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Abstrakt

Nanocastice (NPs) maji velky potencial vyuziti v mnoha odvétvich lidské ¢innosti,
nicmén¢ noveé publikované studie varuji pied jejich moznym toxickym vlivem na zivé
organismy. | pies tato varovani ale koncentrace nanocastic v Zivotnim prostiedi neustale roste.
Kromé nanocastic, které¢ jsou syntetizovany za tcelem riznych aplikaci, jsou do zivotniho
prostfedi ve vysokych koncentracich emitovany nanocastice vznikajici jako nezadouci
produkty ¢etnych pramyslovych procest. Tyto nanocastice se vyznamné podileji na znecisténi
ovzdusi a predstavuji tak potencialni riziko pro Zivé organismy. Tato prace se zabyva vlivem
inhalace nanocastic PbO, které jsou do prostiedi emitovany pii vysokoteplotnich primyslovych
procesech, na primarni a sekundarni cilové organy laboratorni mysi.

Mysi samice umisténé do celotélovych inhala¢nich kleci byly vystaveny nanocasticim
PbO o piiblizné koncentraci 10° astic/cm® po dobu 6 nebo 11 tydnii (24 hodin denng, 7 dni
Vv tydnu). Na konci inhala¢nich experimentti byly cilové organy (plice, jatra, ledviny, mozek
a slezina) zvazeny a odebrany pro histopatologické, histochemické, imunohistochemické,
imunofluorescenc¢ni analyzy a pro studium genové exprese.

Histopatologicka analyza plic exponovanych jedinct prokazala chronicky zanét plicni
tkan€. V jatrech zpiisobila inhalace nanocastic PbO steatohepatitidu a remodelaci jaterniho
parenchymu. Sestitydenni inhalace NPs PbO piekvapivé nezptsobila zadné signifikantni
mikroskopické defekty v ledvindch. Patologické zmény v tkédni ledvin jsme prokézali aZ po
jedenactitydenni expozici nanocéasticim PbO. V mozku byly signifikantni mikroskopické
defekty lokalizovany pouze v hippokampalni oblasti. Po inhalaci nanocastic PbO byly
pozorovany nekrotické neurony v pyramidové vrstvé Ammonova rohu a spongiformni zmény
bilé hmoty v okoli hippokampu. Ve slezin€¢ nebyly zaznamendny zadné signifikantni
mikroskopické defekty, byl pouze pozorovan vyssi pocet megakaryocytli a megakaryoblasti.

NasSe studie prokazala, Ze inhalované nanocastice PbO piestupuji ptes plicni bariéru
a krvi jsou distribuovany do dalSich tkani a organt, kde zptisobuji cetné patologické zmény.
Dlouhodobé expozice témto ¢asticim tedy miiZze vést k vdznym zdravotnim potizim. V dne$ni
dobé stale se zvySujiciho mnozstvi nanocastic olova v Zivotnim prostedi bude tak nezbytné se

zam¢éfit na snizeni produkovanych primyslovych emisi.

Klicova slova: nanocastice, PbO, inhalace, plice, jatra, ledviny, mozek, slezina



Abstract

Nanoparticles (NPs) have an enormous potential of use in various fields; however,
recently published studies warn against their possible toxic effect on living organisms. Despite
this warnings, the concentration of nanoparticles is constantly increasing in the environment.
In addition to nanoparticles synthesized for industrial applications, nanoparticles are emitted
in high concentrations to the environment as an unwanted results of numerous processes
associated with engineering. These nanoparticles significantly contribute to air pollution and
represent a potential risk to living organisms. Our study is focused on the effect of inhalation
of lead oxide nanoparticles, which are emitted to the environment by high temperature
technological processes, on primary and secondary target organs in laboratory mice.

Female mice were placed into whole body inhalation chambers and continuously
exposed to lead oxide nanoparticles with an average concentration 10° particles/cm?® for 6 or
11 weeks (24 hours/day, 7 days/week). At the end of the exposure periods, target organs (lung,
liver, kidney, brain and spleen) were weighted and collected for histopathological,
histochemical, immunohistochemical, immunofluorescent analysis and for the study of gene
expression.

The histopathological analysis of PbO-exposed lung revealed a chronic inflammation
of lung tissues. In liver, the inhalation of PbO nanoparticles caused steatohepatitis and
the remodeling of liver parenchyma. There were surprisingly not observed any significant
microscopic defects in kidney after 6™ week inhalation of PbO NPs. We demonstrated
pathological changes only after 11" week exposure to PbO nanoparticles. In brain, significant
microscopic defects were located just in the hippocampal areas. We observed the presence
of necrotic neurons in the pyramidal layer of Ammon’s horn and spongiform changes in white
matter surrounding the hippocampus after exposure to PbO NPs. There were not observed any
significant changes in spleen, only the amount of megakaryocytes was slightly increased.

Our study determined the passage of lead oxide nanoparticles through lung barrier and
their distribution via blood into the secondary target organs where they caused numerous
pathological changes. Therefore, the long-term expositions to these nanoparticles can initiate
serious health problems. Because of increasing amount of the nanoparticles in the environment,

it will be necessary to regulate the production of industrial emissions in future.

Key words: nanoparticles, lead oxide, inhalation, lung, liver, kidney, brain, spleen



Seznam pouzivanych zkratek

Ab protilatka (Antibody)

ABC avidin-biotinovy komplex (Avidin-Biotin Complex)

Ag antigen (antigen)

APAAP alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza (Alkaline Phosphatase-Anti-Alkaline Phosphatase)
ATPaza adenosin trifosfataza (Adenosine Triphosphatase)

BrdU bromodeoxyuridin (Bromodeoxyuridine)

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina (complementary deoxyribonucleic acid)

CT Cycle Treshold

DAB diaminobenzen (Diaminobenzene)

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

HE hematoxylin-eosin (haematoxilin-eosin)

IF imunofluorescence (immunofluorescence)

Ig imunoglobulin (immunoglobulin)

IHC imunohistochemie (immunohistochemistry)

LFB barveni luxolovou modii (Luxol Fast Blue)

mMRNA mediatorova RNA (messenger RNA)

NF neurofilamenta (neurofilaments)

NF-M stfedni podjednotka neurofilament (neurofilaments-medium)

NF«B nuklearni faktor kappa B (Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-enhancer of activated B cells

nebo také Nuclear Factor Kappa B)

NF«B1 nuklearni faktor kappa B 1 (Nuclear Factor Kappa B Subunit 1)

NF«B2 nuklearni faktor kappa B 2 (Nuclear Factor Kappa B Subunit 2)

NPs nanocastice (nanoparticles)

PAP peroxidaza-anti-peroxidaza (Peroxidase-Anti-Peroxidase)

PAS PAS reakce (Periodic Acid Schiff)

PbO oxid olovnaty (lead oxide)

PBS fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PCNA jaderny antigen proliferujicich bunék (Proliferating Cell Nuclear Antigen)

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PFA paraformaldehyd (Paraformaldehyde)

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase chain reaction)
rpm pocet otacek za minutu (rounds per minute)

SOX SRY — (Sex determinant region Y)-boxes

SOX2 SRY — (Sex determinant region Y)-BOX 2

SOX9 SRY — (Sex determinant region Y)-BOX 9

TdT terminalni deoxynukleotidyl transferaza (Terminal deoxynucleotidyl Transferase)

TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling
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1 UVOD

Nanotechnologie je védni oblast, ktera se zabyva praktickym vyuzitim takovych
materiald, jejichZ struktura je tvofena ¢asticemi velikosti v fadu nanometra (Buzea et al., 2007).
Vyuziti nanomateriali je v dneS$ni dobé rozsahlé, své uplatnéni nachazeji v elektronice,
medicing€, kosmetice, farmaceutické vyrobé, potravinafstvi, stavebnictvi, strojirenstvi, textilnim
prumyslu a mnoha dalsich odvétvich (Nowack et al., 2007; Skiehot and Rupova, 2011).

Jelikoz zdjem o nanotechnologie celosvétové stile vice roste, ptirozené dochazi
K nardstu nanocastic v Zivotnim prostiedi a zvysuje se tak pravdépodobnost jejich vlivu na Zivé
organismy. Ruku v ruce se syntézou stale novych nanostruktur se postupné zacaly objevovat
prvni toxikologické studie poukazujici na negativni vliv nanocastic na lidské zdravi (Buzea
et al., 2007; Maynard et al., 2006; Net et al., 2006). Piedpoklada se, Ze jsou to pravé vyznamné
odlisné a specifické vlastnosti nanomateriali, které spolu s jejich chemickym sloZenim
zodpovidaji za odlisny toxicky u¢inek a toxikokinetiku (absorpce, distribuce nebo eliminace
V organismu) ve srovnani s véts§imi ekvivalenty (Nel et al., 2006).

Jako reakce na prvotni studie o toxicité nanocastic zacal v poslednich né&kolika
desetiletich stoupat rovnéz pocet odbornych pracovist, kterd se zabyvaji negativnim vlivem
nanocastic na zivé organismy (Maynard et al., 2006). K této skutec¢nosti pfispély zejména nové
poznatky o mnozstvi generovanych nanocastic v diisledku primyslové ¢innosti, zhorSujici se
zdravotni stav obyvatel znecisténych oblasti a také snaha o komplexni vyzkum v poli
nanotechnologii (Danihelka, 2010).

Ani Ceska védecka obec nezlstava v tomto pozadu. Jiz nékolik let jsou pofadany
veédecké konference jako je Nano ¢i NANOCON, a vznikaji nova specializovana centra pro
vyzkum nanomateriald, napt. v Praze, Brn¢, Olomouci ¢i Ostravé (Skiehot and Rupova, 2011).

Tato prace je soucasti brnénského projektu s nazvem ,,Centrum toxickych studii
nanoéastic*, na kterém spolupracuje Ustav Zivo&isné fyziologie a genetiky Akademie véd
Ceské republiky, v.v.i., Ustav analytické chemie Akademie véd Ceské republiky, v.v.i. a také
Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity v Brg&. Projekt se
zabyva toxickym vlivem inhalovanych aerosolli obsahujicich nanocastice oxidii kovii (jako je

PbO, CdO, ZnO ¢i MnO) na Zivé organismy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nanocastice

Jiz od pocatku evoluce byly vSechny zivé organismy vystavovany vlivu nanocastic,
které vznikaly pii fad¢é spalovacich procesi, jako jsou lesni pozary ¢i sopecna ¢innost. OvSem
zaCatkem pramyslové revoluce se pocCet nanocastic unikajicich do ovzdusi dramaticky zvysil
a poté dale rapidn¢ vzrostl s objevem nanotechnologie (Maynard et al., 2006).

Jako nanocastice (NPs) oznacujeme takové objekty, u nichz se alespoii jeden rozmér
pohybuje v rozmezi od 1 nm do 100 nm (Borm et al., 2006). Toxicita riznych nano¢astic neni
stejnd, zavisi na mnoha faktorech, mezi které naptiklad patii jejich velikost, tvar ¢i povrchové
vlastnosti (Skiehot and Rupova, 2011). Cetné studie prokazuji, Ze mensi &astice predstavuji pro
organismus daleko vyssi riziko, nez jejich vétsi ekvivalenty (Li et al., 2003; Oberdorster, 2001).

Kromé¢ vlastnich parametrit NPs hraje roli pii mife jejich toxicity i zplsob, jakym
nanocastice do organismu vniknou. Mezi hlavni cesty vstupu nanocastic do organismu patii
inhalace, ingesce a dermalni vstup. Z expozi¢nich cest je nejpravdépodobnéjsi a v soucasnosti
nejstudovanéjsi inhalaéni vniknuti NPs, nebot’ problém znecisténého ovzdusi je celosvétovy
a plice také predstavuji nejefektivnéjsi primarni branu pro jejich vstup (Casals et al., 2008).
Z plic se nanocastice ptes krevni ob&h rychle dostavaji do celého téla a zplsobuji tak poSkozeni
mnohych dalsich organti (Dumkova et al., 2016; Hoet et al., 2004; Oberdorster, 2001).

Nanocastice miizeme obecné délit na ty, které vznikaji jako nezddouci produkty
prumyslovych procest (jako jsou napft. spalovaci procesy), a na nanoc¢astice umeéle pfipravené
pro urc€ité aplikace. Pravé nanocéstice vzniklé jako neZadouci produkty se vyznamné podileji
na znec€isténi Zivotniho prostfedi (Maynard et al., 2006). V tomto projektu jsme se zaméfili na
vliv inhalace nanocastic, které jsou do prostiedi emitovany piedevs§im jako vedlejsi produkty

prumyslové vyroby.

2.2 Olovo

Olovo (Pb) je pevny chemicky prvek IV. A skupiny s atomovym ¢islem 82, ktery fadime
mezi t&7ké kovy. V piirodé se ve slouéeninach vyskytuje s mocenstvim Pb?" a Pb** (Greenwood
and Earnshaw, 1993). Olovo jako tézky kov, ktery nema zjevnou biologickou funkei, patii mezi
celosvétove pritomné polutanty s nejvétsi toxikologickou databazi. K jeho uvoliovani dochazi
jak pfirodni cestou, naptiklad z riznych minerald, tak prevazné v dusledku lidské Cinnosti

(Grandjean, 2010; Papanikolaou et al., 2005).
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Toxicita olova je znama jiz fadu let, ale ptesto je i v dnesni dobé stale hojné vyuzivano
napiiklad pfi vyrobé akumulatort, rznych slitin nebo stieliva. Olovo se dale pouziva jako
konstrukéni materidl v chemickém primyslu ¢i jako soucast ochrannych oblekt proti RTG
zateni (Greenwood and Earnshaw, 1993). Hlavnim zdrojem olova ve vzduchu jsou spalovaci
procesy, doprava nebo spalovani fosilnich paliv a odpadii. Olovo je také nedilnou soucasti
cigaretového kouie. V pracovnim prostredi se 1idé do kontaktu s olovem nejvice dostanou pii
jeho taveni nebo pfi recyklaci baterii. V nékterych lokalitach jsou zdrojem znecisténi zivotniho
prostiedi timto kovem olovéné huté a doly (Papanikolaou et al., 2005).

Olovo vnika do organismu inhalaci malych ¢astic, ptes kiizi ¢i prostfednictvim traviciho
traktu pozitim kontaminované potravy nebo vody (Casals et al., 2008). Po vstupu do organismu
jedince zlstava kov v krvi navazany na ¢ervené krvinky nebo je distribuovan do mekkych tkani
a kosti, kde se uklada (Qu et al., 2002; Toscano and Guilarte, 2005).

Toxicita olova je jiz fadu let podrobné studovdna a fadime jej mezi nejznaméjsi
toxikanty pochézejici z pracovniho prostfedi. Cetné studie demonstruji vliv olova na funkci
ledvin ¢i na nervovy a reprodukéni systém (Papanikolaou et al., 2005; Ware, 1993). Bylo
dokazano, Ze akutni expozice olovem muze vést k dysfunkci proximalnich tubulll v ledviné
a chronické vystaveni olovu mize mit za nasledek Cetné intersticialni fibrozy ¢i zpisobovat
nevratné nefropatie (Loghman-Adham, 1998). Dalsi epidemiologické studie prokazuji spojitost
mezi otravou olovem a zvySenym mnoZzstvim potratil u Zen. Expozice timto téZkym kovem
muze také ovlivnit intrauterinni vyvoj plodu, jelikoZ olovo milize pfechazet z krevniho fecisté
matky pies placentu (Emory et al., 1999; Silbergeld, 1991; Al-Saleh et al., 2011). Nervovy
systém je jednim z hlavnich cild pro Cetné cizorodé¢ latky z zivotniho prostiedi, mezi které
fadime 1 olovo. NejohroZenéjsi skupinou pfi otravé olovem jsou v tomto pfipad€ déti, nebot’
jejich vyvijejici se nervova soustava patii mezi nejcitlivéjsi. Studie prokazuji spojitost otravy
olovem se sniZzenim inteligence, narlistem poruch chovani a pozornosti, zhorSenim Skolniho
prospéchu a castéji diagnostikovanymi poruchami motoriky a koordinace (Grandjean, 2010;
Toscano and Guilarte, 2005; Ware, 1993). U pracovnik, ktefi byly vystaveni vlivu olova, byla
navic pozorovana zména rychlosti vedeni nervového vzruchu a ovlivnéni senzorického vnimani
(Oszlanczi et al., 2010). Olovo také muize nahrazovat vapnik v kostech, ve kterych nakonec
dochazi k jeho kumulaci (Grandjean, 2010; Hu, 1998). Otrava timto kovem muze byt dale
jednim z moZnych faktori ovliviiyjicich vznik karcinomu plic a ledvin (Grandjean, 2010; Churg

and Wiggs, 1984; Yacobi et al., 2001).

11



2.3 Nanocastice olova

Nanocastice olova se vyskytuji v riznych slouceninidch. Kromé nanocéstic, které
obsahuji Cisté Pb, se mizeme setkat naptiklad s nanoc¢asticemi PbO ¢i PbS (Bai et al., 2008).

NPs Pb se vyuzivaji zejména v elektrochemickém prumyslu naptiklad jako polovodice
v LED diodach, infracervené detektory, aditiva do mazacich olejt aj. Je zfejmé, Ze nanocastice
olova jiz nyni nachazeji mnoha uplatnéni a je tedy velice pravdépodobné, ze se s nimi v okolnim
prostfedi budeme setkavat stale castéji. Jejich rostouci produkce tedy mize znamenat vyssi
moznost vystaveni se témto nanocasticim. Riziko hrozi zejména pak u zaméstnanc, ktefi se na
vyrobé piredméti obsahujicich NPs budou podilet. Nanoc¢astice olova se dale mohou do
prostfedi dostavat pfi spalovacich procesech v motorovych vozidlech, pti spalovani odpadii
nebo z olovénych huti a dolti (Li et al., 2003; Zhao et al., 2004).

Zatimco negativni ucinky olova jsou jiz fadu let znamy, vliv nanocastic olova neni
dodnes dobfe objasnén. Nezpochybnitelné je, ze mohou predstavovat vazné ohrozeni pro lidské
zdravi pravé diky své velikosti a specifickym vlastnostem, které jim umoznuji snadny piestup
pies bunééné membrany (Dumkova et al., 2016; Hoet et al., 2004; Li et al., 2003).

V nasi studii jsme se zaméfili na vliv inhalace nanoc¢astic PbO, které jsou do prostiedi
emitovany béhem vysokoteplotnich procesti v prumyslové vyrobé. Experimentalni design
studie byl navrzen tak, aby podminky co nejpiesnéji odpovidaly redlné situaci pii expozici
nanocasticim. Pokusni jedinci byly umisténi do celotélovych inhala¢nich komor, kde se
koncentrace NPs ve vzduchu pohybovala v rozmezi piiblizng 120-190 pg PbO/m®,

Koncentrace nanocastic v inhalovaném vzduchu byla v naSem experimentu srovnatelna
s mnozstvim, se kterym se Casto setkavaji pracovnici v oblastech zpracovavajicich olovéné
produkty (URL 1), obyvatelé primyslovych oblasti nebo lidé zijici v megaméstech, zejména
v Cing a Indii (Gurjar et al., 2016; Huang et al., 2013).

2.4 Histologicka stavba organi
241 Plice

Plice (pulmo, pulmones) jsou parové organy jehlanovitého tvaru, v nichz probiha
vymeéna plynti mezi okolnim vzduchem a krvi. Prava lidska plice se sklad4 ze tii lalokti na rozdil
od levé, ktera méa pouze laloky dva, coz souvisi s topografii srdce (Horky and Cech, 2014).

Mysi plice maji celkové taktéZ pét plicnich lalokt, pfi€¢emz prava plice se sklada ze Ctyt, oproti
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levé, ktera je jednolalocnd. Mikroskopicka stavba mysich plic je velice podobna lidskym
plicim, patrné jsou jen drobné rozdily, které jsou zminéné dale v textu (Nejedly, 1965).

Plicni laloky se déli na plicni segmenty, které maji svoji vlastni ventilaci a krveni
(Dylevsky, 2007). Pro mysi plice je typicka pfitomnost kardiomyocytt ve sténdch plicnich cév
(Mueller-Hoecker et al., 2008). Plice jsou tvofeny dvéma hlavnimi oddily. Prvni z nich je tvofen
intrapulmonalnim vétvenim dychacich cest (arbor bronchialis), druhy oddil obsahuje vlastni
¢ast slouzici k respiraci (arbor alveolaris). Vétveni bronchti az po terminalni bronchioly nalezi
k prvnimu oddilu, k arbor alveolaris patii tseky obsahujici alveoly (Grim et al., 2005).

Dv¢ hlavni pradusky (bronchi principiales) vznikaji bifurkaci priidusnice (trachea),
a dale se v plicich mnohonasobné déli do takzvaného bronchidlniho stromu. Bronchidlni strom
se sklada z lobarnich broncha (bronchi lobares) usticich do jednotlivych plicnich lalokd,
a segmentovych bronchi (bronchi segmentales), jez vstupuji do jednotlivych anatomicky
uréenych slozek lalokii zvanych plicni segmenty. Segmentové bronchy se v plicich dale
mnohonasobn¢ dé€li a nakonec jsou zakonceny pradusinkami (Dylevsky, 2007).

Stény hlavnich pradusek jsou tvofeny podkovovitymi chrupavkami, které zajist'uji staly
tvar a zachovani volného prusvitu bronchti 1 pfi dychacich pohybech. Zadni (u zvifat horni) Cast
podkovovitych chrupavek je tvofena vazivem, které taktéz navzdjem spojuje jednotlivé
chrupavky. U lalokovych a mens$i bronchii je sténa tvofena nepravidelné¢ rozmisténymi
podkovitymi chrupavkami, které jsou proménlivé umistény okolo stény. Chrupavcita slozka
stény se postupné s dal§im bronchidlnim vétvenim ztencuje az je nakonec plné redukovana
(Dylevsky, 2007). U mysi jsou podkovovité chrupavky obsazené pouze ve sténé
extrapulmonalnich bronchd, stény intrapulmonalnich bronchti jiz chrupavky zcela postradaji
(Scudamore, 2014). Ve sténé pradusek se spolu s vazivem nachazi mnozstvi hladké svaloviny,
kterd u bronchit s mensim prisvitem slouZi zejména jako ndhrada chrupavcité vyztuhy
(Dylevsky, 2007). Vnitini st€ény bronchti jsou vystlany sliznici krytou cylindrickym fasinkovym
epitelem, ktery obsahuje poharkové buiiky!. Ve slizni¢nim vazivu bronchii se taktéZz nachazi
cetné smiSené seromucindzni zlazky ustici kratkymi vyvody na povrch sliznice, a lymfatické
uzliky (Junqueira and Carneiro, 2005). Sekret poharkovych bunék, zlazek a pohyb fasinek

vvvvvv

k odstrainovani vdechnutych necistot (Kopecky et al., 2010).

