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ABSTRAKT

Vysoké koncentrace nanocastic olova (PbNPs) v ovzdusi znecisténych oblasti a velkych mést
predstavuji riziko pro zivé organismy, a proto je tfeba zkoumat ucinky jejich dlouhodobé
inhalace. Diky svym vlastnostem se mohou inhalované PbNPs z dychacich cest $itit do dalsich
organt a negativné tak ovlivnit cely organismus. V soucasné dobé, vzhledem k vyuzivani
nékterych druhi nanocastic jako nosic¢il 1é¢iv, jsou nanotoxikologické studie zcela nezbytné.
Mechanismy ptsobeni PbNPs na nervovou tkan vsak dosud nebyly podrobné popsany. V této
praci byl prokazan negativni vliv inhalovanych PbNPs na mozkovou tkan. Ve vybranych
oblastech mozku jsme prokazali alterace v regulaci a modelaci mikrotubult, mikrofilament
i intermediarnich filament, tyto zmény byly regionalné specifické. Determinovali jsme také
signifikantni morfologické alterace c¢ichového epitelu az po inhalaci PbNPs a potvrdili jsme
rovnéz prostup inhalovanych PbNPs pres tuto strukturu do mozkové tkané. Nakonec jsme nase
vysledky ovérili pomoci in wvitro modelu. Detekované zmény v mozkové tkani byly podobné
patologiim béhem rozvoje neurodegenerativnich onemocnéni, mj. jsme potvrdili regionédlné-
specifické zmény ve fosforylaci proteinu TAU. Eliminace PbNPs z mozkové tkané se ukazala
jako neefektivni, proto bude v budoucnu nutné hledat zptlisoby, jak kompenzacni procesy

v mozkové tkani podporit.

klicova slova: cichovy epitel; mozek; trigemindlni ganglia; nanocastice olova; reparativni

procesy; neurodegenerativni onemocnéni
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ABSTRACT

High concentrations of lead nanoparticles (PbNPs) in the air of polluted areas and megacities
pose a risk to all living organisms, and therefore the effects of their long-term inhalation must
be investigated. Due to their properties, inhaled PbNPs are able to spread from the respiratory
tract to other organs and thus negatively affect the entire organism. Currently, as some types
of nanoparticles are used as drug carriers, nanotoxicological studies are necessary. However, the
mechanisms of PbNPs on neural tissue have not been described yet. This work demonstrated
the negative effect of inhaled PbNPs on brain tissue. In selected areas of the brain, we showed
alterations in the regulation and modeling of microtubules, microfilaments, and intermediate
filaments, these changes were regionally specific. We also determined significant morphological
alterations of the olfactory epithelium after inhalation of PbNPs, we also confirmed the
penetration of inhaled PbNPs through this structure into the brain tissue. Finally, we verified
our results using an in vitro model. The detected changes in the brain tissue were similar to the
pathologies during the development of neurodegenerative diseases. Furthermore, we confirmed
regionally specific changes in TAU protein phosphorylation. The elimination of PbNPs from the
brain tissue proved as ineffective, it will be necessary to look for tools supporting compensatory

processes in the brain tissue in the future.

key words: olfactory epithelium; brain; trigeminal ganglia; lead nanoparticles; reparative
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ab - protilatka (Antibody)

ADbI - primarni protilatka (Primary Antibody)

ADII - sekundarni protilatka (Secondary Antibody)

ABC - avidin-biotinovy komplex (Avidin Biotin Complex)

Ag — antigen (Antigen)

AD - Alzheimerova choroba (Alzheimer’s Disease)

ALS - Amyotroficka lateralni skleréza (Amyotrophic Lateral Sclerosis)

B3T - beta-IIl-tubulin (Beta-11I-Tubulin)

BBB - bariéra krev-mozek (Blood-Brain Barrier)

BSA - hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumine)

Ca — vapnik (Calcium)

CA - Ammoniv roh (Ammon’s Horn)

CA1 - Ammonuv roh, region 1 (Ammon’s Horn, Region 1)

CA2 - Ammonuv roh, region 2 (Ammon’s Horn, Region 2)

CA3 — Ammonuv roh, region 3 (Ammon’s Horn, Region 3)

