvedené
charakteristiky byly neoddélitelné (vSichni kutaci v CRS skuping byli z fad ,, manualnich

pracovnikil), coz potvrzuje asociaci koufeni a socioekonomického statutu (113).

4.3  Srovnani pritomnosti a sloZzeni ¢astic v hlenu z povrchu sliznice se slozenim
castic ve sliznici u pacienti s CRS

Tato Cast studie méla za cil srovnat pfitomnost a slozeni ¢astic v hlenu na sliznici a pfimo ve

sliznici u tychz pacienti a posoudit tedy puvod castic deponovanych ve sliznici ve

vdechovaném vzduchu.

Bylo prokazano, ze nanocastice vstupuji do organismu nejen ve vdechovaném vzduchu, ale

také oralné ¢i transdermalné, a ze maji schopnost se v organismu hematogenné

redistribuovat (16,18,114). Predpokladem této studie tedy bylo, ze pokud by slozeni

anorganickych €astic v hlenu a pfimo ve sliznici bylo z4sadné rozdilné, bylo by mozno

zvazovat hematogenni puvod téchto Castic. Ve vSech vySetfenych vzorcich byla zjisténa

shoda v elementarnim slozeni vzdy alespori jednoho druhu ¢astic v hlenu i1 ve sliznici,

z ¢ehoz je mozné usuzovat na jejich puivod ve vdechovaném vzduchu.

Castice nalezené v hlenu byly spise mensich rozmérti nez ve sliznici. MiiZe to byt vysvétleno

tim, ze malé Castice 1épe pronikaji slizni¢ni bariérou a v tkani poté pii interakci s imunitnim

systémem tvori vétsi clustery (115).

Nejcasteji detekovanym prvkem v hlenu 1 ve vzorcich sliznice bylo zelezo. To se

v organismu vyskytuje pfirozené, a to dokonce i ve formé vétsich agregati (napt. biogenni

Castice magnetitu/maghemitu v lidském hipokampu), vétSinou nepravidelného tvaru

65



s ostrymi okraji (116—118). Na rozdil od téchto ¢astic maji exogenni Castice na bazi zeleza,
emitované do prostiedi vysokoteplotnimi procesy, tvar spiSe okrouhly az sféricky (119-
121). Castice obsahujici Zelezo nalezené v této studii byly okrouhlého a sférického tvaru
(obr. 3.14), l1ze tedy usuzovat na jejich exogenni pivod, a to pfedevsim ve vdechovaném
vzduchu.

Druhym prvkem, ktery byl nejCastéji detekovan shodné€ v hlenu 1 ve sliznici, byl titan
(elementarni Ti pomoci SEM, pomoci RMS pak jako TiO; — anatas). Oxid titanicity je Siroce
uzivany ve farmaceutickém a kosmetickém pramyslu a v obalovych materialech, pfi¢emz
pfirozené se v zivych organismech nevyskytuje (122-124).

Barium (resp. BaSO4 — barit) bylo nalezeno shodné v hlenu i ve sliznici u vzorkt dvou
pacientl. Barium je uvolfiovano do prostredi jak z pfirodnich zdroji (kamenny prach), tak
antropogennimi procesy — je produkovano dalnim primyslem, rafinériemi a pii spalovani
fosilnich paliv (125). Barit je také pouzivan naptiklad jako plnivo pii vyrobé brzdovych
desti¢ek a je uvolnovan do atmosféry pii brzdéni a pfirozené se v organismu nevyskytuje
(109).

Zinek, ktery byl nalezen shodné v hlenu i sliznici dvou pacientt, se piirozené vyskytuje ve
svych dvojmocnych slouCeninach, nejcastéji jako oxid zineCnaty (ZnO). Je to jeden
z esencialnich prvku, je Siroce vyuzivan zejména pro své antimikrobialni, fotokatalytické,
fotooxidacni a dal§i vlastnosti ve farmaceutickém, kosmetickém, dievozpracujicim,
textilnim aj. pramyslu, a proto jsou jeho slouceniny v prostedi vSudypfitomné (126).