! Epitelové zlazové cylindrické butiky, jejichz funkci je produkce mucinu (Junqueira and Carneiro, 2005).
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Pradusinky (bronchioli) jsou malé pradusky, které vznikly opakovanym vétvenim
nejmensich segmentovych bronchi. Poslednim usekem bronchidlniho stromu jsou terminélni
prudusinky (bronchioli terminales). Bronchioly jiz nemaji stény tvofené chrupavéitou
vyztuhou, ale obsahuji zesilenou vrstvu sitovité¢ usporadané hladké svaloviny a hojna elasticka
vlakna. Jsou vystlany dvoufadym a v dalSich usecich jednotfadym kubickym fasinkovym
epitelem. V epitelu bronchiolt se vyskytuji ¢etné tzv. Clarovy buiiky? (Grim et al., 2005).

Terminalni bronchioly se dale déli na respira¢ni pradusinky (bronchioli respiratorii),
na které navazuji alveolarni chodbi¢ky zakonclené piedsini (atrium). Sténa respiracnich
bronchioll je tvofena vrstvou kolagenniho vaziva s elastickymi vldkny a snopecky bunck
hladké svaloviny. Stény jsou uvnitf vystlany nizkym jednovrstevnym kubickym az
dlazdicovym epitelem s fasinkami. Na respira¢ni bronchioly ojedin€le mohou u ¢lovéka
navazovat rovnou plicni sklipky (Horky and Cech, 2014). BéZné viak z atria vystupuji plicni
vacky (saculli alveolares), z jejichz stén se pak vyklenuji plicni sklipky (alveoli pulmonis)
(Cihak et al., 2013). My3 na rozdil od &lovéka respiraéni pridusinky nema. Na terminalni
pridusinky tedy uz navazuji alveolarni chodbicky (Scudamore, 2014).

Plicni sklipky jsou tenkosténné vacky, které na sebe navzajem té€sné naléhaji. Stény
sousednich alveolii splyvaji v tenké prepazky, coz vytvari dojem sitového vzhledu plic. Alveoly
jsou na své vnitini strané vystlany respiracnim epitelem, ktery je tvofen dvéma typy
pneumocytili — membranéznimi pneumocyty (pneumocyty I. typu) a sekre¢nimi pneumocyty
(pneumocyty II. typu) (Cihdk et al., 2013).

Membran6zni pneumocyty jsou velmi tenké bunky plicni tkéné, které od jadra vybihaji
v extrémné plochou periferni Cast, a tvofi vnitini vystelku alveold. Pneumocyty I. typu se
diferencuji z pneumocytt II. typu, které tak pfedstavuji pro membrandzni pneumocyty
progenitorové buiiky (Cihék et al., 2013).

Sekre¢ni pneumocyty (¢i také granuldrni pneumocyty nebo septalni buiiky) jsou bunky
ovalného nebo kubického tvaru, které jsou nepravidelné roztrouSeny mezi membran6znimi
pneumocyty. Nejcastéji se nachazi na okraji septa dvou sklipkii. Sekre¢ni pneumocyty obsahuji
ve své cytoplasmé cetnd lamelozni téliska s pfitomnosti mukopolysacharidi, fosfolipidl
a bilkovin. Obsah téchto télisek je vylu€¢ovan na povrch pneumocytl a tvoii zéklad pro material,
ktery pokryva vnitini povrch plicnich sklipkti. Tento dvouvrstevny ultratenky film, oznacovany

jako surfaktant® nebo také jako vystelkovy komplex, snizuje povrchové napéti na plochych

2 Buiiky bez fasinek, jejichz funkci je zejména vylu€ovani glykosaminoglykanti (Grim et al., 2005).
3 Z anglického ,,surface-active agent“ (Cihak et al., 2013).
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membrandznich pneumocytech a zabrafiuje tak kolapsu alveoll, ke kterému by doslo diky
tendenci plochych bun&k se smrétit a tim zmensit sviij povrch (Cihék et al., 2013).

Jednotlivé plicni sklipky jsou od sebe oddé€leny septy, ktera jsou tvoiena pneumocyty
a siti kolagennich vlaken. Obsahuji také Cetné kapilary, které zajistuji vyménu plynit mezi
alveoly a krvi. Mezi jednotlivymi septy se vyskytuji drobné alveolarni pory, které propojuji

jednotlivé sklipky a slouzi k vyrovnavani tlaku mezi sousedicimi alveoly (Grim et al., 2005).

2.4.2 Jatra

Jatra (hepar) jsou nejveétsi zlazou v téle ¢loveka i laboratorni mysi. Mysi jatra jsou velice
podobné mikroskopické stavby jako jatra lidska (Cihdk et al., 2013; Nejedly, 1965).

Jatra jsou pokryta tenkym vazivovym obalem tvofenym kolagennimi vlakny, ktery se
nazyva Glissonovo pouzdro. Kolagenni vazivo se zhustuje v oblasti jaterni branky. Ta slouzi
Kk prichodu utvart, které vstupuji a vystupuji z jater. Jedna se piedev$im o vratnicovou Zilu,
jaterni tepnu a Zlu€ovody. Tento orgén je tvoten specifickou Zlazovou tkani, kterd se oznacuje
jako jaterni parenchym. Parenchym je tvofeny pfevazné hepatocyty (Horky and Cech, 2014).

Jednotlivé jaterni laloky se skladaji z lalickd, které maji tvar nepravidelného
mnohosténu. Lalicky tvoii zdkladni morfologické jednotky zlazového parenchymu a jsou
tvofeny tramci jaternich bunék, které jsou paprscité usporadané okolo centralni Zily. Lalacky
jsou od sebe nezfeteln¢ ohraniCeny, pouze v misté, kde se stykd lalicka vice, vznika maly
prostor (portobiliarni prostor) vyplnény fidkym vazivem, ve kterém probihd interlobularni
tepna, zila i zluovod®. V ose kazdého lalic¢ku probiha centralni véna, kterd sbird krev
z jaternich sinusoid. Jednotlivé trdmce se skladdaji ze dvou fad tésn€ k sob& pfiilozenych
jaternich bun&k. Mezi tramci probihaji jaterni sinusoidy (Horky and Cech, 2014).

Hepatocyty jsou buiikky polygonalniho tvaru. Maji kulovité jadro, Casto byvaji
dvoujaderné. Jaterni bunky se vyznacuji vysokou metabolickou aktivitou, s ¢imzZ souvisi velké
mnozstvi organel 1 jejich velikost. Typicka je také piitomnost cetnych inkluzi v cytoplasmé,
kterd souvisi s metabolickou funkci hepatocytl. Kontaktni plochy mezi jednotlivymi
hepatocyty jsou ptevazné hladké, pouze v misté odstupu zluCovych kapilar a na strané
piivracené k sinusoidam jsou vytvofeny mikroklky. Kazdy hepatocyt ma diky svému fazeni
Vv tramcich dva poly. Pol ptivraceny k sinusoidé tvoti krevni pdl bunky. V oblasti mezi buiikami

pak zacinaji intrahepatické Zlu€ové cesty. Hepatocyty vylucuji Zlu¢ do Zlucovych kapilar, které

4 Oznacovano jako Glissonova triada (trias hepatis) (Horky and Cech, 2014).
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probihaji mezi jednotlivymi bunikami trdmce. Kapilary se déle spojuji ve vyvody o stale vétSim
priméru, az nakonec splynou v pravy a levy Zlu¢ovod (Horky and Cech, 2014).

Jaterni sinusoidy jsou vlasecnice, které vytvareji v lali¢cich hustou kapilarni sit’. Mezi
tramci v laliccich probihaji radidlné ke stiedu, kde usti do centrdlni vény. Mezi tramcem
a sténou sinusoidy je vytvotfen uzky perisinusoidalni prostor (Disseho prostor), do kterého
jaterni bunky vysilaji své mikroklky. Sténa sinusoid je tvofena endotelovymi bunikami
nepravidelného tvaru, mezi kterymi se vyskytuji Kupfferovy buiiky. Kupfferovy buiiky jsou
makrofagy hvézdicovitého tvaru s bohaté ¢lenénym povrchem, které jsou roztrousSené mezi
endotelovymi buitkami sinusoid (Horky and Cech, 2014).

Endotelové buiiky obsahuji na svém vnitinim i do perisinusoidélniho prostoru
obraceném povrchu cetné mikroklky, které slouzi k transportu latek z krve do hepatocyt
a naopak (Horky and Cech, 2014). Vedle jaternich bunék jsou na okraji tramcti ulozeny méné

&etné Itovy buiiky, které slouzi k ukladani lipida a vitaminu A (Cihék et al., 2013).

2.4.3 Ledviny

Ledvina (ren, renis) je parovym organem c¢ervenohnédé barvy a fazolovitého tvaru.
Povrch ledviny kryje tenké vazivové pouzdro, které ojedin€le obsahuje buiiky hladké svaloviny.
Ledvinovy parenchym je tvofen dvéma hlavnimi slozkami — klirou a dfeni. Mikroskopicka
stavba mysi ledviny je velice podobna stavbé ledviny lidské. Piipadné rozdily jsou zdiraznény
dale v textu (Grim et al., 2005; Nejedly, 1965).

Kira ledviny (cortex renalis) je ulozena tésné pod vazivovym pouzdrem. Dien ledviny
(medulla renalis) ¢lovéka je tvofena z ledvinovych pyramid, jejichz hroty (papily) vy¢nivaji do
kalicht ledvinové panvicky, a baze jsou obraceny smérem k povrchu (Liillmann-Rauch, 2012).
U mysi pak tvoti den souvislou vrstvu vybihajici pouze v jedinou dienovou papilu (Obr. €. 1;
strana 17), ktera tsti do ledvinové panvicky (Scudamore, 2014).

Renalni tepny se po vstupu do ledviny mnohonéasobné dé€li na stale drobnéjsi vétve, které
vstupuji do kiiry. V ledvinové kiife z tepen odstupuji aferentni arterioly, které piivadéji krev do
renalnich télisek. Krev z télisek odvadi eferentni arterioly (Konradova et al., 2005).

Zakladni mikroskopickou stavebni a funk¢ni jednotkou ledviny je nefron. Kazdy nefron
je tvofen odvodnou a pfivodnou cévou, ledvinovym téliskem (Malpighiho télisko)

a ledvinovymi kanalky (Konradova et al., 2005).
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Obr. ¢. 1: Longitudindlni (vlevo) a piiény (vpravo) iez mysi ledvinou (barevno HE)

Malpighiho téliska jsou vzdy uloZena v kufe. Skladaji se z klubi¢ka kapilar
(glomerulus), které je obklopeno dvouvrstevnym Bowmanovym pouzdrem. Zevni (parietalni)
list pouzdra je tvoren jednovrstevnym dlazdicovym epitelem a vnitini (visceralni) list, ktery
obklopuje kapilary, se sklada z podocytii. Mezi obéma listy se nachazi Bowmanuv prostor, kam
je filtrovana primarni mo¢ (Liillmann-Rauch, 2012). Pro mysi je charakteristicky pohlavni
dimorfismus ve stavbé parietalniho listu. Zatimco u samic je epitel typicky jednovrstevny
dlazdicovy, u samct mize byt jednovrstevny dlazdicovy i kubicky (Scudamore, 2014).

Na Bowmanovo pouzdro navazuje systém ledvinovych kanalkd, ktery zahrnuje
proximalni, intermediarni (Henleova kli¢ka) a distalni tubuly napojujici se na sbérné kanalky
(Lullmann-Rauch, 2012).

Proximalni tubulus v kiife navazuje na mocovy p6l Bowmanova pouzdra. Je tvoien
jednovrstevnym kubickym epitelem s vyraznym karta€ovym lemem na povrchu bunék. Tento
tubulus se sklada ze sto¢eného tseku nachéazejiciho se v klite v blizkosti Bowmanova pouzdra,
a piimé &asti, ktera se nachazi vyhradné ve dieni (Horky and Cech, 2014).

Na proximalni tubulus navazuje tubulus intermediélni, jinak také nazyvany jako
Henleova klicka. Tubulus ma tvar pismene U a skladé se ze sestupného a vzestupného raménka.
Henleova klicka sestupuje rizné hluboko do diené, kde se otaci a vraci se do kiry, kde
Vv blizkosti piislusného Malpighiho téliska navazuje na distalni tubulus (Liillmann-Rauch,

2012). Podle vysky epitelu a priméru kanalkti rozdélujeme ¢asti Henleovy klicky na tzky
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a siroky segment. Uzky segment intermedidlniho tubulu je tvofen plochym jednovrstevnym
epitelem. Siroky segment tvoii jednovrstevny kubicky epitel (Konradova et al., 2005).

Na vzestupné raménko Henleovy klicky navazuje v kiife distalni tubulus, ktery se opét
sklada z piimé a sto¢ené Casti, a nachazi se vyhradné v kiife. Zevni primér distalniho tubulu je
mensi nez u proximalniho tubulu, ale vnitfni lumen je naopak vétsi. Stény distalniho tubulu
jsou tvoreny malymi buiikami jednovrstevného kubického epitelu, které na svém povrchu maji
pouze ojedin€lé mikroklky, kartacovy lem chybi (je dobfe zietelné lumen). Na pfimém prufezu
distalnim kanéalkem tedy nachdzime ohrani¢ené lumen, kter¢ také ve srovnanim s proximalnim
tubulem obsahuje vice jader, coz souvisi s mensi velikosti bunék (Konradova et al., 2005).

Z distalnich tubult Gsti mo¢ do sbéracich kanalkl. Vyska epitelu a prumér kanalkl se
sestupem smérem k ledvinové panvicce zvySuje. Lumen je ostfe ohranieno stejné jako
u distalnich tubull. Sbéraci kanalky jsou nejprve tvoteny jednovrstevnym kubickym epitelem,
ktery postupné piechéazi v epitel cylindricky. Sbéraci kanalky tsti do ledvinovych kalichii
prechazejich do ledvinové panvicky (Horky and Cech, 2014).

2.4.4 Mozek

Mozek® (cerebrum, encephalon) je organ slouzici jako fidici a organizaéni centrum
nervové soustavy. Spoleéné s michou (medulla spinalis) fadime mozek k centralni nervové
soustavé (CNS). Obecna mikroskopicka stavba mozku ¢lovéka a mysi je podobna, ptipadné
odli$nosti jsou uvedeny dale v textu (Butler and Hodos, 2005; Cihak et al., 2016).

Nervova tkan je tvofena dvéma typy bun€k — neurony a gliovymi buikami.
Pievazujicim elementem v CNS jsou gliové buiiky (neuroglie), které zabezpec€uji pfedevsim
stabilitu vnitiniho prostfedi a vyzivu neuronii (Liillmann-Rauch, 2012).

Neurony (neurocyty) jsou zakladni stavebni a funk¢ni jednotkou nervové tkané. Tyto
nervové buiky se skladaji z bunécného téla (soma, perikaryon) a dvou typt funkcéné
diferenciovanych vybézki — dendritii a axond (neuritli). Perikaryon zahrnuje télo s jadrem.
Z bunééného téla pak vystupuje zpravidla nékolik dendritt a jeden axon (Cihék et al., 2016).

Dendrity jsou kratké vyb&zky, které vedou informace do buiiky. Jejich povrch neni kryt
myelinovou pochvou. Axon je dlouhy vybézek specilizovany pro prenos nervovych vzruchd.

Misto vystupu axonu z perikarya se nazyva axonovy hrbol. U myelinizovanych neurond

Sv experimentu jsme se rozhodli zjistit vliv nano¢astic PbO na mozek, ale vzhledem Kk jeho slozitosti bude
v kapitole popséana jen struktura hippokampu, nebot toxicky efekt jsme pozorovali zejména v této ¢asti mozku.
Ostatni ¢asti mozku zde z tohoto diivodu budou zminény jen okrajove.
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pfechazi hrbol jeste¢ v kratky inicidlni segment, za kterym teprve myelinova pochva zacina
obklopovat axon. V CNS vznikd myelin ¢innosti oligodendrocytd (typ gliovych bungk).
Myelinovd pochva je po celé¢ délce rozdélena na segmenty, které jsou v pravidelnych
intervalech oddéleny tzv. Ranvierovymi zafezy (Liillmann-Rauch, 2012).

V mozku a mise rozlisSujeme makroskopicky dva typy tkdn€ — bilou a Sedou hmotu. Bila
hmota se sklada piedevdim z myelinizovanych axond. Sedd hmota je bohatd zejména na
perikarya neurondl. Prostor mezi neurony vypliuje tzv. neuropil, ktery tvoii nejobjemné;si Cast
Sedé hmoty. Neuropil obsahuje zejména dendrity, nemyelizované ¢asti axond, gliové buiiky
s jejich vybézky a bohatou sit’ krevnich kapilar (Druga et al., 2011).

V pln¢ diferencovaném mozku rozliSujeme 5 zdkladnich ¢asti — koncovy mozek
(telencephalon), mezimozek (diencephalon), sttedni mozek (mesencephalon), zadni mozek
(metencephalon) a prodlouzenou michu (myelencephalon; medulla oblongata) (Druga et al.,
2011). Toto uspotadani je typické pro vSechny savce (Butler and Hodos, 2005), véetné¢ mysi
(viz Obr. ¢. 2 nebo Obr. ¢. 3; strana 20).

Cerebral Cortex
(isocortex)

corpus callosum

Midbrain ) Cereballum—

Substantia
Nigra

olfactory
nerve layer

cerebral

lateral olfactory tract peduncle

optic tract

Obr. ¢. 2: Schéma zndzoriiujici jednotlivé oblasti my$iho mozku (longitudindlni i'ez)

Koncovy mozek je slozen ze dvou hemisfér, které jsou propojeny prostrednictvim
kaldzniho télesa (corpus callosum). Na porchu hemisfér je Seda mozkova kiira (plast), ktera je
zbrazdéna mnozstvim ryh (sulci) oddélujicich jednotlivé mozkové zavity (gyri), ¢imz u ¢lovéka
dochazi ke gyrifikaci mozku (Druga et al., 2011). U mysi ke gyrifikaci nedochazi a mozek se
oznacuje jako lissencephalicky (hladky) (Butler and Hodos, 2005). Uvnitt hemisfér se nachézi
bila hmota, ve které jsou ulozeny okrsky Sedé hmoty — bazalni ganglia (Druga et al., 2011).
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Nekteré casti koncového mozku jsou soucasti tzv. limbického systému. V piipadé
limbického systému se nejedna o samostatny systém, ale o vzadjemné propojené oblasti Sedé
hmoty, které jsou soucasti mezimozku, sttedniho mozku a koncového mozku. Limbicky systém
je spjat s emo¢nimi reakcemi, socialnim chovanim, sexualnimi projevy ¢i péci o potomstvo.

RovnéZ se vyrazné podili na procesech kratkodobé a dlouhodobé paméti (Cihak et al., 2016).

Stavba mysiho mozku na longitudinalnich fezech po barveni hematoxylinem-eosinem (A), luxolovou
modii (B) a po imunohistochemické detekci neurofilament (C).

CA — cornu Ammonis, cc — corpus callosum, ce — mozecek, co — mozkova kira, T — fornix, gd — gyrus
dentatus, hi — hippokampus, hy — hypothalamus, me — stiedni mozek, po — Varoliv most, th — thalamus,

Ve — postranni mozkova komora.

Hippokampus (viz Obr. €. 4; strana 21) je diileZitou oblasti koncového mozku, kterou
fadime 1 mezi ¢asti limbického systému. U mysi k hippokampélni formaci fadime Ammontav
roh (CA; cornu Ammonis), gyrus dentatus a subiculum (Martin, 2003). Ammonutv roh tvoii
postupné stratum oriens, stratum pyramidale a stratum radiatum. Ve stratum pyramidale jsou
lokalizovana perikarya neuronti. Cornu Ammonis dale ¢lenime do nékolika poli, ktera jsou
oznacovana jako CAl, CA2 a CA3. Gyrus dentatus je stejné jako Ammontv roh trojvrstevny.
Rozlisujeme u n¢j polyformni vrstvu, stratum granulosum s jadry neuronti a Stratum
moleculare. Hranici mezi témito dvéma strukturami tvofi tzv. stratum lacunosum-moleculare.

Tato vrstva je nékdy povazovana za ¢vrtou vrstvu Ammonova rohu (Andersen et al., 2003).
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Obr. ¢. 4: Schéma znizoriiujici oblasti mysiho hippokampu (longitudindlni Fez)
HPF — hippokampalni formace: CAl — cornu Ammonis 1, CA2 — cornu Ammonis 2, CA3 — cornu
Ammonis 3, dg — gyrus dentatus, fi — fornix, mo — stratum moleculare, po — polyformni vrstva, sg — stratum
granulosum, slm — stratum lacunosum-moleculare, so — stratum oriens, sp — stratum pyramidale, sr — stratum

radiatum, sub — subiculum.

Hippokampus hraje dtlezitou roli pti uklddani informaci z kratkodobé do dlouhodobé
paméti, pii prostorové orientaci a je také asociovan s emocnimi projevy. Pfi naruSeni jeho
funkce dochazi k vaznym porucham paméti. Hippokampus je jedna z prvnich struktur v mozku
lidi, ktera je posSkozena pti Alzheimrrové chorobé (Hampel et al., 2008), pii nedostatku kysliku
(Liu et al., 2004) nebo pti zdnétech mozkovych blan (Hofer et al., 2011).

245 Slezina

Slezina (lien) je nejvétsim perifernim opouzdienym organem lymfatického systému,
tvofi nejvetsi akumulaci lymfatické tkané v organismu. Je zapojena do krevni cirkulace
podobnym zptisobem jako lymfatické uzliny do mizniho ob&hu. Lidskéd slezina ma tvar
kavového zrna, zatimco u myS$i je jeji tvar jazykovity s trojuhelnikovitym prafezem.
Mikroskopicka stavba mysi sleziny je az na malé odli$nosti velmi podobna stavbé lidské sleziny
(Grim et al., 2016; Nejedly, 1965).