Cd - kadmium (Cadmium)

CDC42 - cyklus buné¢éného déleni 42 (Cell Division Cycle 4)

CNS - centrélni nervovéa soustava (Central Nervous System)

ctr — kontrolni skupina (Control Group)

ctr/6w — Sestitydenni kontrolni skupina (6week Control Group)

ctr/11w — jedenactitydenni kontrolni skupina (11week Control Group)

ctrl/24h — kontrolni vzorky primarnich kultur TGs, 24h experiment (Control Samples of TG's
Primary Cultures, 24h Experiment)

ctrl/48h — kontrolni vzorky primarnich kultur TGs, 48h experiment (Control Samples of TG's
Primary Cultures, 48h Experiment)

ctrl/72h — kontrolni vzorky primarnich kultur TGs, 72h experiment (Control Samples of TG's
Primary Cultures, 72h Experiment)

Cu — méd (Copper)

cDNA - komplementarni kyselina deoxyribonukleova (Complementary Deoxyribonucleic
Acid)

cPbONPs/24h — exponované vzorky primarnich kultur TGs, 24h experiment (Ezposed
Samples of TGs Primary Cultures, 24h Experiment)

cPbONPs/48h — exponované vzorky primarnich kultur TGs, 48h experiment (Ezposed
Samples of TGs Primary Cultures, 48h Experiment)

cPbONPs/72h — exponované vzorky primarnich kultur TGs, 72h experiment (Ezposed
Samples of TGs Primary Cultures, 72h Experiment)
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DAB - diaminobenzidin (Diaminobenzidine)

DEPC voda — diethylpyrokarbonat voda (Diethyl Pyrocarbonate Water)

DRGs — dorzalni ganglia (Dorsal Root Ganglia)

DNA - deoxyribonukleové kyselina (Deozxyribonucleic Acid)

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctovéa (Ethylenediaminetetraacetic acid)

F-actin — fibrilarni aktin (Fibrillary Actin)

FBS — hovézi bovinni sérum (Fetal Bovine Serum)

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfatdza dehydrogenaza (Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase)

HD - Huntingtonova choroba (Huntington’s Disease)

HE - Hematoxylin-Eosin (Hematozylin-Eosin)

ICC — imunocytochemie (Immunocytochemistry)

IF — imunofluorescence (Immunofluorescence)

Ig — imunoglobulin (Immunoglobulin)

THC - imunohistochemie (Immunohistochemistry)

GD - gyrus dentatus (Dentate Gyrus)

Hg — rtut (Mercury)

LB — Luxolova modi (Luzol Fast Blue Stain)

MAPT - s mikrotubuly asociovany protein Tau (Microtubule-Associated Protein Tau)
Mn - mangan (Manganese)

mRNA - medidtorova kyselina ribonukleova (Messenger Ribonucleic Acid)

NP - nanocastice (Nanoparticle)

NPs — nanocastice (Nanoparticles)

NTS — Nisslova tigroidni substance (Nissl Tigroid Substance)

p-Tau — fosforylovany protein Tau (Phosphorylated Tau Protein)

PAP - peroxidaza anti-peroxidazovy komplex (Peroxidase Anti-Perozidase Complex)
PFA - formaldehyd (Formaldehyde)

Pb - olovo (Lead)

Pb(NO;),~ dusi¢nan olovnaty (Lead II Nitrate)

Pb(INO;),INPs — nanoc¢astice dusi¢nanu olovnatého (Lead II Nitrate Nanoparticles)
Pb(NO;),INPs/6w — skupina, ktery byla exponovana nanocasticim dusi¢nanu olovnatého
po dobu 6 tydnu (Group That Was Exposed To Lead II Nitrate Nanoparticles for 6 Weeks)
Pb(NO;),NPs/11w — skupina, ktery byla exponovana nanocasticim dusi¢nanu olovnatého
po dobu 11 tydnu (Group That Was Exposed To Lead II Nitrate Nanoparticles for 11 Weeks)
Pb(INO;),INPs/CL - skupina s Sestitydenni inhalaci nanocastic dusi¢nanu olovnatého
nasledovanou pétitydennim elimina¢nim obdobim (Group with 6week Inhalation of Lead II