Dle vysledku této Casti studie a charakteristik detekovanych ¢astic je mozno zvazovat, ze do
sliznice z vdechovaného vzduchu vstupuje zelezo a barium. Vzhledem k tomu, ze orélni a
transdermalni biologicka dostupnost TiO; je nizkd a TiO; je podobné jako zelezo Siroce
uzivany a do atmosféry uvolfiovany pfi fadé antropogennich ¢innosti, je mozno zvazovat i
ptivod titanu ve sliznici ve vzdusném znecCisténi (114). Podobny zavér u zinku (esencialni

prvek) ucinit ale jisté nelze.
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ZAVER

1) Byla navrzena metoda kvantifikace a analyzy distribuce Castic nano- a mikrorozmeéru

ve vzorcich nosni sliznice:

o

Na malém poctu vzorkt byly zjistény interindividualni rozdily ve slozeni a
distribuci c¢astic a jejich pfitomnost jak v povrchovych, tak hlubokych
vrstvach sliznice. Vysledky jsou v souladu s hypotézou €. 1, ze pti CRS
mohou pevné anorganické Castice pfitomné v ovzdusi jako soucast jeho
zneCiSténi vstupovat pres porusenou slizni¢ni bariéru do submukozy a
deponovat se 1 v hlubsich vrstvach sliznice.

I pfesto, ze z malé vySetiené kohorty nelze vyvozovat statistické zavéry a
metoda RMS mapovani vzorkl tkani pomoci 9 preddefinovanych bodua
poskytla inicialné slibné vysledky, v navazujici studii na vétsim poctu vzorkt
se ukazala pro nemoznost jakékoliv automatizace procesu jako neumeérné
naroc¢na na lidské zdroje.

Navrzend metoda je ale ve svém principu jednoducha a aplikovatelna na
vySetieni jakéhokoliv typu tkané a predstavuje piislib do budoucna, nebot’ se
s postupujici automatizaci fady védeckych i pramyslovych procest da
predpokladat, ze bude vyvinut i systém zjednoduSujici a vyznamné

urychlujici proces RMS analyzy.

2) Byla zjisténa ptitomnost mikrocastic a clusterli nanocastic ve vzorcich nosni sliznice

pacienti s CRS:

o

o

Jednalo se prevazné o slouceniny uhliku a titanu.

Ve sliznici kontrolni skupiny, kadaveri bez anamnézy CRS, tyto Castice
prakticky chybély, coz je v souladu s hypotézou €. 2, tedy ze do zdravé
sliznice pevné anorganické Castice nevstupuji a nedeponuji se v ni.
Vysledky ukazuji na moznou asociaci diagnézy CRS a detekovanych cCastic.
Byla zjisténa signifikantni asociace pfitomnosti Castic na bazi uhliku
s koufenim a profesemi rizikovymi z expozice vzdusnému znecisténi (napft.
svareci, klempifi €1 straznici), coz potvrzuje hypotézu €. 3, tedy ze slozeni
castic detekovanych ve sliznici je ovlivnéno profesionalni anamnézou a

koufenim.
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3) Dle vysledka treti Casti studie srovnavajici elementarni slozeni pevnych anorganickych
Castic ptitomnych v hlenu a ve sliznici samotné lze usuzovat, ze:

o Puvod castic deponovanych ve sliznici je v pfipadé téch nejvice
zastoupenych (zelezo, titan, barium) pravdépodobné ve vzdusném znecisteni.
o Jejich hematogenni pivod je malo pravdépodobny, coZ potvrzuje hypotézu

¢. 4.
Neni tedy jasné, zda pritomnost pevnych anorganickych castic prispiva k vys§i mire
zavaznosti chronického zanétu nosni sliznice. V tomto ohledu vysledky studie neposkytly
jasny zaveér, nicméné asociace mezi jejich pfitomnosti a pfitomnosti zanétlivych zmén
jakékoliv miry se jevi jako pomérné jasna. Je vSak otdzkou pro budouci vyzkum, zda je
pritomnost téchto Castic ve sliznici postizené chronickym zanétem kauzalni, anebo je naopak

vysledkem pre-existujiciho poSkozeni chronicky zanétlivé zménéné sliznice.
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RESUME

Disertacni prace je vénovana detekci a posouzeni elementarniho a chemického slozeni ¢astic
nano- a mikrorozméra v nosni sliznici odebrané pacientim s chronickou rinosinusitidou a
mozné souvislosti jejich pfitomnosti a chronickych zanétlivych zmeén sliznice.

V tvodu teoretické ¢asti jsou shrnuty vlastnosti nano- a mikrocastic, moznosti jejich detekce
a charakterizace, je vysvétlen princip skenovaci elektronové mikroskopie a Ramanovy
mikrospektroskopie a je diskutovana problematika chronické rinosinusitidy se zaméfenim
na mozné patogenetické mechanismy.