Slezina je tvofena vazivem a parenchymem, ktery se déli na bilou a ¢ervenou pulpu.
Kolagenni vazivo tvoifi na povrchu sleziny tuhé pouzdro. Z vazivového pouzdra po celém
obvodu odstupuji smérem do sleziny vazivové pruhy (trabekuly). Krev do sleziny ptivadi
arteria lienalis, ktera do sleziny vstupuje v oblasti hilu, a jeji vétve (arteriae trabeculares) dale
pokracuji do trabekul. Z arterii odstupuji tenké vétve (arteriae centrales), které prechazeji
z trabekul do bilé pulpy. Centralni arterie se po vystupu z bilé pulpy mnohonasobné déli na

arterioly (arteriolae penicillatae), které se nachazeji v ¢ervené pulpé (Horky and Cech, 2014).
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Bilé pulpa obklopuje na zpiisob pouzdra centralni arterie od jejich vystupu z trabekul az
po jejich vétveni v tenké arterioly. Jeji stroma je tvofeno retikuldrnim vazivem, ve kterém jsou
obsazeny Cetné volné bunky — makrofagy, dendritické bunky a B- ¢i T-lymfocyty. Bilou pulpu
muzeme rozdé¢lit na ti1 sloZky, a to na periarterialni lymfatickou pochvu (PALS), lymfatické
folikuly (uzliky) a na marginalni zoénu (Horky and Cech, 2014).

Periarterialni lymfaticka pochva je tzv. thymodependentni oblasti, kterd obsahuje
prevazné T-lymfocyty. PALS se misty ztlustuje v lymfatické uzliky, kde se vyskytuji zejména
B-lymfocyty. Na rozhrani mezi Cervenou a bilou pulpou se nachazi margindlni zéna, ktera
obsahuje B-lymfocyty, makrofagy a dendritické bunky. Marginalni zona spolu s lymfatickymi
uzliky dohromady tvofii tzv. periferni bilou pulpu (Konradova et al., 2005).

Cervena pulpa tvoii vétsinu parenchymu sleziny. Sklada se z Billrothovych provazci
a vendznich sinust. Billrothovy provazce jsou tvofeny retikularnim vazivem s cetnym
zastoupenim makrofagt, lymfocytl, granulocytt a erytrocyti. Mezi provazci probihaji ven6zni
sinusy. Jsou tvoreny protahlymi endotelovymi bunkami, mezi kterymi jsou uzké prostory
umoziujici vyménu latek a predevsim krevnich elementi mezi krvi a pulpou sleziny. V okoli
sinust se hojné vyskytuji makrofagy, které jsou schopny pronikat mezi endotelovymi buiikami
a cirkulovat tak mezi pulpou a krvi (Horky and Cech, 2014).

Slezina plni v organismu fadu dilezitych funkci. Je soucasti imunitniho systému
a zastava funkci lymfopoetického organu. Ke tvorbé lymfocytd dochazi v bilé pulpé, ty
nasledné piechazeji do Cervené pulpy a sinusy jsou vypuzeny do krevniho ob&hu. Ve sleziné
jsou takeé vychytavany cizorod¢ antigeny z krve lymfatickymi uzliky ¢i makrofagy. Pfitomnost
antigend zpisobi aktivaci pfitomnych B-lymfocyt, které proliferuji a diferencuji do
plazmatickych bunék produkujicich protilatky. Pfitomné makrofagy plni taktéZ imunitni funkci,
fagocytozou Cisti a filtruji krev protékajici slezinou (Liillmann-Rauch, 2012).

Vyznamnou funkci sleziny je odbouravani poskozenych a starych erytrocyti. Destrukce
Cervenych krvinek probihd v Cervené pulpé, kde jsou erytrocyty zadrzeny a fagocytovany
piitomnymi makrofigy (Horky and Cech, 2014).

U mysi ve slezin¢, na rozdil od c¢lovéka, probihd navic trombopoéza, tedy vznik
krevnich desti¢ek. Krevni desticky jsou fragmenty cytoplasmy megakaryocytl, které se
nachdzeji v pulpé mysi sleziny (Nakorn et al., 2003). Spolu s kostni dfeni (a jatry) je mysi

slezina také mistem erytropoézy (Scudamore, 2014).
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3 CILE PRACE

Cilem této prace je posoudit vliv inhalace nanocastic PbO na Zivé organismy s vyuZzitim
modelového organismu — laboratorni mysi.

Nas projekt si klade za ukol tyto konkrétni dil¢i cile:

e stanovit histopatologické zmény v cilovych organech (plice, jatra, ledviny, mozek,
slezina) po inhalaci nanoc¢éstic PbO

e porovnat vliv inhalace nanocastic PbO na tyto organy ve dvou ¢asovych intervalech,
a to po Sestitydenni a jedenactitydenni inhalaci NPs PbO

e s vyuzitim selektivnich histochemickych metod provést analyzu zmén v mnozstvi
kolagennich vlaken, glykogenu v jatrech a myelinu v mozku

e stanovit zmény v bunééné dynamice (proliferace bunck a apoptdza) cilovych organi
pomoci imunohistochemické detekce proteinu PCNA a metody TUNEL

e imunohistochemicky analyzovat neurofilamenta a provést porovnani v jejich expresi
V jednotlivych ¢astech mozku

e imunofluorescenénimi metodami uréit zmény v expresi Na*/K*-ATPazy a v mnoZstvi
progenitorovych bun¢k s vyuzitim detekce faktortt SOX2 nebo SOX9

e provést analyzu zmén genové exprese NFkB1 pomoci qPCR Vv plicich a ledvinach
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Probandi

V této praci byla pro analyzu jako modelovy organismus pouzita outbredni linie mysi
laboratorni ICR (CD-1). Experimenty byly provedeny v souladu s etickym zakonem Ustavu
zivogisné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské republiky (no. 081/2010; 29. 3. 2010).

Mysi samice o prumérné hmotnosti do 24 g byly obdrzeny z Masarykovy univerzity
(Brno, Ceska republika). Jedinci byly pro aklimatizaci ponechani 1 tyden pied zalatkem

experimentl v laboratornich podminkéch. Krmivo a voda byly poskytovany dle libosti.

4.2 Experimentalni design

Piiprava nano&astic PbO probihala ve spolupraci s Ustavem analytické chemie AV CR,
V.V.I. s vyuzitim odpafovaciho-oxida¢niho-kondenzacniho postupu pii teploté 830°C.

Inhala¢ni komora obsahovala 4 inhala¢ni klece (viz Obr. €. 5). Stalé parametry vzduchu
(teplota, relativni vlhkost a tlak), ktery proudil pfes inhala¢ni klec, byly udrzovany pomoci
klimatizace a zaznamenavany v jednominutovych intervalech. Osvétleni bylo nastaveno na
12 hodin svétla a 12 hodin tmy. V klecich byl taktéz po celou dobu vSech experimentti umistén

kamerovy systém, ktery monitoroval chovani a zdravotni stav jedinct.

Obr. ¢ 5: Inhalaéni komora na Ustavu analytické chemie
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V praci byla analyzovana data ze Ctyi inhalacnich experimentd. Jednalo se o dva
experimenty trvajici 6 tydnt a dva trvajici 11 tydnt. V kazdém inhala¢nim experimentu bylo
sledovano 5 kontrolnich a 5 experimentalnich mysi (informace o probandech v jednotlivych
inhalacnich experimentech viz Ptilohy, kapitola 11.1).

Experimentalni mysi samice byly po tydenni aklimatizaci v inhalac¢nich klecich
vystaveny pusobeni nanocastic oxidu olovnatého 24 hodin denn¢, 7 dni v tydnu po dobu Sesti
nebo jedenacti tydni. Koncentrace nanocastic PbO v inhalovaném vzduchu se ve vSech
experimentech pohybovala kolem hodnoty 10°® ¢astic/cm®. Vzhledem ke skuteénosti, Ze pfi
generovani nanocastic neni mozné vzdy nastavit naprosto stejné podminky, charakteristika
nanocastic a jejich koncentrace se v jednotlivych nezavislych experimentech nepatrné lisily,
a tedy byly stanovovany pro kazdy z experimentt zvlast’ (vice viz Ptilohy, kapitola 11.1).

Kontrolni mysi byly taktéz umistény do kleci, kde inhalovaly stejny vzduch jako

exponované mysi, ale bez pfitomnosti nanocastic PbO.

4.3 Odbér vzorku

Po ukonceni inhalac¢nich pokust byly vzdy z kazdé exponované i kontrolni mysi
odebrany cilové organy (plice, jatra, ledviny, mozek a slezina). Usmrceni jedinci bylo
provedeno pomoci cervikalni dislokace v souladu s projektem pokust 214/2011 dle vyhlasky
¢. 207/2004 Sb., o ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvifat.

Cilové organy byly opatrné vyjmuty z mysiho téla a jejich hmotnost byla zji§téna na
analytickych vahach (s vaZivosti do 200 g a presnosti na 0,0001 g).

Casti organtl uréené pro tvorbu parafinovych fezil byly odebrany do 10% roztoku

paraformaldehydu a vzorky uréené pro analyzu genové exprese byly uloZeny pii teploté - 80°C.

4.4 Histologické zpracovani

Odebrané vzorky organti uréené pro histologickou analyzu jsou nejprve uloZzeny na
24 hodin v 10 % roztoku paraformadehydu, ¢imz dojde k fixaci tkan¢ a k zabranéni autolyze
bunck. Dalsim krokem je vyprani vzorka ve vodé po dobu 2 hodin. Poté nasleduje vzestupna
alkoholova tada, ktera slouzi k odvodnéni tkané. Organy ulozené v tkanovém blocku postupné
promyvame 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% roztokem ethanolu, kdy je tkan

v kazdé koncentraci ponechana 2 hodiny. Pokra¢ujeme prosycenim tfemi laznémi xylent po
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2 hodinach. Dale pred zalitim tkan¢ do konecného parafinu musime organy prosytit tfemi za
sebou jdoucimi laznémi parafinu (v kazdé lazni je tkan opét ponechdna 2 hodiny).

V dalsim kroku nasleduje samotné zaliti vzorkl do Cistého parafinu na zalévaci stanici.
Vzorek vyjmeme z tkanového blocku, vlozime do zalévaci formy a piclijeme rozehiatym
parafinem o teploté¢ 56°C. Pomoci laboratornich jehel naorientujeme dany organ do spravné
polohy, poté ptikryjeme vickem a nechame pfti pokojové teploté tuhnout 24 hodin. Poté vzorky
ulozime v lednici.

Nasledujicim krokem je krajeni vzorkl na rotacnim mikrotomu. Zacneme s odfezanim
ptebyteéného parafinu okolo vzorku tak, aby vznikla pyramida S orgdnem uprostied. Poté
vzorky ptipevnime na mikrotom a krajime na fezy o tloustce 5 um, které nasledné vkladame
do vodni lazn¢ o teploté¢ 39°C, kde dojde k narovnani a vyhlazeni fezl. Nasledné fezy
»halovime* na podlozni sklicka a nechame uschnout na ploténce temperované na teplotu 38°C.
Skla dale vlozime do termostatu na 12 hodin, poté uchovavame v lednici.

Informace o pouzitych roztocich a pufrech viz Ptilohy, kapitoly 11.3 a 11.4.

4.5 Piehledné metody histologického barveni
45.1 Barveni hematoxylinem-eosinem

Histologicka barviva délime na zasadita, ktera barvi jadra bun¢k, a Kysela, barvici
bunécnou cytoplasmu. Nejpouzivangj§im zasaditym barvivem je v dneS$ni dobé hematoxylin
a kyselym eosin (Vacek, 1995).

Postup — Prvnim krokem je odparafinovani vzorki, které provadime pomoci dvou lazni
s xylenem po 10 minutach. Nasleduje zavodnéni tkané, kdy vlozime sklicka do 96 % alkoholu
na dobu 10 minut a poté na stejnou dobu do druhé kadinky s alkoholem. Poté sklicka vyndame
a kratce oplachneme ve vodé. V nasledujicim kroku dochazi k barveni jader pomoci
hematoxylinu. Sklicka vlozime do kadinky s Mayerovym hematoxylinem, kde je ponechame
5 minut. Poté je oplachneme v teplé vode€ a 5 minut je nechdme modrat. Dal§im krokem je
barveni cytoplasmy bunék pomoci eosinu, které probiha 3 minuty. Nasledné sklicka se vzorky
kratce oplachneme ve vodé. Pokracujeme odvodnénim tkané, coz je stejny proces jako pfi
zavodinovani, tedy dvakrat 10 minut v 96 % alkoholu. Poté pro projasnéni sklicka vlozime do
dvou lazni xylenu po 10 minutach. Nakonec preparaty zamontujeme — vzorky zakapneme
montovacim médiem a ptikryjeme krycim sklem.

Vysledek — Jadra bun¢k jsou zbarvena modrofialove, cytoplasma vétsinou rizove.
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4.6 Specialni metody histologického barveni
4.6.1 Barveni zelenym trichromem

Barveni zelenym trichromem patii mezi tzv. barveni Massonovymi trichromy. Toto
barveni se uziva zejména pii znazornéni kolagenniho vaziva (Vacek, 1995).
Postup — Rezy odparafinujeme pomoci dvou lazni xylenu po 10 minutich a zavodnime
vV 96 % alkoholu, kdy sklicka dvakrat vlozime do dvou ldzni na 10 minut. Nésledné fezy
vypereme ve vode¢ a 5 minut barvime jadra pomoci Weigertova Zelezitého hematoxylinu (roztok
A smisime s roztokem B v poméru 1:1). Déle sklicka oplachneme ve vodé a za kontroly
v mikroskopu diferencujeme v kyselém ethanolu. Dalsim krokem je oplach pod tekouci vodou
po dobu 5 minut a oplach destilovanou vodou. Nasledné vzorky barvime 5 minut ve smési
ponceau — kysely fuchsin (roztok A smisime s roztokem B v poméru 1:1) a po uplynuti
stanovené doby diferencujeme v 1% roztoku kyseliny fosfowolframové. Déle 6 minut barvime
roztokem svétlé zelené a oranze G a poté oplachneme destilovanou vodou, kterou okyselime
nékolika kapkami kyseliny octové. Vzorky nakonec zamontujeme montovacim médiem.

Vysledek — Jadra buné€k jsou obarvena modie, svalstvo ¢ervené a vazivo zeleng.

4.6.2 Barveni luxolovou modii

Barveni luxolovou modii (LFB) je metoda, kterd se béZzné pouzivad ke zndzornéni
myelinovych pochev. Myelinové pochvy jsou elektricky izolujici obaly axoni (Vacek, 1995).
Postup — Rezy odparafinujeme ve dvou laznich xylenu po 10 minutach a poté vlozime
dvakrat na 10 minut do 96 % alkoholu, kde dojde k zavodnéni. Nasledné vzorky oplachneme
v destilované vodé a vlozime do 0,1% roztoku luxolové modfi. Rezy v roztoku ponechame po
dobu 5 hodin pfi teploté 57°C. Poté oplachneme 70% ethanolem a nasledné destilovanou vodou.
Pokracujeme diferenciaci v 0,05% roztoku uhli¢itanu vapenatého po dobu 2 minut. Opét
oplachneme v destilované vodé¢ a pro dobarveni jader vlozime na 5 minut do jadrové Cervené.
Poté opakované oplachneme v destilované vod€. Pokracujeme odvodnénim tkané ve dvou
laznich s ethanolem. V kazdé 1azni vzorky ponechame 10 minut. Poté pro projasnéni vlozime
do dvou lazni xylenu po 10 minutach a zamontujeme montovacim médiem.
Vysledek — Myelinova vlakna jsou zbarvena modfe, neuropil rizove a perikarya neuronti

tmavé razove.
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4.6.3 PAS reakce

PAS reakce® je reakci k zobrazeni polysacharidi, mezi které fadime i glykogen.
Podstatou PAS reakce je oxidace polysacharidii kyselinou jodistou, pii které vznikaji aldehydy.
Aldehydy nasledné reaguji se Schiffovym reagens za vzniku nové komplexni slouceniny
fialov¢ Cerveného zbarveni (Vacek, 1995).

Postup — Rezy odparafinujeme ve dvou laznich xylenu po 10 minutach a dvakrat po
dobu 10 minut zavodnime v 96% ethanolu. Nésledné vzorky oplachneme 70% ethanolem
a oxidujeme 5 minut v kyseling jodisté. Pokracujeme oplachem fezi v 70% ethanolu a redukci
1 minutu v redukéni lazni. Nasledné oplachneme 70% ethanolem a pfeneseme do Schiffova
reagens, kde je ponechame 20 minut. Déle fezy vypirdme 10 minut pod tekouci vodou. V dalsim
kroku barvime 5 minut jadra buné¢k v Mayerové hematoxylinu. Pokrac¢ujeme odvodnénim ve
dvou laznich 96% ethanolu po 10 minutach. Nasledné sklicka s fezy pro projasnéni vlozime
dvakrat do xylenu na 10 minut. Zakon¢ime zamontovanim do montovaciho média.

Vysledek — Jadra bunék jsou zbarvena modie, PAS-pozitivni substance (glykogen,

neutrdlni mukopolysacharidy, mukoproteiny) jsou zbarveny fialové Cervené.

4.7 Imunohistochemické metody

Imunohistochemie (IHC) je technika barveni histologickych preparati, ktera umoziuje
znazornit pfitomnost jedné konkrétni latky pomoci specifickych protilatek. Zakladem je vazba
molekul protilatky s antigeny ve tkéani. Existuje nékolik typti IHC metod. Patii mezi né piima
metoda, nepfiméd metoda dvojstupiiova a nepiima trojstupiiova metoda (Lukas et al., 1997).

Piima metoda patii mezi nejjednodussi lokalizaci antigenu v dané tkani. Primarni
protilatka, kterd se navaZze na antigen, je oznacena fluorescencni znackou (viz kapitola 4.8),
enzymem nebo kovovymi nanocasticemi (Lukas et al., 1997).
vhodnéjsi pii detekci mensiho mnozstvi proteinti ve tkani. Nejprve se na fezy aplikuje
neoznacena primarni protilatka, ktera je specificka proti prokazovanému antigenu. Poté je
nanesena znacena sekundarni protilatka proti imunoglobulinim zvitete, které bylo darcem

primarni protilatky (Lukas et al., 1997).

6 Zkratka PAS je slozena z po&ateénich pismen nazvi reagencii, které jsou pii této metodé pouzity — kyselina
jodista (Periodic Acid) a Schiffova reagens (Vacek, 1995).
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Nepfima trojstupfiova metoda se pouziva v piipadé, pokud je mnozstvi molekul Ag
Vv tkani nizké. V prvnim kroku reaguje primarni specificka protilatka s antigenem, ve druhém
kroku je aplikovdna sekundarni neoznacena specificka protilatka proti imunoglobulinim
zvitete, jehoz protilatky byly pouzity v prvnim a nasledném tietim kroku. Tato sekundarni
protilatka je nazyvana jako spojovaci a tvoii tzv. ,,mustky“. Ve tfetim kroku nanasime znaceny
komplex, napiiklad PAP (peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex) nebo komplex s alkalickou
fosfatazou APAAP (alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza) (Lukas et al., 1997).

Je mozno také vyuzit techniku avidin-biotin komplexu (ABC metoda), ktera je zalozena
na tvorbé pevné ireverzibilni vazby mezi biotinem (vitamin H) a avidinem (bilkovina vajecného
bilku). Avidin mlize vazat az 4 molekuly biotinu. Pfi reakci jsou néktera vazebna mista avidinu

voln4, jind jsou obsazena biotinem zna¢enym peroxiddzou (Lukas et al., 1997).

Detekce pomoci neprimé trojstupiiové metody

Jako preatrement byl pti vSech imunohistochemickych metodach pouzit citratovy pufr
(96°C/¢as pusobeni viz jednotlivé markery). Detekci cilovych markerd jsme provedli pomoci
nepiimé trojstupiiové metody s vyuzitim avidin-biotin komplexu (ABC).

Jako prvni bylo naneseno bloka¢ni sérum (mysi/krali¢i kit), které bylo fedéno 1:65 PBS.
Nasledné byla aplikovana neznacend primarni protilatka (viz jednotlivé markery) fedéna Dako
Antibody Diluentem (fedéni viz jednotlivé markery). Na primarni protilatku byla navazana
sekundarni protilatka (mysi/krali¢i kit) fedéna PBS v poméru 1:200, ktera tvofila spojovaci
mistek pro avidin-biotin komplex znaceny kienovou peroxidazou. ABC reagent (mysi/krali¢i
kit) byl ptipraven smichanim stejného mnozstvi A i B reagentu v poméru 1:10 s PBS (ABC
reagent bylo nutné ptipravovat 30 minut pied aplikaci). Vizualizace markeri byla provedena
pomoci DAB substratu, po jehoz rozlozeni kienovou peroxidazou byly pozitivni struktury
zbarveny hnédé. DAB byl pfipraven ptidanim jedné kapky DAB chromogenu do 1 ml Liquid
DAB-+ substratu. Vzorky byly dobarveny hematoxylinem.

Krali¢i kit — VECTASTAIN ABC Kit (Rabbit 19gG), PK-4001, Vector Laboratories, USA
Mysi kit — VECTASTAIN ABC Kit (Mouse 1gG), PK-4002, Vector Laboratories, USA
Dako Antibody Diluent — Dako Antibody Diluent, S3022, DAKO, USA

DAB — Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, K3468, DAKO, USA
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4.7.1 PCNA

Pro stanoveni prolifera¢ni aktivity bun¢k v tkanich byla pouzita imunohistochemicka
metoda detekce PCNA (Proliferating cell nuclear antigen). PCNA je nepostradatelny DNA
replikacni protein, ktery hraje ustfedni roli v replikacni vidlici pfi vazbé mnoha enzymu
potiebnych pro replikaci DNA. Diulezitou funkci plni také pii opravach DNA a reparacnich
mechanismech (Baple et al., 2014). Pomoci vizualizace PCNA proteinu v bunéénych jadrech
tkanovych tezl lze detekovat bunky prochazejici bunéénym délenim (Lukas et al., 1997).

Uroveii PCNA je velice nizka v klidovych buiikach, ale béhem bunééného cyklu jeho
mnozstvi vyrazné narusta. Zvysena produkce za¢ina na konci G1 faze, béhem S faze je produkce

maximalni a klesa béhem G2 a M faze (Lukas et al., 1997).

Anti-PCNA — Proliferating Cell Nuclear Antigen, M0879, Dako Cytomation, DK

Citratovy pufr Kit Redéni Abl Doba piisobeni Abl
20 minut/96°C v 1500 60 minut/RT
(vSechny organy) y ' (vSechny organy)

4.7.2 Rodina SOX genu

vvvvvv

ur¢ovani bunééného osudu v pribéhu embryonalniho i postnatalniho vyvoje. Zasadni roli hraji
také pii udrzovani homeostazy a regeneraci dospélych tkani (Sarkar and Hochedlinger, 2013).
Deregulace SOX faktorl je spojovana s mnoha onemocnénimi, véetné rakoviny (Bass et al.,
2009; Weina and Utikal, 2014). U ¢lov€ka a u mysi zahrnuje SOX rodina 20 transkripcnich
faktord, véetn¢ cilovych faktort SOX2 a SOX9 (Schepers et al., 2002).