Nitrate Nanoparticles Followed Up With 5week Elimination Period)
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PbO - oxid olovnaty (Lead Ozide)

PbONPs — nanocéstice oxidu olovnatého (Lead Ozide Nanoparticles)

PbONPs/6w — skupina, ktery byla exponovana nanoc¢asticim oxidu olovnatého po dobu
6 tydnu (Group That Was Exposed To Lead Oxide Nanoparticles for 6 Weeks)
PbONPs/11w — skupina, ktery byla exponovana nanocasticim oxidu olovnatého po dobu
11 tydna (Group That Was Exposed To Lead Ozide Nanoparticles for 11 Weeks)
PbONPs/CL - skupina s Sestitydenni inhalaci nanocéstic oxidu olovnatého nasledovanou
pétitydennim elimina¢nim obdobim (Group with 6week inhalation of Lead Oxide Nanoparticles
Followed Up With 5week Elimination Period)

PBS - fosfatovy pufr (Phosphate Buffer)

PCNA - jaderny antigen proliferujicich bunék (Proliferating Cell Nuclear Antigene)
PCR - polymerazovy retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PD - Parkinsonova choroba (Parkinson’s Disease)

PI3K - fosfatidylinositol-3-kindza (Phosphoinositide 3-Kinase)

PM - hmota pevnych a kapalnych ¢éastic v ovzdusi (Particulate Matter)

PNS - periferni nervova soustava (Peripheral Nervous System,)

PVDF - polyvinyldifluorid (Polyvinyldifluoride)

gPCR - kvantitativni polymerazova fetézova reakce (Quantitative Polymerase Chain
Reaction)

RNA - ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

Rpm — otacky za minutu (Revolutions Per Minute)

SC — kmenové bunky (Stem Cells)

SOX2 — Sex Determinant Region ¥ BOX 2

Tau - jednotka asociovand s tubulinem (Tubulin Associated Unit)

TB - Toluidinova modr (Toluidine Blue)

TEM - transmisni elektronova mikroskopie (Transmission Electron Microscopy)

TGs — trigeminalni ganglia

WHO - Svétova zdravotnické organizace (World Health Organization)

Zn - zinek (Zinc)
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1 UvoD

Vyznamnou soucasti znecisténi v primyslovych oblastech jsou malé castice tézkych kovi,
zejména olova ¢i kadmia, jejichz koncentrace casto presahuji stanovené limity. Diky svym
rozméruam snadno cestuji atmosférou a mohou tak ovlivnit i organismy ve vzdalenych oblastech.
Priblizné jedna tfetina vSech olovnatych nanocastic (PbNPs) je ve vodé rozpustna a jejich efekty
na organismus se od téch nerozpustnych mohou vyznamné lisit.

Inhalované nanocéastice olova se dokazi z plic, primarniho organu, snadno Sitit pres
plasmatické membrany ¢i pomoci krevniho obéhu do sekundarnich organi, jako jsou napt. jatra,
ledviny, slezina apod., jak jsme popsali v nasich prechozich studiich [1-3], nicméné ptusobeni
nanocastic olova, které maji oproti olovu v jinych formach odlisné vlastnosti, na mozkovou tkan
dosud podrobné popsino nebylo a pripadné morfologické a molekularni alterace tak ztstavaji
neodhaleny. Predpokladdame, ze PbNPs se do mozku mohou dostat prostupem
pres hematoencefalickou bariéru nebo prostupem pres ¢ichovy epitel a ¢ichovy nerv. Vzhledem
k mozné souvislosti intoxikace olovem a presumpce neurodegenerativnich onemocnéni se chceme
zameérit na analyzy molekul podilejicich se na regulaci a modelaci cytoskeletu, jehoz alterace
v mozkové tkani jsou fatalni.

Predlozena prace je soucasti projektu ,Centrum toxickych studii nanocastic*,
na kterém spolupracuje Ustav zivocisné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské republiky,
v.vi.,, Ustav analytické chemie Akademie véd Ceské republiky, v.v.i., Ustav histologie
a embryologie Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné a dalsi vyzkumné instituce.
Projekt se zabyva toxickym vlivem inhalovanych aerosoli obsahujicich nanocéstice kovii na zivé
organismy.