V experimentalni Casti prace je popsana metodika studie, ktera byla rozdélena do tii Casti.
Prvni ¢ast studie se zaméfila na detekci, zjisténi slozeni, distribuce a moznosti kvantifikace
nano- a mikroc¢astic v nosni sliznici u pacientd s chronickou rinosinusitidou. Byla navrzena
nova metoda RMS mapovani vzorkd tkani pomoci 9 preddefinovanych bodi. Metoda je pfi
aktualnich pfistrojovych moznostech sice ¢asov€é velmi narocnd, ale ve svém principu
jednoduse aplikovatelnd na vysSetfeni jakéhokoliv typu tkané. Predstavuje tedy pfislib do
budoucna, nebot’ se s postupujici automatizaci fady védeckych i pramyslovych procest da
predpokladat, ze bude vyvinut 1 systém zjednodusuyjici a vyznamné urychlujici proces RMS
analyzy.

V druhé ¢asti studie byla zjisténa pfitomnost anorganickych ¢astic nano- a mikrorozmeért ve
vzorcich nosni sliznice pacientti s CRS, prevazné sloucenin uhliku a titanu, zatimco ve
sliznici kontrolni skupiny, kadavert bez anamnézy CRS, tyto ¢astice prakticky chybély. To
muiize ukazovat na moznou asociaci diagnozy CRS a detekovanych cCastic. Byla zjisténa
signifikantni asociace pfitomnosti ¢astic na bazi uhliku s koufenim a profesemi rizikovymi
z expozice vzdusnému znecisténi (napt. svareci, klempifi ¢i straznicti).

Dle vysledka treti ¢asti studie srovnavajici elementarni slozeni ¢astic pfitomnych v hlenu a
ve sliznici samotné 1ze usuzovat, ze ptivod Castic deponovanych ve sliznici je v ptipadé téch
nejvice zastoupenych (zelezo, titan, barium) pravdépodobné ve vzdusném znecisténi a jejich
hematogenni pavod je malo pravdépodobny.

Neni jasné, zda pritomnost anorganickych ¢astic nano- a mikrorozmeért piispiva k vyssi mife
zavaznosti chronického zanétu nosni sliznice - v tomto ohledu vysledky studie neposkytly
jasny zaveér, nicméné asociace mezi jejich pfitomnosti a pfitomnosti zanétlivych zmén
jakékoliv miry se jevi jako pomérné jasna. Je vSak otdzkou pro budouci vyzkum, zda je

pritomnost téchto Castic ve sliznici postizené chronickym zanétem kauzalni, anebo je naopak

69



vysledkem pre-existujiciho poSkozeni a tim padem zvysSené permeabilitity dysfunkcni
epitelialni bariéry chronicky zanétlivé zménené sliznice.

I kdyz vSechny vysledky studie neposkytly jasné naplnéni stanovenych cili, na poli
,nanoveédy“ se jedna o zcela unikatni a prukopnickou praci. Takto rozsahla studie na
lidskych tkanich doposud nikdy provedena nebyla a mize slouzit jako jeden ze zakladnich
kament v klinickém vyzkumu v oborech nanotoxikologie a nanopatologie.

Na zaklad¢€ predlozené studie byla zahajena rozsahla spoluprace nejen otorinolaryngologg,
ale také dalsich odborniki jinych klinickych obort z Fakultni nemocnice Ostrava, s Centrem
nanotechnologii Vysoké skoly barniské-Technické univerzity Ostrava. Vysledky autorského
kolektivu Kliniky ORL a chirurgie hlavy a krku FNO a Centra nanotechnologii byly
prezentovany na narodnich i mezinarodnich konferencich a publikovany v recenzovanych a

impaktovanych periodicich.
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SUMMARY

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 RMS 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 CRS. As to their composition, mostly carbon and
titanium compounds were detected. In the control group samples obtained from cadavers
without history of CRS 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 if 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 will show whether the association is causal or if 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 VSB-TUO 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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elektronova mikroskopie
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surgery)
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34
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Srovnani rozméru nanocastic a mikrocastic s jinymi objekty: jak
,velké“ je ,nano-“ a , mikro-“?

Skenovaci elektronovy mikroskop SEM (Quanta FEG 450, FEI)

s rentgenovou mikroanalyzou APOLLO X (EDAX).

Srovnani optického mikroskopu, TEM a SEM. Zdroj: Soubusta J.
Optoelektronické systémy: Elektronova mikroskopie transmisni a
rastrovaci. (48).

Rayleightiv a Ramantv rozptyl.

Ramantv mikrospektrometr: Smart Raman Microscopy System
XploRATM (HORIBA Jobin Yvon, France).

Kosténa lateralni sténa dutiny nosni. Modifikovano podle (55).
Vedlejsi dutiny nosni a jejich postnatalni vyvo;j.

Schéma mukociliarni clearance.