Pfi imunohistochemickych metodach se SOX faktory vyuzivaji jako markery
progenitorovych bunék. Je nutné také zminit, Ze SOX faktory jsou relativné tkanove specifické
(Rex et al., 1998; Sarkar and Hochedlinger, 2013). Jako ptiklad 1ze uvést pravé SOX2 a SOX9
(viz kapitola 4.8.1), jejichz exprese byla v praci zkouména v plicich a jatrech. Zatimco v plicich
je pomerng vyrazna exprese SOX2 1 SOX9 (Gontan et al., 2008; Rockich et al., 2013), v jatrech
je mnozstvi SOX2 velice nizké (URL 2) a zvySena exprese je typickd pro jiné SOX faktory
(naptiklad prave pro zkoumany SOX9 faktor) (Kawaguchi, 2013; Yin, 2017).
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4.7.2.1 SOX2

K vizualizaci progenitorovych bun¢k v plicich byla pouzita imunohistochemicka
metoda detekce SOX2 (SRY (Sex determinant region Y)-BOX 2). Tento transkrip¢ni faktor
hraje vyznamnou roli pfi ur€ovani bunééného osudu a pluripotenci embryonalnich a neuralnich
kmenovych bunék (URL 3). SOX2 ma také nemaly vliv na vyvoj nervové soustavy a muze
pusobit jako iniciator diferenciace neuronti (Pevny and Nicolis, 2010; Takemoto et al., 2011).
Tento faktor je dale potiebny pro vyvoj a diferenciaci bun¢k dychaci soustavy (Gontan et al.,

2008; Tompkins et al., 2011).

Anti-SOX2 — SOX2, 2748S, Cell Signaling, USA

Citratovy pufr Kit Redéni AbI Doba piisobeni Abl

20 minut/96°C (plice) krali¢i 1:100 pres noc/4°C (plice)

4.7.3 Neurofilamenta

Neurofilamenta (NF) jsou intermedidlni filamenta, kterd se specificky nachéazeji jen
v cytoplasmé neurond a v jejich vybézcich (axonech a dendritech). NF tvofi nejvétsi slozku
cytoskeletu nervovych bunék (Liillmann-Rauch, 2012). NF jsou tvofena tfemi typy
podjednotek — lehké, stfedné tézké a tézké podjednotky (Petzold, 2005). Pii IHC detekci je

markerem prave stiedni podjednotka neurofilament (NF-M).

Anti-NF-M — 2H3, P12839, Developmental Studies Hybridoma Bank, USA

Citratovy pufr Kit Redéni AbI Doba pusobeni Abl

15 minut/96°C (mozek) mysi 1:80 ptes noc/4°C (mozek)

4.7.4 Detekce vybranych markeria

Nejprve umistime histologicka skla se vzorky do termostatu (56°C) na 1 hodinu.
Nasledné pro odstranéni veskerého parafinu nechame projit xylenovou fadou (dvé 1azné xylenu
po 10 minutach). Poté pokra¢ujeme sestupnou alkoholovou fadou (ethanol 100%/96%/70% po

5 minutach) a 5 minut oplachujeme v destilované vod¢. V dalsim kroku vzorky organi vafime

31



Vv citratovém pufru (96°C/Cas viz jednotlivé markery) a ndsledné 15 minut chladime v digestofi.
Poté vzorky nechame 3 minuty v 3% H.0; a dale oplachujeme v PBS (3x3 minuty).

Pii nasledujicich krocich jiz pfistupujeme k detekci samotnych markerd. Pii aplikaci
séra, primarni a sekundarni protilatky vzorky nechavame ve vlhké komurce pti pokojové teploté
(RT). Jako prvni pouzijeme bloka¢ni sérum (RT/20 minut pro vS§echny markery), které blokuje
nespecifické vazby protilatek. Poté tekutinu sklepneme a na vzorky aplikujeme primarni
protilatku (anti-PCNA/anti-SOX2/anti-2H3) fedénou Antibody Diluentem (fedéni, doba
pusobeni a teplota viz jednotlivé markery). Nasleduje opakovany oplach v PBS (3x3 minuty)
a aplikace sekundarni protilatky (RT/30 minut pro vSechny markery). Pokra¢ujeme oplachem
v PBS (3x3 minuty) a nanesenim ABC reagentu (RT/30 minut pro v§echny markery). V dal§im
kroku skli¢ka opét oplachneme v PBS (3x3 minuty).

Sklicka poté pieneseme k mikroskopu, kde na vzorky aplikujeme DAB substrat. Pod
mikroskopem pozorujeme tkan organu, kde pozitivné reagujici struktury zac¢inaji hnédnout. Po
zhnédnuti okamzité pfendame do destilované vody, aby doslo k zastaveni reakce. V destilované
vod¢ pak nasledné opakované oplachujeme (3x1 minuta).

Pro dobarveni okolnich tkani vlozime vzorky na 3 minuty do hematoxylinu a nasledné
je 10 minut oplachujeme pod tekouci vodou. Pokracujeme vzestupnou alkoholovou fadou
(ethanol 70%/96%/100% po 5 minutach) a projasnénim ve dvou laznich s xylenem po
10 minutach. Nakonec vzorky zamontujeme pomoci montovaciho média.

Vysledek detekce PCNA — PCNA-pozitivni buiiky maji hnéda jadra, ostatni tkanové
struktury jsou zbarveny modre.

Vysledek detekce SOX2 — SOX2-pozitivni bufiky maji hnéda jadra, ostatni tkanové
struktury jsou zbarveny modre.

Vysledek detekce NF-M — Neurofilamenta jsou zbarvena hnédé¢, ostatni tkanové

struktury jsou zbarveny modfe.

4.8 Imunofluorescen¢ni metody

Imunofluorescence (IF) je metoda, ktera je stejné jako imunohistochemie zaloZena na
principu reakce antigenu s protilatkou. Pti imunofluorescenci se ale na rozdil od klasické THC
pro zviditelnéni vazby antigen-protilatka (Ag-Ab) vyuziva vlastnosti fluorochormt, kterymi
jsou znaceny protilatky (Bartunkova and Paulik, 2005).

Mezi fluorescenéni metody fadime piimou a nepfimou metodu. Pfi piimé

imunofluorescenci je antigen detekovan primarni protilatkou, ktera je pfimo konjugovana
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s fluorochromem. Pfi nepfimé metod¢ se na primarni neznacenou protilatku vaze sekundarni
protilatka znacend fluorescen¢nim barvivem (Bartliikova and Paulik, 2005; Spring, 2003).
Principem fluorescen¢ni mikroskopie je zobrazeni cilového markeru diky fluorescenci
molekuly fluorochromu po dopadu ultrafialového zafeni (Spring, 2003). Fluorescence je
fyzikéalné chemicky d¢j, pti kterém po absorpci UV zéfeni atomem dochézi k excitaci elektront.
Elektron neni schopen v excitovaném stavu dlouho setrvat, a proto opét prechazi na hladinu
s niz$i energii. Pii pfechodu na niz$i energetickou hladinu je jeho piebyteéna energie vyzatrena

VvV podobé svétla o delsi vinové délce, které pozorujeme mikroskopem (Opekar et al., 2003).

Detekce pomoci nepFimé metody

Jako preatrement byl pfi vSech imunofluorescencnich metodach pouzit citratovy pufr
(96°C/cas pusobeni viz jednotlivé markery). V ptipadé IF byla detekce cilovych markerti
provedena pomoci nepiimé metody. Po naneseni blokac¢niho séra (krali¢i kit), které bylo fedéno
1:65 PBS, byla aplikovana neznacena primarni protilatka (viz jednotlivé markery) fedéna Dako
Antibody Diluentem (fedéni viz jednotlivé markery). Poté byly vzorky organti inkubovany se
sekundarni protilatkou (Ab 1) znacenou fluorochromem. Sekundarni protilatka byla fedéna
1:200 PBS. Preparaty byly nakonec zhotoveny pfidanim montovaciho média s DAPI, které

barvi jadra bunék. Detekce byla provedena fluorescenénim mikroskopem.

Kraliéi kit — VECTASTAIN ABC Kit (Rabbit 19gG), PK-4001, Vector Laboratories, USA
Abll — Goat anti-Rabbit 1IgG (H+L), Alexa Fluor 488, R37116, Invitrogen, USA
Montovaci médium s DAPI — Fluoroshield with DAPI, D9564, Sigma-Aldrich, USA

48.1 SOX9

SOX9 (SRY (Sex determining Region Y)-BOX 9) patii mezi dal$i mozné markery
progenitorovych bunék (Sarkar and Hochedlinger, 2013). Tento transkripéni faktor hraje
vyznamnou roli v prib&hu embryonalniho vyvoje, pfedevsim pak pti formovani skeletu savci
(Matsushita et al., 2013) a regulaci exprese genu, které ovliviiuji vyvoj a determinaci
pohlavnich organt (Alankarage et al., 2016; Kobayashi et al., 2005). Uplatiiuje se také pii
vyvoji, diferenciaci a regeneraci mnoha dalSich tkéani, v€etné jater, zluCovodu a slinivky

(Antoniou et al., 2009; Lefebvre et al., 2007; Furuyama et al., 2011).

Anti-SOX9 — SOX9 Antibody, OAAF00840, Aviva Systems Biology, USA
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Citratovy pufr Kit Redéni AbI Doba piisobeni Abl

25 minut/96°C (jatra) krali¢i 1:100 pres noc/4°C (jatra)

482 Na'/K*-ATPaza

Na*/K*-ATPaza (sodno-draselna pumpa) je jednim z nejrozsifenéjsich typi aktivniho
prenasece, ktery zabezpecuje ptenos sodikovych a draslikovych iontli pies membranu bunék.
Vyuzitim hydrolyzy jedné molekuly ATP jsou transportovany 3 ionty Na* ven z buiiky a 2 ionty
K" dovnitt buriky (Koolman and Réhm, 2012).

Na*/K*-ATPaza hraje roli pfi regulaci osmotického tlaku, ¢imz zaroven napomaha
udrzovani bunééného objemu. Tato pumpa je také dillezitym regulacnim enzymem nervovych
bunék — svou ¢innosti vyrovnava gradient iontll po probéhnuti akéniho potencialu (Glynn,
1993). Vyznamnou roli zastava Na'/K"™-ATPéaza v ledvinach, kdy se podili na reabsorpci
sodnych iontl. Pumpa je také soucasti nekterych transceluldrnich procesti ve stievech nebo
zlazach (Jorgensen et al., 2003).

Na*/K*-ATPaza je slozena z 3 podjednotek — o, B a y (Jorgensen et al., 2003). Pti

imunofluorescen¢ni detekci je markerem této pumpy o podjednotka.

Anti-Na*/K*-ATPaza — Sodium Potassium ATPase Antibody, EP1845Y, Abcam, UK

Citratovy pufr Kit Redéni Abl Doba piisobeni Abl
25 minut/96°C (plice) Kralici 1:80 ptes noc/4°C (plice)
20 minut/96°C (jatra, ledviny) ' 60 minut/RT (jatra, ledviny)

4.8.3 Detekce vybranych markeri

Nejprve umistime histologicka skla se vzorky organti do termostatu pfi teploté 56°C na
1 hodinu. Nasledné vzorky nechdme pro odstranéni veskerého parafinu projit xylenovou fadou
(dvé lazné xylenu po 10 minutach). Dale pokracujeme sestupnou alkoholovou fadou (ethanol
100%/96%/70% po 5 minutach), nasledné 5 minut oplachujeme v destilované vodé. V dal§im
kroku vzorky vafime v citratovém pufru (96°C/viz jednotlivé markery), poté 15 minut chladime

v digestofi a nasledné opakované oplachujeme v PBS (3x3 minuty).
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V dalS$im kroku jiz ptistoupime k detekci samotnych cilovych markeri. Jako prvni
pouzijeme blokac¢ni sérum (RT/20 minut), které blokuje nespecifické vazby protilatek.
Nasledné na vzorky aplikujeme primarni protilatku (anti-SOX9/anti-Na*/K*-ATP4za) fedénou
Antibody Diluentem (fedéni, doba pisobeni a teplota viz jednotlivé markery). Pokracujeme
oplachem v PBS (3x3 minuty), poté inkubujeme se sekundarni protilatkou (RT/40 minut).
Aplikace sekundarni protilatky a vSechny nasledujici kroky jiz musi probihat bez pfitomnosti
svétla. Vzorky poté opakované oplachujeme v PBS (3x3 minuty) a nakonec preparaty
zamontujeme montovacim médiem s DAPI. Hotové preparaty uchovavame v temnu.

Vysledek — SOX9-pozitivni buniky jsou pozorovatelné v zeleném spektru, jadra barvena
DAPI v modrém.

Vysledek — Na*/K*™-ATPaza-pozitivni struktury jsou pozorovatelné v zeleném spektru,

jédra barvend DAPI v modrém.

4.9 Metoda TUNEL

Jednou z moznosti, jak mizeme detekovat bunky podstupujici bunéénou smrt, je metoda
nazvana TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling). TUNEL
je béZnou metodou pro znazornéni fragmentované DNA, kterd je dlsledkem apoptotické
signalni kaskady (Huerta et al., 2007). Zakladem této metody je detekce fragmentované DNA,
ktera je zprostfedkovana pomoci specifického navazani urcitych molekul v misté jedno a dvou
fetézcovych zlomt DNA (Gavrieli et al., 1992).

Principem této metody je oznaceni 3’OH volnych konci fragmentované DNA
modifikovanym analogem baze (uridin) pomoci terminalni deoxynukleotidyl transferazy
(TdT). Ur¢ity pocet nukleotidt je znacen digoxigeninem, na ktery se nasledné vaze komplex
obsahujici protilatku proti digoxigeninu (anti-digoxigenin) a na néj navazanou kienovou
peroxidazu. Pro vizualizaci cilovych bun€k se pouziva DAB substrat, ktery rozklada enzym

peroxidaza (Gavrieli et al., 1992; Gorczyca et al., 1992).

Detekce pomoci metody TUNEL

Jako preatrement byla pouZita proteinaza K, ktera byla pfipravena smichdnim v poméru
1:50 s PBS. Souprava pro detekci apoptozy obsahovala ekvilibra¢ni pufr, reakéni pufr, TdT
enzym, ,.Stop/Wash Buffer a anti-digoxigenin s navazanou kienovou peroxidazou. Pro
vizualizaci TUNEL-pozitivnich bunék byl opét pouzit DAB substrat. VSechny reagencie kromé

reakéni smési nukleotidl s enzymem TdT byly bez fedéni ihned aplikovany na fezy.
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Proteinaza K — Proteinase K, P2308, Sigma-Aldrich, USA
TUNEL kit — ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, S7100, Merck, USA

Reakéni smés nukleotidi s enzymem TdT

Reakeni smeEs NUKICOtIAT ......ocvveviiiiiiiiicc s 90 ul
Destilovand VOda..........eoiiiiiiiiiiei s 35 ul
LI =1 0740 1 USROS 15 ul

4.9.1 Detekce TUNEL-pozitivnich bunék

Nejprve umistime skla se vzorky organu do termostatu pii teploté 56°C na 1 hodinu.
Poté vyndame a pro odstranéni parafinu vlozime do dvou za sebou jdoucich lazni s xylenem na
10 minut. Pokra¢ujeme sestupnou alkoholovou fadou (ethanol 100%/96%/70% po 5 minutach)
a poté 5 minut oplachujeme v PBS. V dal$im kroku vzorky vystavime pusobeni proteinazy K
(RT/20 minut), kterd zptistupni jadra pro piisobeni enzymu TdT. Pokracujeme oplachem
Vv destilované vod¢ (2x2 minuty), ndsledné na 3 minuty piendame do 3% peroxidu vodiku a poté
opakované oplachujeme v PBS (2x2 minuty).

Pti nasledujicich krocich jiz pouzijme kit k detekci apoptdzy. V prvnim kroku nechame
1 minutu pusobit ekvilibraéni pufr. Poté na vzorky aplikujeme reakéni smés nukleotidli
s enzymem TdT a nechame 30 minut ptsobit pii teploté¢ 37°C v termostatu. V dal§im kroku pro
zastaveni aktivity enzymu pouzijeme oplachovaci ,,Stop/Wash Buffer*, ktery nechame plisobit
10 minut. Vzorky dale opakovan¢ oplachneme v PBS (4x2 minuty) a poté aplikujeme komplex
protilatky (anti-digoxigenin) s navazanou kienovou peroxidazou (RT/30 minut). Poté tekutinu
sklepneme a vzorky pro ustaleni pH oplachneme v PBS (4x2 minuty). V dal§im kroku jiz
ptistoupime k vizualizaci TUNEL-pozitivnich bunék pomoci rozkladu DAB substratu
peroxiddzou. DAB aplikujeme pod mikroskopem, kde pozorujeme pozitivni jadra barvici se
hnéd€. Po zhnédnuti ihned pfenddme do destilované vody, aby nedosSlo k falesné pozitivni
reakci. Oplach v destilované vod¢ poté opakujeme (3x1 minuta).

Tkang nasledné dobarvime 3 minuty v hematoxylinu. Pokracujeme 10 minut oplachem
pod tekouci vodou. Poté sklicka nechame nejprve projit alkoholovou fadou (70%/96%/100%
ethanol po 5 minutach), kterou nasleduji dvé 1azné s xylenem. V kazdé 1azni xylenu ponechame
sklicka 10 minut. Nakonec vzorky zamontujeme montovacim médiem.

Vysledek — TUNEL-pozitivni buiiky maji hnédou barvu, ostatni tkaniové struktury jsou

zbarveny modfe.
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4.10 Analyza genové exprese

Pro gPCR analyzu exprese transkripéniho faktoru NF«B1 bylo vybrano 10 vzorki plic
z Sestitydenniho experimentu, 10 vzorkl plic z jedenéctitydenniho experimentu, 10 vzorkl
ledvin z Sestitydenniho experimentu a 10 vzorku ledvin z jedenactitydenniho experimentu.
Vzdy bylo vybrano 5 kontrolnich a 5 experimentalnich organa (vice viz Ptilohy, kapitola 11.1).
Z tkéani byla nejprve izolovana mRNA, kterou jsme nasledné reverzni transkripci

prepsali do cDNA. Vysledna exprese byla stanovena pomoci qPCR.

4.10.1 NFkB rodina a protein NFkB1

NF«B je rodina transkrip¢nich faktort, kterd ovliviiuje expresi fady genti dalezitych pro
imunitu, zanétlivou odpovéd’ a dalsi procesy odpovidajici na riizné podnéty jako jsou napiiklad
cytokiny, ultrafialové zafeni, volné radikaly ¢i bakterialni a virové antigeny. NFxB také patii
mezi hlavni regulatory oxidativniho stresu a u nékterych bunék blokuje apoptozu (Baeuerle and
Baltimore, 1991; Jimi and Ghosh, 2005; Napetschnig and Wu, 2013). NFkB rodina byva ¢asto
ozna¢ovana jako hlavni zprostiedkovatel imunitni odpovédi (Ghosh et al., 1998).

NF«B rodina zahrnuje celkem pét ¢lent rozdélenych do dvou podrodin — Rel proteiny
a NFkB proteiny. Do prvni rodiny patii RelA (p65), RelB a c-Rel. Rodina NF«xB proteini
zahrnuje pro nas cilovy NFkB1 (p50) a dale NFxB2 (p52) (Ghosh and Hayden, 2008).

4.10.2 lzolace mRNA

Izolace byla provedena pomoci kitu pro izolaci mRNA, ktery obsahoval RLT pufr, RW1
pufr a RPE pufr.

RNA Kit — RNeasy Mini Kit, 74106, Qiagen

Postup — Z pfipraveného organu vyfizneme maly vzorek (idedlni véha je okolo 30 mg),
ktery vloZzime do pfedem zchlazené zkumavky. Ke vzorku nésledné ptidame 300 pl lyza¢niho
pufru (RLT pufr smichany s B-Mercaptoethanolem v poméru 99:1) a homogenizujeme. Dale
ptidame 300 pl 70% ethanolu, kratce propipetujeme a centrifugujeme (10 000 rpm/15 s). Po
vyjmuti z centrifugy opatrné, aniz bychom pipetou nasali i sediment vznikly pfi centrifugaci,
pfeneseme supernatant do kolonky a dale centrifugujeme (11 000 rpm/15 s). Tekutinu ve sbérné

nadobce vylijeme a do kolonky pfidime 700 ul RW1 pufru. Poté znovu centrifugujeme
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(11 000 rpm/15 s). Po ukonceni centrifugace kolonky opatrné vyjmeme, tekutinu ze sbérné
nadobky vylijeme a pokracujeme ptidanim 300 pl RW1 pufru s naslednou centrifugaci
(11 000 rpm/15 s). Poté obsah sbérné nadobky vylijeme a pfidame 500 ul RPE pufru.
Pokracujeme opétovnou centrifugaci (11 000 rpm/15 s). Pfedchozi krok zopakujeme, piidame
opét 500 ul RPE pufru a centrifugujeme pii stejnych otackach 15 sekund. Nésledn¢ tekutinu
vylijeme, piidame 500 pl RPE pufru a centrifugujeme (11 000 rpm/2 min).

Po ukonceni centrifugace kolonky vyjmeme, slijeme tekutinu, vyménime sbérnou
nadobku a centrifugaci pii maximalni rychlosti (14 000/1 min) odstranime zbytky promivacich
pufrii. Nasledné kolonky pfendame do nové ependorfky a pomoci pipety na kolonku opatrné
ptidame 25 ul depc vody. Poté centrifugujeme (10 000/15 s). Pii tomto kroku jiz dochazi
k uvolnéni MRNA do ependorfky.

Koncentraci a Cistotu vysledné mMRNA métime na spektrofotometru. Ziskany vzorek

mRNA poté uchovavame pfi teploté - 80°C.

4.10.3 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, pii kterém dochézi k ptepisu mRNA do cDNA. V ramci
prepisu do cDNA pomoci enzymu reverzni transkriptdzy dochazi k tvorbé tzv. templatu, ktery
hraje dilezitou roli pti gPCR (Ruijter et al., 2013).

Postup — Podle naméfené koncentrace mRNA na spektrofotometru vypocitame slozeni
reak¢ni smési pro prepis 1 vzorku do cDNA. Pfidavame vzdy mnozstvi vzorku mRNA, které

odpovida koncentraci 500 ng/ul. Reakéni smés, jejiz celkovy objem musi ¢init 20 ul, obsahuje:

10 ul Master Mixu + x ul vzorku mRNA (500 ng/ul) + doplnit depc H20 do objemu 20 ul

Reverse Transcription Master Mix — gb Reverse Transcription Kit, 3012, Generi Biotech,
Czech Republic

Zkumavky s namichanou reak¢éni smési vlozime do termocykleru a inkubujeme

60 minut pii teploté 42°C. Vyslednou koncentraci CONA poté zméfime na spektrofotometru.

Ziskany vzorek cDNA uchovavame pii teploté - 20°C.
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4.10.4 gPCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (qPCR) je metoda, ktera umoziuje
stanoveni mnozstvi sledovaného useku DNA pomoci specialniho cykleru, ktery v pribéhu PCR
kontinudlné zaznamendva priristek mnozstvi amplifikované DNA. Metoda je zalozena na
klasické PCR, ale zatimco u PCR je analyzovan vysledny produkt, u gPCR je zaznamenavan
prirtstek intenzity fluorescence v kazdém cyklu rekce. Méfeni mnozstvi DNA je umoznéno
pfidanim fluorescen¢niho substratu, ktery se vaze na pritomnou DNA a na zakladé vazby
vyzaiuje svételny signal. Hladina fluorescence je zachycena detektorem, zpracovana pocitacem
a prevedena do grafu (Ruijter et al., 2013; Zima et al., 2004).

Jako fluorescen¢ni reportér jsme pouzili dvojité barvené TagMan sondy. Tyto sondy
nesou na 5° konci fluorofor, jehoz aktivita je blokovana molekulou zhaSece. Dokud neni sonda
hydrolyzovana ¢innosti DNA-polymerazy (Vv naSem piipadé Taq-polymerazy), zhasec blokuje
fluorofor a k fluorescenci nedochazi. Jakmile béhem syntézy DNA podle vlozeného templatu
DNA-polymerdza narazi na navdzanou TagMan sondu, rozlozi ji, a tim separuje zhase¢ od
fluoroforu, ¢imZ dochdzi k emisi fluorescenéniho signdlu (Livak et al., 1998)

Pti kvantifikaci sledovaného useku je také nezbytné vyhodnotit tzv. vnitini kontrolu,
kterda nam stanovi, do jaké miry bylo pouzito stejné mnozstvi vstupni reakéni smési
u testovanych vzorkl — tedy jestli rozdil v expresi sledovaného genu mezi jednotlivymi vzorky
neni zplsoben nestejnou koncentraci reak¢nich smési. Jako vnitfni geny jsou nejcastéji
vyuzivany referencni geny, jejichz exprese by méla byt stabilni a stejna u vSech testovanych
vzorkl. Mezi referenéni geny fadime tzv. ,,housekeeping™ geny, kam spada naptiklad gen pro

aktin nebo tubulin (Kozera and Rapacz, 2013).

Postup — U kazdého cilového organu, kontrolniho 1 exponovaného, byla v triplikatech
na 96 jamkové desticce stanovena exprese cilového genu (NFkB1) a také ,,housekeeping™ genu

(B-aktin). Celkovy objem triplikatu byl 30 ul. Jeden vzorek o 10 ul obsahoval:

5 ul Master Mixu + 0,5 pl Taq man sondy + 0,5 ul cDNA analyzovaného vzorku
(koncentrace cDNA 100 ng/ ul) + 4 ul depc H20

PCR Master Mix — gb Ideal PCR Master Mix, 3007, Generi Biotech, Czech Republic
Tag Man Sonda pro NFkB1 — Mm00476361_m1

Taq Man Sonda pro p-aktin — Mm00607939_s1
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Pii reakci nejprve probéhl 1 cyklus preinkubacni denaturace (95°C — 10 minut), po
kterém nasledovalo 55 amplifika¢nich cykla (95°C — 15 sekund; 60°C — 60 sekund).

Pro kvantifikaci exprese je zdsadni tzv. Cycle Treshold (CT). Tato hodnota udava ¢islo
cyklu, pii kterém dochazi k piekroc¢eni prahu detekce. CT hodnota cilového genu je nasledné
normalizovana k CT hodnoté ,,housekeeping™ genu. Pfi vyhodnoceni exprese NFkB1 jsme
pouzili tzv. metodu AACT (Kozera and Rapacz, 2013).

Vypocet podle metody AACT:

R = 2-AACT

Pismeno R (ratio) udava relativni zménu exprese.

V}”pOéet AACT: AACT = ACTtestovaného vzorku — ACTkontrolniho vzorku
ACT estovaného vzorku = CT cilového genu — CThousekeeping genu

ACTxontrolniho vzorku = CTcilového genu — CThousekeeping genu

Statisticka vyznamnost vysledkl byla ovéfena pomoci t-testu. Variabilita v experimentu

je v grafech znazornéna smérodatnou odchylkou.
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5 VYSLEDKY

U kazdého organu byla primarn¢ provedena histopatologickd analyza. Poté byly na
zaklad¢ ziskanych vysledki vybrany selektivni histochemické, IHC a IF metody pro vytvoteni
komplexnéjSiho obrazu o zménach v cilovych organech (plice, jatra, ledviny, mozek a slezina)
po inhalaci nanocastic PbO. Prace je poté doplnéna o analyzu vahy organti na konci inhala¢nich
experimentll a méfeni exprese transkripéniho faktoru NFkB1 v plicich a ledvinach (vice
informaci o jedincich a provedenych metodach viz Ptilohy, kapitola 11.1).

Platy histopatologické analyzy organi jsou uvedeny v této kapitole. Vysledné platy

S ostatnimi analyzami jsou uvedeny v Obrazovych piilohach (kapitola 10; v textu zkratka OP).

5.1 Analyzy vahy organii na konci inhala¢nich experimenti

Rozhodli jsme se zhodnotit, zda inhalace nanocastic PbO ovliviiuje celkovou hmotnost
vybranych organt (plice, jatra, ledviny, mozek a slezina). Organy byly ihned po vyjmuti z téla
mysi zvazeny a hodnoty zapsany. Analyza hmotnosti cilovych orgdni byla provedena u vSech
kontrolnich i experimentalnich jedinct (viz Pfilohy, kapitola 11.1 a 11.2). Variabilita mezi
jednici je v grafech znazornéna smérodatnou odchylkou. Statisticky signifikantni rozdil byl
stanovovan pomoci t-testu.

Celkovd hmotnost my$i nebyla porovndvana z divodu nedostatku dat. Béhem
experimentl A a B nebyla hmotnost jedinct zjiSt'ovana, byla stanovovana pouze u experimentli
C aD. Vysledky by tedy nebyly z diivodu nedostatku dat signifikantni, proto nejsou do celkové

analyzy zahrnuty.

5.1.1 Plice

Po Sestitydenni inhalaci nanocastic byla pozorovana zména v hmotnosti plic mezi
kontrolni a experimentalni skupinou (viz Graf ¢. 1; strana 42). U experimentalnich jedincu byla
hmotnost plic zvySena. Vysledky byly statisticky signifikantni (p<0,05). Po jedenactitydenni
inhalaci nanocastic PbO doslo taktéz k nartstu hmotnosti plic u exponované skupiny. T-test

potvrdil statistickou vyznamnost vysledki méfeni (p<0,05).
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Graf ¢. 1: Analyza hmotnosti plic na konci inhala¢nich experimentu
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5.1.2 Jatra

U experimentalni skupiny zvifat doslo ke statisticky signifikantnimu (p<0,05) zvySeni
hmotnosti jater po Sestitydenni inhalaci NPs PbO (viz Graf ¢. 2). V analyze po jedenactitydenni

inhalaci jsme pozorovali mirny pokles hmotnosti jater u exponovanych jedincu.

Graf ¢. 2: Analyza hmotnosti jater na konci inhala¢nich experimenti
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5.1.3 Ledviny

Pro analyzu hmotnosti ledvin jsme vZdy pouzili hodnotu priméru mezi pravou a levou
ledvinou kazdé mysi. V Sestitydennim experimentu nebyl patrny rozdil v hmotnosti ledvin, ale
po jedenactitydenni inhalaci NPS jsme pozorovali statisticky signifikantni (p<0,05) zvyseni

hmotnosti ledvin u experimentalni skupiny zvifat (viz Graf ¢. 3).

Graf ¢. 3: Analyza hmotnosti ledvin na konci inhala¢nich experimentii
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5.1.4 Mozek

Po expozici mysi nanocasticim PbO jsme ani v jednom inhalaénim experimentu
nepozorovali statisticky vyznamnou zménu hmotnosti mozku mezi experimentalni a kontrolni

skupinou zvifat (viz Graf ¢. 4; strana 44).
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Graf ¢. 4: Analyza hmotnosti mozku na konci inhala¢nich experimenti
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5.1.5 Slezina

U experimentalnich jedinct z Sestitydenniho inhala¢niho intervalu doslo ke statisticky
vyznamnému (p<0,05) zvySeni hmotnosti sleziny. Po jedenactitydenni inhalaci se ale hmotnosti

sleziny exponovanych i kontrolnich zvitat pohybovaly v podobném rozmezi (viz Graf ¢. 5).

Graf ¢. 5: Analyza hmotnosti sleziny na konci inhala¢nich experimenti
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5.2 Plice — brana pro nanocastice
5.2.1 Sestitydenni inhalace nano&astic PbO

Histopatologicka analyza potvrdila zna¢né morfologické zmény v plicich u mysi po

Sestitydenni inhalaci NPs PbO ve srovnani s plicemi kontrolnich jedinct (viz Obr. ¢. 6).
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Obr. ¢. 6: Histopatologickad analyza plic kontrolnich jedincu 7 Sestitydenniho experimentu
A: Terminalni bronchiolus (b) je tvofeny jednofadym tasinkovym kubickym az cylindrickym epitelem.
Vedle bronchiolu se nachazi céva (bv), okoli je bez pfitomnosti zanétu.
B: Sténa cév (bv) je tvofena jednovrstevnym plochym epitelem. Kolem je patrna fidka vrstva vaziva.
Neni ptitomny zadny zanétlivy infiltrat.
C: Alveoly (a) jsou vystlany respiraénim epitelem, ktery je tvofen pneumocyty I. a II. typu. Mezi alveoly
probiha spletita sit’ cév (bv) a drobnych vlaseénic. V plicich se hojné vyskytuji makrofagy (m).

Meéfitko = 100 um; a — alveolus, as — alveoldrni vacek, b — bronchiolus, bv — céva, m — makrofag.

U experimentalnich jedinch (viz Obr. €. 7; strana 46) jsme zaznamenali remodelaci
plicni tkéné, hyperemii v alveolarnich septech a intersticiu, dilatované cévy, hemostazu
S pritomnosti hemosiderinu a siderofagt, ztlustéla alveolarni septa, alveolarni emphyzém nebo
zvySeny pocet bunck v intersticiu. Byly patrné znamky akutni katardlni bronchiolitidy
a alveolitidy. Epitel bronchiold byl vlivem zanétu poskozeny, patrna byla deskvamace
epitelovych bungk a pfitomnost neutrofilii ¢i erytrocytti v luminu bronchiold. Pozorovano bylo
i zvySené mnozstvi hlenu v luminu bronchiolti, které by mohlo pfipadné vést k atelektaze. Po
inhalaci nanocastic olova taktéz doSlo k vytvofeni Cetnych zanétlivych peribronchiolarnich
a perivaskularnich infiltrati z leukocytl. V infiltratech jsme pozorovali pfitomnost lymfocytd,
neutrofilti a makrofagh. Také doslo ke zvySeni poctu alveolarnich i intersticialnich makrofagu.
Misty se vyskytovali i tzv. pénové makrofagy. V alveolech jsme krom¢ makrofagt pozorovali

vetsi pocet neutrofild.
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Obr ¢ 7 Htstopatologtcka analyza pltc experimentdlnich jedinci po sestttydenm mhalact nanocdstic PbO

A, B, D, E, G, H: Epitel terminalnich bronchioli (b) je poruseny, vykazuje deskvamaci epitelovych
bunék. Okolo bronchioli (b) a cév (bv) jsou patrné zanétlivé infiltraty (il) obsahujici lymfocyty, neutrofily
a makrofagy. V infiltratech se misty nachazi hemosiderin (h). Respira¢ni epitel je poskozeny. Alveolarni septa
jsou ztlustéla, v intersticiu je patrné zmnozeni bungk. Makrofagy (m) jsou hojné pfitomné jak v infiltratech, tak
i v oblasti alveold. V alveolarnich oblastech se nachazi i tzv. pénové makrofagy (fm).

C, F, I: Plicni tkan je silné remodelovana. Okolo cév (bv) se nachazi drobné perivaskularni infiltraty
leukocytt (il). Septa alveoll (@) jsou ztlustéla, pneumocyty jsou poskozené. Je patrna hyperémie. Mezi alveoly se
nachazi zvySeny poéet makrofag (m), misty jsou pritomné pénové makrofagy (fm).

Meéfitko = 100 um; a — alveolus, ad — alveoldrni chodbicka, as — alveoldrni vacek, b — bronchiolus,

bv — céva, fm — pénovy makrofig, h —hemosiderin, il — infiltrat leukocytii, m — makrofig.

Pomoci barveni Massonovym zelenym trichromem jsme detekovali kolagenni vazivo
v plicich (viz OP, kapitola 10.1.1). U experimentalnich zvifat jsme vazivo stejné jako u kontrol
detekovali v oblasti bronchiolt a cév. Mezi experimentalnimi a kontrolnimi jedinci jsme ale
Vv téchto oblastech nenalezli vyraznéjsi rozdily. V alveolarnich septech exponovanych jedinci
se podobné jako u kontrol nachazelo pouze malo kolagenniho vaziva. I kdyz byla septa alveola

po inhalaci nanocastic PbO ztlustela, kolagenni vlakna se v nich ve vétsi mife nevyskytovala.
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Pomoci imunohistochemické metody detekujici PCNA jsme zobrazovali proliferujici
bunky (viz OP, kapitola 10.1.2). U kontrolnich jedinci jsme pozorovali velmi maly pocet
proliferujicich bunék. Po inhalaci NPs PbO jsme detekovali velké mnozstvi proliferujicich
bunék zejména v infiltratech. Také doslo ke zvySeni poctu PCNA-pozitivnich makrofagi.
Mnozstvi PCNA-pozitivnich bun¢k v alveolarnich oblastech bylo pouze mirn¢ zvyseno.

Analyza TUNEL-pozitivnich bun¢k (viz OP, kapitola 10.1.3) u kontrolnich jedinct
ukazala pouze malé mnozstvi pozitivnich bun¢k. Vétsi mnozstvi TUNEL-pozitivnich bunék
jsme detekovali u experimentalni skupiny zvifat. Pozitivni bunky se stejné¢ jako u kontrol
vyskytovaly v oblasti alveolti. Mnozstvi pozitivnich bunék bylo mirn¢ zvyseno, ale statisticky
vyznamna zména zjiSténa nebyla. Ve srovnani s kontrolou se pozitivni buiiky navic vyskytovaly
Vv peribronchiolarnich a perivaskularnich infiltratech.

V plicich jsme dale pomoci IHC metody detekovali SOX2 transkripéni faktor (viz OP,
kapitola 10.1.4). ZvysSenou expresi SOX2 faktoru vykazovaly piedev$im bunky epitelu
bronchiolti. Mnozstvi a lokalizace pozitivnich bunék v plicich experimentalnich jedinci se
neliSily ve srovnani s kontrolni skupinou. V alveolarnich oblastech byl poc¢et SOX2-pozitivnich
bunck u obou skupin velmi maly, pozitivni buiiky se vyskytovaly jen ojedinéle.

Mnozstvi enzymu Na*/K*-ATPazy (viz OP, kapitola 10.1.5) v plicni tkani nebylo
u experimentalnich zvitat oproti kontrolnim vyrazné zménéno.

Po Sestitydenni inhalaci NPs PbO jsme pozorovali statisticky signifikantni zvySeni

v expresi NFkBL1 v plicich experimentalnich jedinct (viz Graf €. 6).

Graf ¢. 6: Analyza exprese NFkB1 v plicich po Sestitydenni inhalaci NPs PbO
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5.2.2 Jedenactitydenni inhalace nanocastic PbO

Plice kontrolnich jedinct z jedenéctitydenniho experimentu byly stejné strukturalni
stavby jako plice neexponovanych jedinct z piedchoziho experimentu (viz Obr. ¢&. 8).
Bronchioly byly cisté, jejich epitel byl neporuseny, okoli bylo bez vyskytu zanétlivych
infiltratd, alveolarni septa nebyla ztlustéla. Mnozstvi alveolarnich i intersticidlnich makrofaga

bylo podobné.
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Obr. ¢. 8: Histopatologickd analyza plic kontrolnich jedincii 7 jedendctitydenniho experimentu

A, B: V okoli cévy (bv) a bronchiolu (b) neni ptitomny Zzadny viditelny zanétlivy infiltrat. Lumen
bronchiolu je prazdny, neni patrna deskvamace epitelovych bunék.

C: Septa alveoli (a) jsou tvofena tenkym respiracnim epitelem. Mezi pneumocyty se v plicich nachazeji
¢etné makrofagy (m).

Meéfitko = 100 um; a — alveolus, as — alveoldrni vacek, b — bronchiolus, bv — céva, m — makrofag.

Histopatologicka analyza plic po jedenactitydenni inhalaci nanocastic PbO ukazala
cetné zmeny sveédCici pro vazné poskozeni plicni tkané (viz Obr. €. 9; strana 49). V plicich
exponovanych jedincli jsme analyzovali podobné zmény jako po Sestitydenni inhalaci
nanocastic, ovSem zavazngjSiho a rozsahlejSiho charakteru. Byla patrna vyrazna remodelace
plicni tkan¢, brochiolitida a alveolitida, atelektaza, hyperémie a dilatované cévy, dale pak
alveolarni emphyzém, ztlustéla septa, zmnozeni bun¢k v intersticiu nebo ojedinéle i hemoragie.
MnozZstvi hemosiderinu a siderofagli v septech nebo zanétlivych infiltratech bylo oproti
Sestitydennimu  experimentu zvyseno. Pocet neutrofild a makrofagti byl rovnéz zvysen,
predevsim doslo k velkému nartistu mnozstvi pénovych makrofagt. Zanétlivé infiltraty byly
ptitomny okolo brochiold, cév nebo mezi alveoly. V mnoha ptipadech byly zjistény zanétlivé

zmény bronchioli.

48



iq A LN oS 28D

P R}
e Vs
s Nl o
D\ :‘i»»-,_, \Mg

2 )
':.ﬂi- 3

5

‘ b 2t

e g E _' o ‘,‘.;,
rese 2w s, pdfiNe
CHAERS G g T WS

Y W 4

Obr. ¢. 9. Histopatologickda analyza plic experimentdlnich jedincii po jedendctitydenni inhalaci
nanocdstic PbO

A, B, D, E, G, H: Kolem bronchiolt (b) a cév (bv) jsou velké zanétlivé infiltraty imunitnich bunék (il).
V nékterych mistech dochazi k poskozeni epitelovych bunék a pronikani lymfocyti do epitelu (B — Sipka). Misty
je patrny hemosiderin (h) a siderofagy. Vyfezy (A, H; méfitko = 10 um) — hemosiderin a siderofagy.

C, F, I: Plicni tkan je silné remodelovana, V intersticiu a septech alveold je patrny velky nartst bunék,
alveolarni septa jsou poskozend. Je patrnd hyperémie a misty alveolarni emphyzém. Hojné jsou piitomny
makrofagy (m). Mezi alveoly se misty nachazeji zanétlivé infiltraty (il).

Méfitko = 100 um; a — alveolus, as — alveoldrni vaicek, b — bronchiolus, bv — céva, h — hemosiderin,

il — infiltrdt leukocytii, m — makrofag.

Mnozstvi kolagennich vlaken (viz OP, kapitola 10.1.1) nebylo stejné jako po
Sestitydenni inhalaci v plicich experimentdlnich jedinct zvyseno. I kdyz byla patrnéd silna
remodelace tkan¢ a vy$$i mnozstvi buné€k v intersticiu, kolagenni vazivo zmozeno nebylo.

Imunohistochemickd metoda detekce PCNA (viz OP, kapitola 10.1.2) ukdazala
ptitomnost PCNA-pozitivnich bun€k v zanétlivych infiltratech. Dale bylo patrno mnoho
proliferujicich alveolarnich a intersticialnich makrofagli. Mnozstvi PCNA-pozitivnich bunék

V septech a intersticiu bylo u experimentalni skupiny mirn¢ zvySeno.
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Pocet TUNEL-pozitivnich bun¢k (viz OP, kapitola 10.1.3) byl v plicich kontrolnich
jedinct nizky, buiiky se jen ojedinéle nachdzely v alveolarnich septech. Po jedenactitydenni
inhalaci NPs jsme pozorovali narust poctu TUNEL-pozitivnich bun¢k jak ve srovnani
s kontrolami, tak s jedinci ze Sestitydenniho inhala¢niho experimentu. Pozitivni builky se
vyskytovaly v zanétlivych infiltratech, a dale pak ve vétsi mife 1 v alveolarnich oblastech.

Velké mnozstvi SOX2-pozitivnich bun€k bylo stejné jako v Sestitydennim experimentu
detekovano V epitelu bronchiolt (viz OP, kapitola 10.1.4). Po jedenactitydenni inhalaci jsme
ale obdobné jako v pfedchozim inhala¢nim experiementu nezaznamenali zmény v mnozstvi
nebo lokalizaci SOX2-pozitivnich bun¢k.

Imunofluorescenéni analyza Na*/K*-ATPazy (viz OP, kapitola 10.1.5) ukazala snizené
mnozstvi enzymu v epitelu bronchiold u exponované skupiny zvifat. Mnozstvi Na*/K*-ATPazy
v alveolarnich septech nebylo oproti kontrolam signifikantné zménéno.

Po jedenactitydenni inhalaci nanoc¢éstic PbO jsme pozorovali zvySeni exprese NFkB1

v plicich, vysledky ale nebyly statisticky signifikantni (viz Graf ¢. 7)

Graf ¢. 7: Analyza exprese NFkB1 v plicich po jedenactitydenni inhalaci NPs PbO
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5.3 Jatra — sidlo detoxika¢nich a metabolickych funkci
5.3.1 Sestitydenni inhalace nano&astic PbO

Po Sestitydenni inhalaci nanocastic jsme v jatrech experimentalnich mysi ve srovnani
s kontrolnimi jedinci (viz Obr. ¢. 10) pozorovali vyrazné zmény, které ukazuji na zna¢né

poskozeni jaterni tkané.
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Obr. ¢. 10: Histopatologickd analyza jater kontrolnich jedincii 7 Sestitydenniho experimentu
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A, B, C: Hepatocyty tvoii jaterni tramce, mezi kterymi probihaji fenestrované sinusoidy (S). Jatra jsou
hojné protkana cévami (bv) tvoficimi nutritivni nebo funkéni ob&h. V hepatocytech dochazi ke tvorbé zluéi, ktera
je odvadéna ZluGovymi kapilarami a zlu¢ovody (bd).