Schéma odbéru nosni sliznice z dolni skofepy nosni pii endoskopické
mukotomii: a) sagitalni fez (pohled na lateralni sténu dutiny nosni), b)
koronarni fez. S — horni nosni skofepa, M — stiedni nosni skotrepa, IN
— dolni nosni skofepa, Un — processus uncinatus, Se — nosni septum.
Schéma vzorku nosni sliznice odebraného pfi mukotomii; vertikalni
linie ukazuji rozdéleni vzorku na €asti podle vzdalenosti od nostril.
Rez sliznici s vyznagenymi 9 body, které byly analyzovany pomoci
RMS.

Normalni histologie (bez znamek zanétu, zavaznost zanétu - stupein
0). Opticka mikroskopie, zvétSeni 200x.

Hyperplazie epitelu (zdvaznost zanétu - stupei 1). Sipka ukazuje na
hyperplasticky epitel. Optickd mikroskopie, zvétSeni 200x.
Hyperplazie epitelu s mirnymi zndmkami zanétu v podslizni¢énim
vazivu (zavaznost zanétu - stupen 2). Modra Sipka ukazuje
hyperplasticky epitel a ¢ervena fokalni zanétlivou celulizaci. Opticka

mikroskopie, zvétSeni 200x.
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Chronicky zanét v podslizniénim vazivu (zdvaznost zanétu - stupefi
3). Sipka ukazuje velky cluster zanétlivé celulizace. Opticka
mikroskopie, zvétSeni 400x.

Kulovita Castice zeleza ve vzorku M1 v obrazu SEM (zvétSeni 3500x).
Agregat obsahujici barium ve vzorku M3 v obrazu SEM (zvétSeni
20 000x).

Vybrana Ramanova spektra ¢astic detekovanych ve sliznici v CRS
skuping, ziskand Ramanovou mikrospektroskopii. TiO;-A — anatas,
TiO2-R — rutil, AC — amorfni uhlik, CaCOs — kalcit, CaFe(CO3), —
ankerit, Fe3s04 — magnetit, Fe>O3 — hematit, MgCOs — uhlicitan
hoteénaty, GR — grafit, BaSO4 — barit. Upraveno podle Cabanové a
kol. (98).

Ramanova spektra a EM zobrazeni anatasu ve vzorku M1.
Ramanova spektra a EM zobrazeni kalcitu ve vzorku M2.
Ramanova spektra a EM zobrazeni CaSO4 ve vzorku M3.

MCA biplot. Upraveno podle Cabanové a kol. (98).

Asociace C, Ti a CO s diagnozou (rhinitic = CRS skupina, non-rhinitic
= kontrolni skupina; Cervena — malo zastoupena kategorie, modra —
vyznamné zastoupena kategorie). Upraveno podle Cabanové a kol.
(98).

Ptiklady castic kovu/jejich aglomerati detekovanych SEM v hlenu
(1a-4a) a ve sliznici (1b-4b). Upraveno podle Cabanové a kol. (97).
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Srovnani vlastnosti nanoc¢astic a mikrocastic.

Ptiklady nalezi mikro- a nanocastic v lidskych organovych systémech.
Definice rinosinusitidy dle EPOS 2020 (63).

Demograficka data pacienti M1 — M2.

Prvky detekované ve sliznici pomoci SEM. 1 — ¢ast nejblize nostril, 2

a 3 — stfedni Casti, 4 — Cast nejblize choan.

Castice detekované v riiznych &astech vzorkd sliznice pomoci RMS. P —
povrchova vrstva sliznice, H — hluboké vrstvy sliznice.

Skupina pacienti s CRS: demografické tidaje, kuracka anamnéza, detekované
Gastice a mira zanétlivych zmén; upraveno podle Cabanové a kol. (98).
Kontrolni skupina: demografické udaje, kurackd anamnéza a detekované
castice.

Nejcastéji detekované Castice v CRS skupiné (celkem 40 vzorku).
Zavaznost zané€tu v CRS skupiné (celkem 40 vzorki).

Detekované Castice ve vztahu k histologickému nalezu. Skupina A: mira
zanétu 0 — 2 — 55 % (22/40) vzorkt / skupina B: mira zanétu 3 — 45 % (18/40)
vzorkd.

Detekované castice ve vztahu k anamnéze kouteni u CRS skupiny.
Detekované Castice ve vztahu k pracovni anamnéze v CRS skupiné. Skupina
M — | manualni“ prace, skupina K — , kancelarska“ prace.

Prehled prvki/sloucenin detekovanych v hlenu, resp. nosni sliznici pomoci
SEM a RMS. Upraveno podle Cabanové a kol. (97).

Velikost ¢astic kovu méfena pomoci SEM v hlenu a nosni sliznici.
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