Mgtitko = 100 pum; bd — Zlucovod, bv — céva, s — sinusoida.

Histopatologicka analyza jater exponovanych jedinct (viz Obr. €. 11; strana 52) odhalila
poskozeni, remodelaci a dystrofii hepatocytt. Byla patrna hydropicka degenerace a vakuolizace
jaternich bun¢k nebo hypertrofie hepatocytii (Casto kombinovand s karyomegalii) prevazné
Vv centrilobularnich oblastech (tzv. centrilobularni hypertrofie). Déle bylo zaznamenéano
zvySené mnozstvi dvoujadernych hepatocytti. Také jsme pozorovali ukladani drobnych
tukovych kapének v cytoplasmée hepatocytii, coz ukazuje na mikrovesikuldrni steatozu. Misty
jsme rovnéZ zaznamenali zndmky pocinajici jaterni nekrdzy s infiltraci leukocyti. Také byl
patrny narlst loZisek hematopoézy, zejména kolem cév, ale i mezi hepatocyty. V jatrech

exponovanych mysi byly pfitomné 1 perivaskularni zanétliveé infiltraty imunitnich bunék.
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Obr. ¢. 11: Histopatologickd analyza jater experimentdlnich jedincii po Sestitydenni inhalaci nanoédstic PbO
A B, C, D, E, F, G, H, I: Je vidét remodelace jaterni tkané. Mnohé hepatocyty jsou dystrofické nebo
hypertrofické (hh) s karyomegalii a vakuolizaci cytoplasmy (vc). Pfitomna je i zadinajici fokalni nekroza
hepatocytt (fn) s infiltraci imunitnich bunék. Zanétlivé infiltraty leukocyta (il) jsou dale patrné kolem cév. Misty
je ptitomna i extramedularni hematopoéza (hp).

Meétitko = 100 pm; bv — céva, fn — fokalni nekréza, hh — hypertroficky hepatocyt, hp — hematopoéza,

il — infiltrat leukocyti, vc — vakuolizace cytoplasmy.

Mnozstvi kolagenniho vaziva, které bylo znazornéno pomoci barveni Massonovym
zelenym trichromem (viz OP, kapitola 10.2.1), nebylo v jatrech po inhalaci nanocastic PbO
zménéno. Stejné jako Vv jatrech kontrolnich jedinci bylo vazivo detekovano predevsim kolem
centrdlnich vén, zlu¢ovodl nebo v okoli Glissonovych triad. Ale zvySend pfitomnost vaziva
mezi hepatocyty, kterd by mohla znamenat jaterni fibrézu, nebyla pozorovana.

U kontrolnich jedinci vykazovaly zvysenou expresi PCNA piedevsim Kuppferovy
a endotelové buiky (viz OP, kapitola 10.2.2). Pfitomnost PCNA-pozitivnich hepatocyti byla
minimalni. V jatrech experimentalnich mysi byla stejné jako u kontrol zaznamenana proliferace
endotelovych nebo Kuppferovych bunék. Zména oproti kontrolni skupiné byla patrna pouze ve

zvyseném poctu PCNA-pozitivnich hepatocytl (pfedevsim dvoujadernych). U exponovanych
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jedinch PCNA déle exprimovaly bunky v loziscich extramedularni hematopézy nebo
Vv zanétlivych infiltratech.

Analyza jaterni tkdn€¢ pomoci metody TUNEL (viz OP, kapitola 10.2.3) nepfinesla
zadné vysledky, které by ukazovaly na zmény v mnozstvi TUNEL-pozitivnich bunék. V jatrech
kontrolnich i exponovanych jedincti vykazovaly pozitivitu predevsim Kuppferovy a endotelové
bunky. Pfekvapivé, v mistech fokalni nekrozy a v zanétlivych infiltratech nebyly detekovany
témet zadné TUNEL-pozitivni buiiky.

Pomoci PAS reakce jsme detekovali piitomnost glykogenu v hepatocytech (viz OP,
kapitola 10.2.4). Po Sestitydenni inhalaci NPs doSlo u experimentalnich jedincti v jaternich
buikach k vyraznému ubytku tohoto polysacharidu.

Imunofluorescencni metodou detekce SOX9 jsme analyzovali pfitomnost moZznych
progenitorovych bunék vykazujicich expresi pravé tohoto transkripéniho faktoru (viz OP,
kapitola 10.2.5). U kontrolnich i experimentalnich jedincti jsme SOX9-pozitivni bunky
detekovali okolo cév a zluCovodu. V jatrech experimentalnich jedincti jsme pozorovali vyssi
mnozstvi SOX9-pozitivnich bunék v cévnich oblastech.

V jatrech kontrolnich jedincli jsme na membrandch jaternich bunék detekovali velké
mnozstvi Na*/K*-ATPazy (viz OP, kapitola 10.2.6). Po Sestitydenni inhalaci nano¢astic PbO

jsme zaznamenali vyrazné sniZzeni mnozstvi tohoto enzymu.

5.3.2 Jedenactitydenni inhalace nanocastic PbO

Po jedendctitydenni inhalaci NPs PbO jsme V jatrech pozorovali ¢etné patologické
zmény. Histopatologickd analyza pomoci barveni hematoxylinem-eosinem (viz Obr. ¢. 13;
strana 55) potvrdila zmény, které jsme pozorovali i v krat§im inhalaénim experimentu. Jatra

kontrolnich jedincti miizeme vidét na Obr. €. 12 (viz strana 54).
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Obr. ¢. 12: Histopatologickd analyza jater kontrolnich jedincii 7 jedendctitydenniho experimentu
A: Tramce hepatocyti jsou uspotadané v lalicku kolem centralni vény. Neni patrnd 74dna zména ve
velikosti jaternich bunék v jednotlivych ¢astech lalucka.

B, C: Jatra jsou hojné protkana vétsimi cévami (bv) a sinusoidami probihajicimi mezi hepatocyty
V tramcich.

Mgiitko = 100 pm; bv — céva.

Po delsi expozici nanocasticim jsme zaznamenali pokroc¢ilou remodelaci, hypertrofii,
dystrofii, hydropickou degeneraci a vakuolizaci hepatocytii. Pfitomna byla dale i hemostaza
a patrné bylo 1 poskozeni sinusoid. Mikrovesikularni steatdza, kterou jsme pozorovali po
Sestitydenni inhalaci, se po delsi expozici nanoc¢asticim PbO zmeénila na makrovesikularni.
Pfitomna byla i vyraznd centrilobularni hypertrofie a karyomegalie hepatocytl. MnozZstvi
dvoujadernych hepatocyti bylo u exponovanych jedincti zvySeno. Po inhalaci NPs PbO byly
zaznamenany i hepatocyty s vétsim poctem jader (5-7). Stejné jako po Sestitydenni inhalaci
jsme pozorovali zvySenou piitomnost extramedularni hematopoézy. U experimentalnich
jedinct byla zaznamenéna 1 pfitomnost megakaryocytl V jaternim parenchymu. Dale doSlo
K nartistu mist s fokalni nekrozou. V mistech fokalni nekrozy se Casto vyskytovaly zanétlivé
infiltraty leukocytd, pfedevSim lymfocyti a neutrofild. Infiltrace imunitnich bun¢k byla

pozorovana 1 v portalnich oblastech.

54



nanoddstic PbO

A, D: V jatrech je pfitomna centrilobularni hypertrofie hepatocytii (hh). Na prvni pohled jsou patrné
rozdily ve velikosti jednotlivych hepatocytt.

B: Megakaryocyt (mk) ptitomny v jaternim parenchymu.

E, G, H: Fokalni nekrdza v jatrech (fn) s infiltraci imunitnich bunék (pfedev§im lymfocyti a neutrofilt).

C, F: V hepatocytech je piitomna makrovesikularni steatoza. Sipky ukazuji tukové kapénky v jaternich
buitkach. Vyrezy (C, F; métitko = 10 um) — hepatocyty s tukovymi kapénkami v cytoplasmé.

I: Je patrnd remodelace tkang, hepatocyty jsou dystrofické (dh). Pravdépodobné se jednd o pocatek
fokalni nekrozy. Vyiez (I; méfitko = 10 pm) — siln¢ dystroficky hepatocyt.

Mgiitko = 100 pm, ve vyfezu méfitko = 10 pm; a — arterie, bd — Zlucovod, bv — céva, dh — dystrofické
hepatocyty, fn — fokdini nekréza, hh — hypertrofické hepatocyty, mk — megakaryocyt.

Kolagenni vldkna nebyla stejn¢ jako po Sestitydenni inhalaci v jatrech zmnozena.
Kolagenni vazivo bylo u experimentalnich i kontrolnich mysi detekovano pouze kolem cév
a zlucovodu (viz OP, kapitola 10.2.1).

Imunohistochemicka metoda detekce proteinu PCNA (viz OP, kapitola 10.2.2)

u neexponovanych jedincti ukazala proliferaci pfedevsim Kuppferovych a endotelovych bunék,
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dale pak v mensi mife i hepatocytli. V jaterni tkdni experimentdlnich jedincii jsme vyjma
Kuppferovych, endotelovych a jaternich bun€k pozorovali PCNA-pozitivitu v loziscich
hematopoézy a v zanétlivych infiltratech. V mistech fokalni nekrdzy bez infiltrace byla exprese
PCNA minimalni.

Mnozstvi TUNEL-pozitivnich bun¢k v jatrech kontrolnich jedincti bylo minimalni
stejné¢ jako v krat§im inhalacnim experimentu, pozitivni byly pfedevsim endotelové
a Kuppferovy bunky (viz OP, kapitola 10.2.3). Po inhalaci nanoc¢astic vykazovaly pozitivitu
navic i nékteré hepatocyty. Mnozstvi pozitivnich buné€k jinak nebylo oproti kontrolam vyrazné
zménéno. TUNEL-pozitivni buniky jsme prekvapiveé nedetekovali v mistech fokalni nekrézy.

PAS barveni (viz OP, kapitola 10.2.4) odhalilo ubytek glykogenu v hepatocytech
experimentalnich jedincii. Zatimco u kontrol byly jaterni butiky plné glykogenu, v buiikdch
jedinct po inhalaci nanocastic bylo patrné vyrazné snizeni mnozstvi tohoto polysacharidu.

Pro analyzu SOX9 faktoru v jatrech byla zvolena imunofluorescencni metoda (viz OP,
kapitola 10.2.5). V jatrech kontrolnich jedincti byly SOX9-pozitivni buniky lokalizované okolo
zluCovodl a cév. Builky zlucovodl vykazovaly stejné vysokou expresi u kontrolnich
I experimentalnich jedinct, ale po jedenactitydenni inhalaci jsme pozorovali zvy$ené mnozstvi
SOX9-pozitivnich bunek okolo cév.

Mnozstvi Na*/K*-ATPazy na membranach jaternich bunék (viz OP, kapitola 10.2.6)
bylo u exponovanych mysi oproti kontrolnim snizené. Na zakladé IF analyzy bylo ziejmé, Ze

na nékterych membranach pfitomnost tohoto enzymu Uplné chybéla.

5.4 Ledviny — organ filtrace krve
5.4.1 Sestitydenni inhalace nano&astic PbO

Histopatologicka analyza odhalila, Ze Sestitydenni inhalace nanoc¢éstic PbO zpusobila
pouze minoritni zmény v ledvinach. U experimentalnich jedincti jsme zaznamenali pouze

drobné odlisnosti oproti ledvinam kontrolnich jedinct (viz Obr. €. 14; strana 57).
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Obr. ¢. 14: Histopatologickd analyza ledvin kontrolnich jedincii z Sestitydenniho experimentu
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A: V ledvinové kife se nachazi mnoho Malphigiho télisek, ktera jsou tvofena glomerulem (g)
a Bowmanovym pouzdrem (Bc). Sipka ukazuje konkrétné na parietalni list Bowmanova pouzdra, ktery je u mysich
samic tvofen jednofadym dlazdicovym epitelem. Na glomerulus navazuje proximalni tubulus (pt).

B: Kolem tubulti nebo Malpighiho télisek se u hlodavcd mohou vyskytovat drobné mononuklearni
infiltraty imunitnich bunék (il). V tomto pfipadé se nejedna o patologicky jev.

C: Dfeit ledvin je tvofena ptevazné tenkymi (tt) a tlustymi (tht) segmenty Henleovych kli¢ek, dale pak
sbéracimi kanalky, které sméfuji do ledvinové papily.

Meétitko = 100 um; Bc — parietdlni list Bowmanova pouzdra, dt — distalni tubulus, g — glomerulus,
il —infiltrat leukocytii, pt — proximalni tubulus, tht — tlusty segment Henleovy klicky, tt — tenky segment
Henleovy klicky.

U experimentalnich jedinct (viz Obr. €. 15; strana 58) jsme pozorovali pfitomnost
mononukledrnich infiltrat v kiite kolem Malpighiho télisek, ledvinovych tubulti a cév. Ovsem
drobné infiltraty obdobného typu jsme zaznamenali 1 v ledvinach kontrolnich jedinct. Pouze
u tii exponovanych jedincii byly infiltraty rozsahlejsiho charakteru a byly pfitomné jak v kife,
tak v mensi mife i ve dieni. Postizena Malpighiho téliska byla navic lehce hypertroficka

s dilatovanymi kapilarami.
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Obr. ¢. 15: Histopatologickd analyza ledvin experimentdlnich jedincii po Sestitydenni inhalaci nanoédstic PbO

A, B: Ledvinova ktira bez patologickych zmén.

C, F: Dfen ledviny bez patologickych zmén.

D, E: Kolem tubult a glomerult (g) se nachazi drobné mononuklearni infiltraty leukocytt (il) srovnatelné
s infiltraty v kire kontrolnich jedincl. Nejsou piitomné zadné indikatory, které by ukazovaly na pfitomnost
vyraznych zanétlivych zmén (edém, hemoragie, poskozeni okolni tkané aj.).

G, H: U n&kolika jedinct byly pfitomny vétsi infiltraty imunitnich bungk (il). Okoli je ale bez vyrazng;si
reakce. Postizeny glomerulus (H — g) je pouze lehce hypertroficky.

I: Ledvinova dfeii s malymi infiltraty leukocytti (il) mezi tenkymi (tt) a tlustymi (tht) segmenty

Henleovych klicek.

Meéiitko = 100 um; bv — céva, dt — distdlni tubulus, g — glomerulus, il — infiltrat leukocytit, pt — proximalni

tubulus, tht — tlusty segment Henleovy klicky, tt — tenky segment Henleovy klicky.

Barveni vaziva Massonovym zelenym trichromem neukdzalo Zddné zmény v mnozstvi
kolagenich vldken mezi kontrolni a experimentalni skupinou zvitat (viz OP, kapitola 10.3.1).
Vazivo bylo detekovano predevsim okolo Bowmanovych pouzder a ledvinovych cév.

Analyza PCNA-pozitivnich bun¢k neprokazala vyrazné zmény v poctu proliferujicich

bunék mezi kontrolni a experimentalni skupinou (viz OP, kapitola 10.3.2). PCNA-pozitivni
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byly u obou skupiny zejména buiiky tubulti jak v kife, tak v mensi mife i ve dfeni. Jedind zména
v mnozstvi proliferujich bunék byla pozorovana ve vyraznéjsich mononuklearnich infiltratech
u tiech zminénych experimentalnich jedincti, kdy v nich bylo detekovano velké mnozstvi
PCNA-pozitivnich bun¢k.

Metodou TUNEL byly v ledvinach znazornény TUNEL-pozitivni bunky (viz OP,
kapitola 10.3.3). Rozdil v mnozstvi pozitivnich bunék mezi kontrolnimi a exponovanymi
zviraty nebyl pozorovan. TUNEL-pozitivni buiiky se sporadicky vyskytovaly v kiife a ve dfeni,
pouze Vv infiltratech bylo zaznamenano jejich vétsi mnozstvi.

Imunofluorescenéni analyza Na*'/K*-ATPazy (viz OP, kapitola 10.3.4) prokazala jeji
snizené mnozstvi po inhalaci NPs PbO. Exprese byla snizena zejména v proximalnich tubulech.

Analyza exprese transkripéniho faktoru NFkBI1 po Sestitydenni inhalaci nanocastic PbO

neukazala rozdil mezi kontrolni a experimentalni skupinou zvitat (viz Graf ¢. 8).

Graf ¢. 8: Analyza exprese NFkB1 v ledvinach po Sestitydenni inhalaci NPs PbO
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5.4.2 Jedenactitydenni inhalace nanocastic PbO

Po jedendctitydenni inhalaci jsme zaznamenali mirny nardst mnozstvi patologickych
zmén v ledvinach ve srovnani s kontrolami (viz Obr. €. 16; strana 60) i S exponovanymi jedinci

ze Sestitydenniho experimentu.
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A: Ledvinova kura s Malpighiho télisky, proximalnimi (pt) a distalnimi tubuly (dt).

B: Ledvina je na povrchu kryta tenkym vazivovym pouzdrem (fc). Pod pouzdrem se nachazi kiira ledviny.
C: Dieti ledvin s tenkymi (tt) a tlustymi (tht) segmenty Henleovych klicek.
Meétitko = 100 um; Bc — parietdlni list Bowmanova pouzdra, dt — distdlni tubulus, f¢ — vazivové pouzdro,

g — glomerulus, pt — proximdlini tubulus, tht — tlusty segment Henleovy klicky, tt — tenky segment Henleovy klicky.

Stejn¢ jako v kratkodobéjsim experimentu jsme pozorovali drobné mononuklearni
infiltraty kolem ledvinovych télisek, tubulii a cév jak u exponované (viz Obr. €. 17; strana 61),
tak u kontrolni skupiny zvitat. U n¢kolika experimentalnich mysi jsme ale v jedenactitydennim
experimentu navic pozorovali pfitomnost subkapsularnich infiltrati. Po inhalaci NPs byla déle
zaznamenana metaplazie parietalniho listu Bowmanova pouzdra, dilatace proximalnich tubult
a akumulace jader v distalnich tubulech. V kuife byly navic pfitomné &etné hypertrofické

juxtamedularni glomeruly. V nékterych glomerulech byla patrna hypercelularita.
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Obr. ¢. 17: Histopatologickd analyza ledvin experimentdlnich jedincii po jedendctitydenni inhalaci
nanoddstic PbO

A, B: V kiife je kolem glomerulti (g) patrnd metaplazie parietalniho listu Bowmanova pouzdra (me), kdy
je dlazdicovy epitel zménén na kubicky epitel.

C, F: Hypetrofické juxtamedularni glomeruly (@) s pfitomnou hypercelularitou (hy). Kolem glomerula
jsou patrné drobné mononuklearni infiltraty (il).

D, E: Dilatované proximalni tubuly (pt) v ktife ledviny.

G, H: Subkapsularni infiltrat imunitnich bunék (sil) a akumulace jader v distalnich tubulech (Sipka)
v kife ledvin.

I: Dreii ledviny bez patologickych zmén.

Metitko = 100 pm; bv — céva, g — glomerulus, hy — hypercelularita, me — metaplazie parietdiniho listu
Bowmanova pouzdra, il — infiltrdat leukocytii, pt — proximdlni tubulus, Sil —subkapsuldrni infiltrat leukocyti,

tht — tlusty segment Henleovy klicky, tt — tenky segment Henleovy klicky.
Pomoci barveni Massonovym zelenym trichromem jsme detekovali kolagenni vazivo

(viz OP, kapitola 10.3.1). Mezi kontrolni a experimentalni skupinou jsme zmény v mnozZstvi

ptitomného kolagenniho vaziva nepozorovali.
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IHC metoda detekujici PCNA (viz OP, kapitola 10.3.2) neprokazala zmény v poctu
proliferujicich buné€k. PCNA-pozitivni buniky se nachézely u obou skupin zvifat zejména
v tubulech (v kuife i ve dieni).

Analyza TUNEL-pozitivnich bunék (viz OP, kapitola 10.3.3) u kontrolnich jedinct
ukdzala velmi malo pozitivnich buné¢k. Jejich pocet byl srovnatelny s mnozstvim v ledvinach
experimentalnich jedinct.

Analyza Na*/K*-ATPazy pomoci imunofluorescenéni metody (viz OP, kapitola 10.3.4)
prokazala snizeni mnozstvi sodno-draselné pumpy v ledvinach experimentalnich zvifat, a to
zejména v proximalnich tubulech.

Po Sestitydenni inhalaci nanoc¢astic PbO jsme stejné jako v kratkodobéjsim experimentu

nezaznamenali signifikantni zménu v expresi NFkB1 (viz Graf ¢. 9).

Graf ¢. 9: Analyza exprese NFkB1 v ledvinach po jedenactitydenni inhalaci NPs PbO
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5.5 Mozek - Fidici centrum nervové soustavy
5.5.1 Sestitydenni inhalace nano&astic PbO

Analyza mozkti mysi byla provedena na longitudinalnich fezech. Pti hodnoceni
patologickych nalezi jsme se zaméfili piedevsim na oblast hippokampu, kde jsme pozorovali
patologické zmény. V ostatnich ¢astech mozku jsme nezaznamenali signifikantni rozdily mezi
experimentalnimi a kontrolnimi jedinci. Hippokampus kontrolnich jedinci mtizeme vidét na

Obr. ¢. 18 (strana 63).
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Obr. ¢. 18: Histopatologickd analyza hippokampadlni oblasti mozku kontrolnich jedincii
z Sestitydenniho experimentu

A: Hippokampus tvoii dvé zakladni struktury — Ammontv roh (cornu Ammonis) a gyrus dentatus (gd).
Ammontv roh je rozdélen do tii zakladnich poli — CA1, CA2 a CA3. Mozek je husté protkan cévami (bv).

B: Hippokampalni oblast CA1. Ammontv roh je rozdélen typicky do tii vrstev — stratum oriens (so),
stratum pyramidale (sp) s perikaryi neuronti a stratum radiatum (sr). V pyramidové vrstvé (Sp) nejsou patrné
zadné nekrotické neurony.

C: Céva (bv) v okoli hippokampalni formace.

Mefitko = 100 pm; bv — céva, CA1 — cornu Ammonis 1, CA2 — cornu Ammonis 2, CA3 — cornu

Ammonis 3, gd — gyrus dentatus, so — stratum oriens, sp — stratum pyramidale, sr — stratum radiatum.

Histopatologickd analyza odhalila, Ze expozice NPs zplsobuje patologické zmény
v mozkové tkani (viz Obr. ¢. 19; strana 64). Po inhalaci nanoc¢astic PbO jsme zaznamenali
pritomnost nekrotickych neuront v pyramidové vrstvé Ammonova rohu (CA). Zmény byly
pozorovany piedev§im v oblasti CAl, dale v mensi mife v CA2 poli. Déale byly ptitomny

spongiformni zmény v bilé hmot¢ v okoli hippokampalni formace (zejména okolo cév).
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Obr. ¢. 19: Histopatologicka analyza hippokampdlni oblasti mozku experimentdlnich jedincit po Sestitydenni
inhalaci nanocdstic PbO

A, D: V okoli hippokampalni formace jsou patrné spongiformni zmény (sc). Hippokampus tvofi
Ammonty roh a gyrus dentatus (gd). V mozku je pfitomno mnoho cév (bv).

B, C: Hippokampalni oblast CA1. V pyramidové vrstvé (sp) Ammonova rohu jsou pfitomné nekrotické
neurony (C — 8ipky). VyFez (C; méfitko = 10 um) — detail nekrotickych neurond.

E, F: Hippokampalni oblast CA2 s poSkozenymi neurony (F — $ipky) V pyramidové vrstveé (sp).

G, H, I: Detail spongiformnich zmén bilé hmoty (sC) v okoli hippokampu (h). Vétsina spongiformnich
zmén je kolem mozkovych cév (bv).

Meétitko = 100 pm; bv — céva, CA1 — cornu Ammonis 1, CA2 — cornu Ammonis 2, CA3 — cornu
Ammonis 3, gd — gyrus dentatus, h — hippokampus, sc — spongiformni zmény bilé hmoty, SO — Stratum oriens,

sp — stratum pyramidale, sr — stratum radiatum.

Barveni luxolovou modii (viz OP, kapitola 10.4.1) potvrdilo spongiformni zmény v bilé
hmoté¢. Myelinova vlakna byla v téchto oblastech poskozena. Mimo oblasti se spongiformnimi
zmé&nami jsme nezaznamenali zmény v myelinizaci.

Pomoci IHC metody jsme detekovali neurofilamenta, ktera jsou pfitomna v cytoplasmé
neurontt (viz OP, kapitola 10.4.2). Poruchu v mnozstvi téchto intermedialnich filament ve

srovnani s kontrolami jsme u exponovanych mysi pozorovali v mistech spongiformnich zmén.
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5.5.2 Jedenactitydenni inhalace nanocastic PbO

Po jedenéctitydenni expozici nanocasticim jsme v ostatnich ¢astech mozku oproti
kontrolam nepozorovali signifikantni zmény, proto jsme se pfi hodnoceni patologickych zmén
stejné jako v pfedchozi analyze soustiedili vyhradné na hippokampalni oblast. Longitudinalni

fezy hippokampem kontrolnich mysi jsou vidét na Obr. €. 20.
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Obr. ¢. 20: Histopatologickd analyza hippokampalni oblasti mozku kontrolnich jedincii
Z jedendctitydenniho experimentu
A: Ammonuv roh a gyrus dentatus (gd) spole¢né vytvati hippokampalni formaci. Okolo hippokampu se
nachazi mnoho cév (bv).
B: Hippokampalni oblast CAl. V pyramidové vrstvé (Sp) nejsou patrné zadné nekrotické neurony.
C: Okoli cév (bv) je bez spongiformnich zmén.
Mefitko = 100 pm; bv — céva, CA1 — cornu Ammonis 1, CA2 — cornu Ammonis 2, CA3 — cornu

Ammonis 3, gd — gyrus dentatus, so — stratum oriens, sp — stratum pyramidale, sr — stratum radiatum.

Histopatologickd analyza mozku exponovanych jedinct ukazala pfitomnost ¢etnych
patologickych zmén v hippokampu (viz Obr. €. 21; strana 66). Stejné jako po kratkodobé&jsi
inhalaci byly zaznamenany spongiformni zmény bilé hmoty v okoli hippokampalni formace
a ¢etné nekrotické neurony v CAl a CA2 poli pyramidové vrstvy Ammonova rohu. Oproti

Sestitydenni inhalaci jsme zaznamenali narast nekrotickych neuronti v CA2 poli.
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Obr. ¢. 21: Histopatologickd analyza hippokampalni oblasti mozku experimentdlnich jedincii
PO jedendctitydenni inhalaci nanocdastic PbO

A: Ammontv roh a gyrus dentatus (gd) v hippokampu. Cornu Ammonis je tvofeny CAl, CA2 a CA3
polem. Nejsou patrné zadné zmény v anatomické struktufe.

B, C: Hippokampalni oblast CA1. V pyramidové vrstvé (sp) je mnoho nekrotickych neuroni (C — Sipky).
Vytez (C; métitko = 10 um) — detail nekrotickych neuronti.

D: Ammoniv roh tvofeny tfemi vrstvami - stratum oriens (So), stratum pyramidale (sp) a stratum
radiatum (sr). Nad hippokampalni formaci jsou ptitomny spongiformni zmény (Sc).

E, F: Hippokampalni oblast CA2 s nekrotickymi neurony (F — Sipky) v pyramidové vrstvé (sp)
Ammonova rohu.

G, H, I: Detail spongiformnich zmén (sc) v okoli hippokampalni formace.

Mgiitko = 100 pm; bv — céva, CALl — cornu Ammonis 1, CA2 — cornu Ammonis 2, CA3 — cornu
Ammonis 3, gd — gyrus dentatus, sc — spongiformni zmény bilé hmoty, SO — stratum oriens, sp — stratum

pyramidale, sr — stratum radiatum, ve — postranni mozkova komora.
Barveni luxolovou modii (viz OP, kapitola 10.4.1) ukazalo zmény a poskozeni

myelinovych vlaken v mistech spongiformnich zmén bilé hmoty. V jinych oblastech jsme

nepozorovali zmény oproti kontrolnim jedinctm.
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Pro znazornéni neurofilament v cytoplasmé neuronti byla pouzita IHC metoda (viz OP,
kapitola 10.4.2), ktera potvrdila poskozeni mozkové tkané v mistech spongiformnich zmén.

Neurofilamenta byla v takovychto oblastech poskozena a jejich mnozstvi snizeno.

5.6 Slezina — misto zaniku erytrocyti
5.6.1 Sestitydenni inhalace nano&astic PbO

Po Sestitydenni inhalaci NPs PbO jsme ve sleziné¢ nepozorovali Zadné signifikantni
patologické zmény. Nebyly patrny Zadné znamky nekrozy, zanétlivé infiltrace nebo hemostazy.
Jedinou vyraznou zménou oproti kontrolnim jedinciim (viz Obr. €. 22) bylo zvySené mnozstvi
megakaryocytli a megakaryoblastii v cervené pulpé sleziny u experimentalni skupiny zvirat

(viz Obr. ¢. 23; strana 68).

!
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A: Z vazivového pouzdra odstupuji do nitra sleziny trabekuly, které jsou doprovazeny postupné se
vétvicimi cévami (bv). Parenchym sleziny je ¢lenén na bilou (wp) a Cervenou (rp) pulpu. Nejveétsi objem bilé
pulpy tvoii lymfatické folikuly (If). Obvodovou zonu lymfatickych folikull tvofi marginalni zona (mz). Stiedem
bilé pulpy prochazi centralni arterie (ca).

B, C: V gerevené pulpé mysi sleziny se hojné vyskytuji megakaryocyty (Sipky). V retikularnim vazivu
je patrné i velké mnozstvi hemosiderinu (h).

Meétitko = 100 um; bv — céva, ca — centrdlni arterie, h — hemosiderin, If — lymfaticky folikul,

Mz — margindlni zéna, rp — éervend pulpa, t — trabekula, wp — bild pulpa.
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Obr. ¢. 23: Histopatologickd analyza sleziny experimentdlnich jedincii po Sestitydenni inhalaci
nanoédstic PbO
A: Pievaznou &ast bilé pulpy (wp) tvoti lymfatické folikuly (If). Folikuly jsou obklopeny marginalni
zénou (Mz), kterd vytvari pfechodnou hranici mezi bilou a ¢ervenou pulpou (rp). Parenchym sleziny je husté
protkan cévami (bv).
B, C: V Cervené pulpé mysi sleziny je mezi imunitnimi butikami a ¢ervenymi krvinkami pfitomno velké
mnozstvi megakaryocytt (Sipky).
Meétitko = 100 um; bv — céva, ca — centrdlni arterie, h — hemosiderin, If — lymfaticky folikul,

Mz — margindlni zéna, rp — cervend pulpa, t — trabekula, wp — bild pulpa.

5.6.2 Jedenactitydenni inhalace nanocastic PbO

Jedenactitydenni inhalace nanocastic PbO stejné jako Sestitydenni nezptlisobila vyrazné
patologické zmény ve slezing. Stejné jako v piedchozim experimentu jsme pozorovali pouze

vy$§i mnozstvi megakaryocyti a megakaryoblastt (viz Obr. &. 25; strana 69). Rezy slezinou

kontrolnich my$i mizeme vidét na Obr. €. 24.
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Obr. ¢ 24: Histopatologickd analyza sleziny kontrolnich jedincii 7 jedendctitydenniho experimentu

A, B, C: Vétsinu parenchymu sleziny tvoii cervend pulpa (rp), ktera se sklada Billrothovych provazct

a venoznich sinust. Provazce jsou tvofeny predevsim retikularnim vazivem s ¢etnym zastoupenim erytrocytd,
lymfocyti, granulocyti nebo megakaryocytt (Sipky). Mezi provazci probihaji vendzni sinusy.

Meétitko = 100 pum; bv — céva, ca — centrdlni arterie, h — hemosiderin, If — lymfaticky folikul,

Mz — margindlni zéna, rp — éervend pulpa, t — trabekula, wp — bild pulpa.
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Obr. ¢. 25: Histopatologickd analyza sleziny experimentdlnich jedincii po jedendctitydenni
inhalaci nanoédstic PbO
A, B, C: V ose lymfatického folikulu (If) bilé pulpy (bw) probiha centralni arterie (ca). Bilou pulpu
obklopuje ptevazujici ¢ervena pulpa (rp) tvofena retikularnimi vlakny a vendznimi sinusy. Hranici mezi bilou
a ¢ervenou pulpou vytvari marginalni zéona (mz). V silné prokrveném parenchymu mysi sleziny jsou vedle ¢etnych
imunitnich bunék a erytroctl pfitomné megakaryocyty (Sipky).
Metitko = 100 pm; bv — céva, ca — centrdlni arterie, h — hemosiderin, If — lymfaticky folikul,

Mz — margindlni zéna, rp — cervend pulpa, t — trabekula, wp — bild pulpa.
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6 DISKUZE

V dnesni dobé nachdzeji nanocastice své uplatnéni prakticky ve vSech odvétvich lidské
¢innosti vcetné mediciny, farmaceutické vyroby, potravinafstvi, kosmetiky, stavebnictvi ¢i
elektrotechniky. Jejich produkce tak stale vice roste a nanocastice se postupné stavaji béznou
soucasti zivotniho prosttedi (Nowack and Brucheli, 2007; Skiehot and Rupova, 2011).

Nicméné¢ se ukazuje, Ze latky v nanoc¢asticové podob¢ maji casto odlisné toxikologické
vlastnosti nez ve své makroskopické form¢. Toxicky ti€¢inek NPs zavisi na mnoha faktorech,
jako je napiiklad misto vstupu, jejich velikost, povrchové vlastnosti nebo i pH v jednotlivych
tkdnich a organech organismi (Buzea et al., 2007; Maynard et al., 2006; Nel et al., 2006;
Skiehot and Rupova, 2011).
rozmé&r nanocastic, ktery hraje roli pfi prostupu nanocéstic pies buné¢né membrany. Dosud
provedené experimenty ukazuji, Ze mensi ¢astice zpusobuji mnohem vaznéjsi poskozeni nez
jejich vétsi ekvivalenty (Li et al.,, 2003; Oberdorster, 2001). Pfi interakcich s bunéénou
membranou pak nanocéstice zpisobuji mechanické ¢i chemické poskozeni, které ¢asto vede
Kk zaniku bunky. V piipad¢ biologicky aktivnich latek miize vzajemné pisobeni zpisobit zménu
jejich konformace, coz vede k vyraznému ovlivnéni jejich funkce (Karlsson et al., 2013).
V proteinech nebo enzymech vede interakce Kk inhibici jejich aktivity (Rim et al., 2013)
a v piipadé DNA mohou vykazovat mutagenni nebo genotoxické u¢inky (Dizaj et al., 2014).

Mezi hlavni cesty vstupu nanocastic do organismu patii inhalace, dermalni ptistup nebo
ingesce (Casals et al., 2008). Absorpce nanocastic pies kizi je relativné nizka, coz prokazuje
jeji ucinnou funkci v podobé bariéry zabranujici vstupu nanocastic do organismu ve srovnani
S vice prostupnym gastrointestindlnim traktem nebo plicemi (Labouta and Schneider, 2013).

Inhalace v soucasnosti patii mezi nejpravdépodobnéjsi cestu vstupu nanocastic do
organismu (Casals et al., 2008). V nasi studii jsme se tedy rozhodli zaméfit pravé na tento
zpusob aplikace nanocastic. Jednim z nejvétSich zdroji kontaminace vzduchu nanocasticemi je
V dnes$ni dobé automobilova doprava, kdy v okoli dalnic byla 1 v naSich zemé&pisnych Sitkach
naméfena koncentrace dosahujici aZ hodnoty milionu ¢astic v krychlovém metru (Vojtisek,
2011; Zdimal, 2010). Studie provadéné v husté zalidnénych oblastech ukazuji, Ze umrtnost
pacientll s respira¢nimi, kardiovaskularnimi a ¢i jinymi dal§imi onemocnénimi, které souvisi
pravé S nanocasticovym zneCiSténim, jiz prekondva mortalitu pacientii s nemocemi
zpusobenymi koufenim, jez je samo o sob& pomérne velkym zdrojem nanocastic vdechovanych

do plic (Holgate, 2010).
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napiiklad jako polovodi¢e v LED diodéch, infracervené detektory nebo aditiva do mazacich
oleji. Nicméné€ samotné vyrobni procesy vyuzivajici aplikace nanocastic olova netvoii nejvetsi
zdroj znecisténi zZivotniho prostfedi témito nanocasticemi. Problémem jsou v dneSni dobé
predev§im nanocastice, které jsou do ovzdusi emitovany jako vedlejsi produkt spalovacich
a pramyslovych procest (Li et al., 2003; Zhao et al., 2004). Hlavnim zdrojem ¢astic olova ve
vzduchu je pak automobilova nebo letecka doprava, olovéné huté ¢i rychle se rozvijejici
elektrotechnicky pramysl (Maynard et al., 2006).

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) stanovuje limit mnozstvi Castic olova ve
vzduchu na hodnotu 0,5 pg/m? (Poulakis et al., 2015). Ovsem tento limit neni dodrzovan na
mnohych mistech po celém svété. Mnozstvi olova okolo 20 pg/m® bylo naméfeno ve méstech
jako je Teheran, Athény, Lahore nebo mnohé priimyslové mésta ve Spanélsku (Querol et al.,
2007; Shah et al., 2012). Mnozstvi ¢astic olova ve vzduchu pohybujici se od 10 do 77 pg/m®
bylo naméfeno v nékterych Spanélskych méstech se silnym petrochemickym nebo ocelatskym
prumyslem (Querol et al.,, 2007). Mnohem vys§i koncentrace pak byly naméfeny ve
velkych asijskych méstech (Gurjar et al., 2016; Huang et al., 2013) nebo v mistech, kde se lidé
dostavaji do piimého kontaktu s olovem (URL 1). V naSem experimentu byla hodnota
nanoé&astic ve vzduchu (121,7 — 192,5 pg PbO/m®) srovnatelna pravé s mnozstvim, kterému
jsou vystaveni pracovnici v primyslu nebo obyvatelé asijskych megamest.

Pfi inhalaci je rozhodujicim parametrem pro jejich toxicitu pravé velikost, ktera urcuje
jejich prinik a depozici v dychacim systému organismil. Céstice vétsi nez 10 pm jsou
zachycovany jiZ v nosni duting a netvofti s nejvétsi pravdépodobnosti potencialni nebezpeci pro
plice. Mensi ¢astice jiZ pronikaji hloubéji, dostavaji se az do dychacich cest, kde jsou zachyceny
pomoci pfitomného hlenu a fasinek. Pokud jsou partikule mensi nez 2 um, dostavaji se pies
dychaci cesty az do alveoli (Hoet et al., 2004; Li et al., 2003), odkud mohou pronikat do
krevniho obéhu (Oberdorster, 2001).

Inhalované ¢astice jsou povazovany za jednu z pficin vzniku plicnich onemocnéni u lidi.
Vyskyt téchto onemocnéni pak naristd zejména u pracovniku, kteti se Casto dostavaji do
kontaktu s velkym mnozstvim mikro a nanocastic. Inhalace mineralniho prachu napiiklad
zpusobuje pneumokonidzy, v ptipad¢ inhalace kamenného prachu nebo azbestu pak vznikaji
zavazné plicni fibrézy v mnohych piipadech nasledované rakovinou plic. Dlouhodobé
vystavovani se uhelnému prachu pak vede ke vzniku silikéz (Churg and Wiggs, 1984; Churg

and Wiggs, 1987). V nasem piipadé jsme po inhalaci NPs PbO nepozorovali zadnou pfitomnost
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fibrozy v plicich. Pozorovali jsme sice velkou remodelaci tkang, ale podle naseho pozorovani
se jedna pouze o narlst poctu bunck, predevsim pneumocytii. Zde se ukazuje odlisny vliv na
plicni tkan praveé naptiklad v porovnani s vdechovanim azbestu nebo uhlikovych nanotrubicek
(Donaldson et al., 2006; Muller et al., 2005; Shvedova et al., 2008), kdy byla pozorovana
pfitomnost silné plicni fibrézy. OvSem zda s rostoucim Casem inhalace NPs PbO nedojde
k podobnym patologickym zménam, bude nutné v budoucnu experimentalné ovéfit.

Z dychaciho systému mohou byt nanocastice odstranovany pomoci tzv. hlenového
eskalatoru. V piipad¢ jeho dlouhodobého pretéZzovani dochazi k nartastu hlenovych z1az a bunék
vylucujicich hleny, coz miize vést k bronchiolitid€. Tento jev je naptiklad pozorovan u kutaki
a pfi inhalaci drazdivych substanci (Holgate, 2010). V souladu s timto pozorovanim jsme
I Vnasem experimentu zaznamenali bronchiolitidu v plicich experimentalnich jedincd po
inhalaci nanocastic PbO.

Samotné respiracni ustroji ma svoji vlastni schopnost rozlisit podnéty bézné piitomné
ve vzduchu od patogennich Cinitelli. Soucdsti této imunity jsou jak odpovédi pfirozené imunity,
tak antigen-specifické reakce. V alveolech piedstavuje prvotni reakci makrofagy, které
patogenni objekty fagocytuji (Miihlfeld et al., 2008; Yacobi et al, 2011). Pokud je ale mnozstvi
¢astic v plicich prili§ velké i s ohledem na fagocytarni ¢innost makrofagi, dochazi k zanétim
a alveolarni destrukci s naslednou fibrozou (Holgate, 2010).

Efektivita fagocytozy zavisi mimo jiné i na velikosti pohlcovanych ¢éstic. N&které
studie ukazuji, ze fagocytdza alveolarnich makrofaglh je méné G¢inna vici malym c¢asticim
oproti tém vétsim (Lee et al., 2011).  kdyz tedy bylo v naSem experimentu mnozstvi makrofagti
po inhalaci nanocastic vyrazn€ zvySeno, nemusi se jednat o efektivni obranu plic proti
pfitomnym nanocasticim. Stejna reakce plic, tedy zvySeni poc¢tu makrofagl, bylo pozorovano
pfi intratrachealni expozici nanocasticim titanu nebo kadmia (Blum et al., 2014; Lee et al.,
2011; Nemmar et al., 2008; Takenaka et al., 2004). Makrofagy jsme se pokouseli analyzovat
pomoci IHC metody detekujici receptor CD68 typicky praveé pro tyto imunitni buiikky. Nicméné
tato analyza nebyla Gispésna, pravdépodobné z diivodu pouziti protilatky pro lidskému CD68.
V naSem experimentu jsme po inhalaci NPs PbO pozorovali v&tsi mnoZstvi PCNA-pozitivnich
makrofagtl, které také muze ptispivat k vyS§imu mnozZstvi téchto imunitnich bun€k v plicich
exponovanych jedincu.

Pokud tedy nanocastice nejsou fagocytovany, dochazi k jejich depozici v plicnich
bunkach. Po inhalaci nanocastic PbO jsme v souladu s timto poznatkem pozorovali nejvetsi

mnozstvi nanocastic pravé v pneumocytech L. typu (Dumkova et al., 2017).
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Plice pfedstavuji orgéan, ktery je vystaven nejvétsi koncentraci inhalovanych nanocastic.
| vzhledem k aktivaci ¢etnych obrannych mechanismti zpisobila inhalace NPs vazné zmény
v plicich, které ukazuji na chronicky zéanét plicni tkdn€. Podobné zmeény, predevsim tedy
zanétlivé infiltraty s prevahou lymfocytii, makrofagl a neutrofilii, byly pozorovany ve studiich
s nanocasticemi TiOz a CdO (Blum et al., 2014; Dumkova et al., 2016; Cho et al., 2010; Lee et
al., 2011; Nemmar et al., 2008; Takenaka et al., 2004). Tento typ infiltratt je typicky pravé pro
chronicky zanét. Na druhou stranu chronicka nebo akutni inhalace nanocastic oxidl kovi jako
je CeO2, NiO, ZnO a CuO zpusobila odlisny druh zanétlivych infiltratd (Cho et al., 2010).
Potencialni moznost toxicity tak nemize byt hodnocena jednotné, ale musi byt stanovovana
oddélené pro kazdy typ nanocastic. Po inhalaci NPs PbS byl stejné jako v nasem experimentu
pozorovan ndrst hmotnosti plic u experimentdlnich jedincl, vznik zanétlivych infiltrata,
poskozeni pneumocytll a zvySend piitomnost makrofagii (Li et al., 2003). Ostatni patologické
zmény pozorované V plicich, jako naptiklad atelektaza, alveolarni emphyzém, bronchiolitida
nebo alveolitida, odpovidaji pomémé vaznému poskozeni plic, které mize zpusobit vazné
zdravotni potize. Histopatologické analyza plic po inhalaci NPs PbO potvrdila déle pfitomnost
siderofagti a hemosiderinu pravdépodobné v dusledku dlouhodobé plicni kongesce.

Poskozeni plic po inhalaci NPs PbO odpovida i vétsi mnozstvi TUNEL-pozitivnich
bunék u experimentalnich jedinct. S del§i dobou inhalace jsme pozorovali narist mnozstvi
téchto bun€k. TUNEL je metoda typicka pro barveni apoptotickych bunék na zéklad¢ detekce
fragmentové DNA. Ale vzhledem ke skutecnosti, Ze k fragmentaci DNA dochazi b&éhem
apoptozy i nekrozy, nebyli jsme schopni pfesné rozlisit mezi témito procesy. V praci tedy bunky
detekované touto metodou nazyvadme obecné jako TUNEL-pozitivni buiiky.

Schopnost nanocastic pfechazet snadno pies membrany bun€k byla potvrzena jiz
v mnoha piedchozich studiich (Blum et al., 2014; Dumkov4 et al., 2016; Hoet et al., 2004; Cho
etal.,, 2010; Lee et al., 2011; Li et al., 2003; Nemmar et al., 2008; Takenaka et al., 2004). Dalsi
osud nanocastic v organismu velmi zavisi 1 na jejich velikosti. Mensi NPs pronikaji ptes
bunééné membrany mnohem snadnéji a mohou tedy velice efektivné ptestupovat pres plicni
bariéru do krve. V experimentech s nanocasticemi TiOz byla jejich pfitomnost v epitelovych
a endotelovych bunkach plic pozorovana jiz po 1 hodin¢ inhalace (Geiser et al., 2005).

Z plic jsou pak nanocastice krvi jiz po pomérné kratké dobé a ve velkém poctu
distribuovany do dalSich tkani a organt (Li et al., 2003; Oberdorster, 2001). Po inhalaci
nanocastic CdO byla v jatrech zaznamenéna signifikantni akumulace NPs jiz po 24 hodinach

a Vv ledvinach, mozku a slezin€¢ po 72 hodinach (Lebedova et al., 2016). V ptipad¢ akutni
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inhalace NPs PbO (koncentrace 4.05x10° PbO NPs/cm?) byla signifikantni koncentrace olova
Vv ledvinach namétena jiz po 4 hodinéach, v jatrech po 12 hodinach a v mozku po 72 hodinach
(Lebedova et al., 2018). | v naSem experimentu muzeme potvrdit, Ze nanoc¢astice prechazeji
Z plic do krve a jsou distribuovany do dalSich organti, kde zpiisobuji patologické zmény.

Jatra jsou organem, ktery se ucastni mnoha dulezitych detoxikacnich nebo
metabolickych pochodii. Pfedchozi studie jiz potvrdily negativni vliv nano¢astic na tento organ.
Po inhalaci NPs PbO jsme v nasi studii pozorovali zvySenou akumulaci tukovych kapének
v cytoplasmé hepatocyti, ktera potvrzuje poSkozeni procesu syntézy a eliminace triglycerida.
V jatrech, kterd jsou hlavnim sidlem metabolismu tuki, tento poznatek indukuje probihajici
jaterni steatézu. Pravé porucha skladovani a metabolismu lipidl v jatrech je casto povazovéana
za vyznamny znak hepatotoxicity (Broeg et al., 2005). Inhalace nanocastic PbO pak dale
zpusobila fokdlni nekrdzu, infiltraci imunitnich bun€k, hydropickou degeneraci, dystrofii
a hypertrofii hepatocytti. Tyto patologické zmény pak ukazuji typické znaky probihajici
steatohepatitidy (Farrell and Larter, 2006; Paschos and Paletas, 2009). Hypertrofie hepatocytt
je bézn¢ spojovéana s indukci nékterych jaternich enzymi. Hypertrofie nejcastéji postihuje
centrilobuldrni hepatocyty, ale v mnohych piipadech se mlize rozsiftit i do stfedu lalacka. Prave
hypertrofie spojena s karyomegalii a mnohojadernosti jaternich bunék je casto pozorovana pii
chronickych expozicich toxickym latkdm. Nésledkem hypertrofie dochazi ke snizeni priitoku
krve sinusoidami, coz muize byt nésledovdno degeneraci nebo nekrdzou jaternich bunék
(Haschek et al., 2010; Thoolen et al., 2010). Obdobné zmény zahrnujici pravé fokalni nekréozu
s infiltraci imunitnich bun¢k, hydropickou degeneraci, dystrofii nebo hypertrofii hepatocytii
byly pozorovany po expozici nanoc¢asticim médi (Liu et al., 2009), kadmia (Dumkova et al.,
2016) nebo ceru (Nalabotu et al., 2011). Extramedularni hematopoéza, ktera byla po inhalaci
NPs PbO pozorovana, je pro zdravé dospélé mysi jedince netypicka a je ¢asto spojovana prave
s expozici toxickym latkam a vyCerpanim organismu (Scudamore, 2014; Thoolen et al., 2010).
S vycerpanim organismu vlivem intoxikace nanoc¢éasticemi PbO souvisi také ubytek glykogenu
Vv jaternich buiikach (Thoolen et al., 2010). Ve studii chronické toxicity trihydratu octanu
olovnatého na krysach doslo k podobnym mikroskopickym defektliim jako po inhalaci NPs
PbO. Byla pozorovana fokalni nekrdza, infiltrace imunitnich bunék, hydropicka degenerace
hepatocytli nebo snizeni obsahu glykogenu v jaternich bunkdch (Jarrar and Taib, 2012).

Prekvapivée jsme v naSem experimentu nezaznamenali pfitomnost jaterni fibrozy. Tento

fakt kontrastuje naptiklad se studii s nanocasticemi SiO2, kde expozice vedla ke vzniku fibrozy
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jaterni tkdn¢ (Nishimori et al., 2009). Nicméné zda po delsi expozici nanoc¢asticim PbO nedojde
k podobnym patologickym zménam, je nutné v budoucnu experimentalné ovefit.

V jatrech experimentalnich jedincti jsme pozorovali zménu v aktivité Na*/K"™-ATPazy.
Fluorescen¢ni znaceni tohoto enzymu potvrdilo, Ze vlivem inhalace NPs PbO doslo ke snizeni
jeho mnozstvi na membranach hepatocytti. Na*/K*-ATPaza hraje vyznamnou roli pii regulaci
osmotického tlaku, ¢imz zaroven napomahé udrzovani bunééného objemu. Prave inhibice nebo
snizeni funkce tohoto enzymu muzou byt nasledovany poruchou osmoregulace, kterd vede ke
zvySené akumulaci intracelularni tekutiny s naslednym bunéénym edémem (Jorgensen et al.,
2003; Paral, 2012; Yang et al., 1992). Podobny efekt, tedy sniZeni exprese Na*/K*-ATPazy, byl
pozorovan u dania pruhovaného po expozici nanoc¢asticim stfibra (Katuli et al., 2014) nebo po
expozici sladkovodni ryby Catostomus commersonii nano¢asticim ZnO (Bessemer et al., 2014).

SOX9 je transkripéni faktor se vyznamné uplatiiuje vyvoji, diferenciaci a také
regeneraci jater (Furuyama et al., 2011; Lefebvre et al., 2007). Jiz dfive bylo potvrzeno, Ze
zvySeni exprese SOX9 muze byt spojeno praveé s poskozenim jaterni tkdn€ a opravnymi procesy
(Wang et al., 2013). Po inhalaci NPs PbO jsme tuto skutecnost pozorovali také.

Ledviny jsou dilezitym orgénem, ktery slouzi k filtraci krve a odstrafiovani necistot
z téla v podobé moci. Pii otravé olovem dochazi k poskozeni ledvin, které casto byva nevratné
a ma pro organismus fatalni ucinky. Studie zabyvajici se toxicitou olova popisuji jak vznik
cetnych funkcnich zmén ledvin, jako je naptiklad dysfunkce proximalnich tubuli, tak cetné
patologické nalezy Vv tkani ledvin, jako napfiklad vznik intersticialnich fibroz (Loghman-
Adham, 1998; Papanikolaou et al., 2005). Nicmén¢ vliv olova v nano¢asticové podobg je stale
neobjasnény. V nasi studii jsme po Sestitydenni inhalaci NPs PbO piekvapivé nezaznamenali
zadné signifikantni zmény v tkani ledvin. Pfitomné mononuklearni infiltraty v kufe se
Vv ledvinach hlodavcii nachazeji bézné a jejich pocet se obvykle zvySuje s rostoucim vékem
(Maronpot, 1999). U né&kterych experimentdlnich jedinch byly mononukledrni infiltraty
rozsahlej$iho charakteru, nicméné nebyla patrnd zadna reakce okolni tkané (edém, hemoragie,
nekroza tkang aj.), kterd by ukazala na vaznéjsi druh mikroskopického defektu.

V ledvinach jsme v nasi studii pozorovali velmi zajimavy paradox — i kdyZz chemické
méteni obsahu olova v nasi studii ukazalo v ledvinach vysokou koncentraci tohoto tézkého
kovu (plice > ledviny > jatra > slezina > mozek), tento fakt nevedl ke vzniku vaznych
patologickych zmén v oblasti ledviny. Nutno také podotknou, Ze analyza nanocastic PbO
pomoci transmisni elektronové mikroskopie prokazala sporadicky vyskyt olova

V nanocasticové podob¢ v tkani ledvin. Vysoka koncentrace olova prokdzand chemickou
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analyzou se tedy neshoduje s malym vyskytem nanocastic PbO. Pfedpokladame tedy, Ze vétSina
olova se v ledvinach nachazi v rozpusténé nebo metabolizované formé (Dumkova et al., 2017).
Zda pravé minoritni zmény v ledvinach souvisi s jinou formou pfitomného olova, bude nutné
V budoucnu experimentalné overit.

Mikroskopické defekty v ledvinach byly pozorovany az po jedenéctitydenni expozici
nanocasticim. Zmény jako dilatace proximalnich tubulti, akumulace jader v distalnich tubulech,
metaplazie parietalniho listu Bowmanova pouzdra, hypercelularita v glomerulech nebo
hyperplazie juxtameduldrnich glomerulti ukazuji, Zze toxicita inhalace nanocastic PbO je
zietelnd jak na glomerularni, tak na tubularni urovni. Nutno ale fici, Ze uvedené zmény byly
lokalizované pouze v kife, ve dieni nebyly pozorovany zadné patologické zmény.

Ve studie zabyvajici se vlivem $estitydenni inhalace nanocastic CdO nebyly v ledvinach
mysi pozorovany stejné€ jako v naSem kratkodobém inhalacnim experimentu Zadné signifikantni
mikroskopické zmény (Dumkova et al., 2016). Naopak intraperitoneélni injektace nanocastic
zlata krysam zputisobila poskozeni epitelu proximalnich i distalnich tubulti (Doudi and Setorki,
2014) a expozice krys nanocésticim TiO2 dilataci glomerult a degenerativni zmény ledvinové
tkan¢ (Farthooni et al., 2016).

Imunofluorescenéni znaceni Na*/K*-ATPazy ukézalo sniZzené mnozstvi tohoto enzymu
Vv ledvinach po Sestitydenni i jedenactitydenni inhalaci NPs PbO. Nejvétsi deficit Na™/K*-
ATPéazy byl pozorovan v proximdlnich tubulech. Ve dfeni nebyla pozorovana zadna
signifikantni zména v expresi sodno-draselné pumpy. Na*/K*-ATPaza zastava v ledvinach
vyznamnou funkci, kdy se podili na hospodateni téla se sodnymi a draselnymi ionty. Porucha
jeji Cinnosti mize tak vést jak k poskozeni jak samotnych ledvinovych bunék, tak k vychyleni
homeostazy nebo poruse osmoregularity bun¢k (Jorgensen et al., 2003; Paral, 2012; Yang et
al., 1992). Nase vysledky jsou v souladu s poznatky z piedchozich studii, kde byla prokazana
schopnost olova inhibovat funkci enzymu Na*/K*-ATPazy v ledvinach (Kramer et al., 1986).

Mozek je vyznamnou cilovou oblasti pro mnoho toxickych latek — vcetné olova
(Grandjean, 2010; Toscano and Guilarte, 2005; Ware, 1993). Intoxikace olovem muze u lidi
vést k axonalni degeneraci a u nékterych organismi miZe dale zplisobovat demyelinizaéni
polyneuropatie (Thomson and Parry, 2006). Ukazuje se, Ze 1 v pfipad€ expozice nanocasticim
patii mozek (a obecné nervova soustava) mezi ohrozené organy. NaSe studie navic potvrdila,
ze nanocastice olova se dostavaji do mozkové tkané a prostupuji pfimo do nervovych bunék
(Dumkova et al., 2017). Po inhalaci NPs PbO jsme zaznamenali signifikantni zmény pouze

Vv hippokampalni oblasti. Nicméné tento nalez se shoduje s pozorovanim v ostatnich studiich,
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kdy byly mikroskopické defekty lokalizované také predevsim v oblasti hippokampu (Bagheri-
Abassi et al., 2015; Cao et al., 2013; Skalska et al., 2015; Ze et al., 2014). Studie zabyvajici se
neurotoxicitou nanocastic PbS po intratrachealni expozici a jejim vlivem na vykon paméti
a schopnost uceni pomoci bludisté¢ prokézala, ze zvySovanim koncentrace olova roste doba
pottebnd k nalezeni vychodu z bludisté a pocet udélanych chyb. Neurotoxicita nanocastic PbS
byla dale prokazovana analyzou neuronid v hippokampu a testovanim hladiny vépniku.
U exponovanych jedincii doslo ke zvySeni hladiny Ca?* v cytoplasmé neuronti a naristu
také k nariistu koncentrace Ca?*-ATP4zy, coZ je enzym slouzici k pfenosu vépniku ven z buriky
¢i zajistujici jeho uskladnéni v endoplazmatickém retikulu. Analyza neuront rovnéz ukazala
zmény v jejich struktuie. Dale byly detekovany mikroskopické defekty v hippokampu (Cao
et al., 2013). Pfitomnost nekrotickych neuronti v pyramidové vrstvé Ammonova rohu byla
stejné jako v nasi studii pozorovana po expozici krys nanoc¢asticim stfibra (Bagheri-Abassi
etal.,, 2015). Intranasalni expozice nanocastic TiO2 pak zpusobila zanét v hippokampalni
oblasti a signifikantni zvySeni exprese nékterych cytokinli spojenych pravé se zanétlivou
odpovédi organismu (Ze et al., 2014).

Jednou z moznych cest vstupu nanocastic do centralni nervové soustavy je prekonani
hematoencefalické bariéry. V naSem experimentu jsme prokazali, Ze nanocastice PbO jsou
hematoencefalickou bariéru schopny piekonat (Dumkova et al., 2017). Druha cesta vstupu
nanocastic do mozku zahrnuje jejich zachyceni na ¢ichovém epitelu v nosni dutiné a nasledny
transport po axonech ¢ichového nervu do centralni nervové soustavy. Vstup touto cestou byl
pozorovan u nanocastic médi (Liu et al., 2009) nebo TiO2 (Wang et al., 2008). Nicmén¢ zda
jsou 1 nanocéstice PbO schopné ptestupu pies cichovy epitel, jsme v nasi studii dosud
nepotvrdili (Dumkova et al., 2017). Tento mozny vstup bude v pfistich experimentech
analyzovan a pokusime se objasnit, zda nanoc¢astice PbO piechazeji do mozku i touto cestou.

Jednim z faktort, které se vyznamné podili na regulaci zanétlivé odpovédi organismu je
NF«xB1 (p50) — protein pattici do rodiny transkripcnich faktord NFkB (Baeuerle and Baltimore,
1991; Jimi and Ghosh, 2005; Napetschnig and Wu, 2013). Deregulace exprese tohoto
transkripéniho faktoru jiz byla popséna v n¢kolika studiich zabyvajicich se toxickym vlivem
nanocastic. Po Sestihodinové intranasalni expozici mysi nanoc¢asticim vybranych kovli o PMz2s
(Particule Matter) byla v plicich signifikantné zvysSena exprese NFkB1 a Rel A (Shukla et al.,
2000). Podobné vysledky jsou popisovany po expozici plicnich bun€k c¢asticim smésice kovi

(jako je zelezo, vanad, nikl, méd’, zinek nebo olovo) po dobu 18 hodin (Kennedy et al., 1998).
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Stejny efekt pak méla i expozice lidskych epitelidlnich amniovych bun€k nanocasticim
ZnFe;04 po dobu 48 hodin (Saquib et al., 2013). Zvysena exprese NFkB1 v plicich byla dale
zaznamenana po expozici krys smeésici nanocastic po dobu 20 hodin (Kadiiska et al., 1997).

Po Sestitydenni inhalaci NPs PbO jsme v plicich zaznamenali signifikantni nartst
exprese NFkB1, coz odpovidd pfitomnému zanétu plicni tkané. Jedendctitydenni inhalace
ukdzala také zvySeni v expresi tohoto transkripéniho faktoru, rozdil ale nebyl statisticky
signifikantni. V ledvinach jsme ani v jednom inhalacnim experimentu nepozorovali vyraznou
zménu v expresi. V Sestitydennim experimentu by nezménéna exprese odpovidala minoritnim
zméndm ledvin po inhalaci NPs PbO, nicméné po jedenactitydenni inhalaci je vysledek
ptekvapivy vzhledem k pfitomnym mikroskopickym defektim.

Vzhledem k tomu, ze NF«B rodina patii pii zanétu k okamzité aktivovanym faktoriim,
které dale ovliviiuji expresi fady gent (Napetschnig and Wu, 2013), je otazkou, zda i po
nékolikatitydenni inhalaci je exprese NFkB1 nutné deregulovana. Po jedenactitydenni inhalaci
nanocastic PbO jsme totiz v naSem experimentu nepozorovali vyrazné zvyseni exprese tohoto
transkripéniho faktoru i vzhledem K ptitomnym mikroskopickym zménam, které ukazuji na
probihajici zanét a poSkozeni tkédn€ plic a ledvin. Dosavadni studie totiz popisuji deregulaci po
expozici v ramci hodin. Nicméné tuto hypotézu bude nutné v budoucnu experimentalné ovéfit.
V soucasné dob¢ planujeme nové odbéry vzorku cilovych organi po né¢kolikahodinové inhalaci
NPs PbO a jejich podrobeni analyze exprese NFkB1. V budoucnu se také hodlame zaméfit na
analyzu exprese dalSich faktorii a cytokinl souvisejicich s imunitni reakci organismu.

Nanocastice maji obrovsky potencidl vyuziti v mnohych odvétvich lidské ¢innosti jako
je medicina, farmaceutickd vyroba, potravinaistvi, kosmetika, stavebnictvi aj. Nicméné¢ jejich
specifické vlastnosti, které urCuji jejich unikatni chovani v ekosystémech, nejsou dosud zcela
objasnény a podrobné popsany. V pozadi také stale zistava otazka jejich toxicity. Je dilezité si
ale uvédomit, ze ne v§echny nanoc¢astice musi byt nutné toxické. Jejich piipadna toxicita pak
zavisi na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech, jako je velikost, povrchové vlastnosti,
chemické sloZeni, zpisob vniknuti do organismu aj. Tato obrovska rozmanitost vlastnosti nas
tak nuti se podivat na kazdé nanocastice zvlast’ (Luyts et al., 2013). V této praci jsme se zaméfili
na nanocastice PbO a pokusili se objasnit efekt jejich inhalace na Zivé organismy. Doufame, Ze
vysledky nasi prace pfispéji k pochopeni specifického chovani nanocastic a zejména
k objasnéni jejich interakci s tkanémi zivych organismi. Nebot” podrobné objasnéni chovani
nanocastic ve styku s organismy a piedevsim jejich potencialni toxicita musi byt zndmy jesté

pted jejich praktickym vyuzitim.
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7 ZAVER

Cilem tohoto projektu bylo odhalit patologické zmény vznikajici v cilovych orgénech
(plice, jatra, ledviny, mozek a slezina) laboratorni mysi nasledkem inhalace nanocastic PbO.
Ve studii byla zpracovana data ze dvou nezavislych inhala¢nich experimenti, pficemz cilové
organy byly odebrany ve dvou casovych intervalech — po Sestitydenni a jedenéctitydenni

inhalaci nanodastic PbO.

o Vysledky potvrdily, ze nanocastice PbO prostupuji plicni bariérou a krvi jsou
distribuovany do sekundarnich organti, kde zptisobuji ¢etné patologické zmény.

e Vplicich, jatrech, ledvinach a mozku doslo s prodluzujicim se casem inhalace
nanocastic PbO k vaznéjsim mikroskopickym defektim. Ve sleziné pak byly v obou
casovych bodech zaznamenény pouze minoritni zmény.

e Histopatologickd analyza plic exponovanych jedincl ukazala na probihajici silny
chronicky zanét.

e V jatrech zplsobila inhalace nanocastic PbO steatohepatitidu a zietelnou remodelaci
jaterniho parenchymu.

e Analyza ledvin po Sestitydenni inhalaci nanoc¢éstic PbO ptekvapivé, v kontrastu s diive
popisovanou nefrotoxicitou olova, neukazala zadné signifikantni poSkozeni tkang.
Ptitomnost patologickych zmén byla patrna az po dlouhodobéjsi inhalaci NPs PbO.

e V mozku se signifikantni mikroskopické defekty vyskytovaly pouze v hippokampalni
oblasti. Po inhalaci nanocastic PbO byly pozorovany nekrotické neurony v pyramidové
vrstvé Ammonova rohu a spongiformni zmény bilé hmoty v okoli hippokampu.

e Ve slezing bylo po inhalaci NPs PbO pozorovano pouze zvyseni poctu megakaryocyta

a megakaryoblasti.

V soucasné dobé& v souvislosti s progresivne se zvysujici koncentraci nanocastic olova
Vv zivotnim prostfedi bude tak nezbytna snaha jejich produkci snizit, a to pravé s ohledem na
moznd vazna zdravotni rizika.

Vysledky prace jsou soucasti publikovaného impaktovaného clanku v casopise
Nanoparticle and Fibre Toxicology (impact factor: 8,577). Dil¢i vysledky byly dale formou

posteru prezentovany na konferenci Morphology 2017 v Plzni.
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