V ramci tohoto projektu jiz byla vypracovana prace SOC s nézvem ,,Imunitni odpovéd
a reparace cilovych organt po inhalaci rozpustnych nanocastic olova“, ktera byla
odevzdana v ramci 43. roéniku Stfedoskolské odborné ¢innosti (Skolni rok 2020/2021), tato prace
je jejim volnym pokracovanim. Pfedchozi vysledky byly prezentovany v rdmci nékolika
védeckych konferenci (P5) a jinych stfedoskolskych soutézi (P4), jsou také soucésti dvou
impaktovanych publikaci a dalsich pfipravovanych manuskripti (P6). Prace ziskala Cenu

Ceské ucené spolecnosti 2023 v kategorii Stfedogkolsky student.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Nanocastice a jejich charakteristika

Nanocastice (NP) (pfedpona nano- z feckého trpaslik) je definovana jako ¢astice s prumérem 1-
100 nm v alespon jednom rozméru [4]. Nanoc¢astice (NPs) maji mnoho unikétnich vlastnosti,
které je odlisuji od stejného materidlu v jiné formé [5], a to zejména diky své velikosti a velké
povrchové plose [4].

Obor, ktery se NPs a jejich aplikacemi zabyva se nazyva nanotechnologie. Jeho pocatkem
byla idea profesora fyziky Richarda Feynmana, ktery v roce 1959 navrhl vyrobu stroji, jez by
vyrabély mensi stroje, které by vyrabély jesté mensi stroje apod. a na konci tohoto fetézce by
byl stroj o velikosti v fadech desitek az stovek atom [6]. Tento pohled je v nanotechnologickém

oboru zachovén i v soucasné dobé [7,8].

2.1.1 Pritomnost nanocastic v zivotnim prostredi

Nanocastice jsou nedilnou soucasti prirody, vyskytuji se napft. jako produkty sopecné ¢innosti,
zvétravani ¢i prirodnich pozari. Mohou byt také vytvoreny lidskou cinnosti za tcelem
implementace do technologii ¢i beztucelné, jako vedlejsi produkt jinych procesi, v tomto pripadé
se jedna zejména o nanocastice uhliku, kifemiku, kovi ¢i kovovych oxidd. Mnozstvi lidmi
vytvorenych NPs, zejména kovi, vyrazné stouplo béhem primyslové revoluce v 19. stoleti.
V této dobé také jejich syntézu poprvé popsal Michael Faraday [9-13]. Lidmi byly NPs nicméné
vyuzivany jiz od starovéku, a to predevsim diky jejich optickym vlastnostem (prace se sklem —
dichroické sklo ve starovékém Rimé) [14,15].

Atmosférické NPs jsou diky své velikosti tézko odchytavany z ovzdusi, kterym se mohou
snadno $ifit do vzdélenych oblasti, a nasledné ohrozit zivé organismy [9,16-18]. Bylo také
prokéazano, ze jejich pfitomnost v atmosféie ovliviiuje svétové klima [10,19]. Jejich koncentrace
jsou proto dilezitym ukazatelem kvality ovzdusi [9]. Prestoze Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) stanovila limity pro koncentrace vybranych druht nanocastic [20], ohrozujicich zdravi
populace, na mnoha mistech jsou tyto limity stale prekracovany. Jednd se predevsim o Asii,
oblast s vysokou mirou urbanizace, automobilovou dopravou a mnozstvim ptirodnich katastrof

[21-23)].

2.1.2 Toxicita nanocastic

Mezi vlastnosti urcujici toxicitu NPs patii jejich prameér, velikost a struktura povrchu, tvar,
pomér stran, krystalinita, rozpustnost ¢i schopnost aglomerace [13,18,24]. U tézkych kovu je
navic dulezitym faktorem neschopnost degradace [25,26]. NejcastéjsSim vstupem NPs
do organismu je inhalace — diky své velikosti se NPs dostanou az do dolnich cest dychacich,
odkud se dokazi sitit do sekundarnich organti. Hlavni riziko predstavuje oxidativni stres, tedy

deregulace mezi oxidanty a antioxidanty, jenz vede k aktivaci prozanétlivych cytokini

19



a poskozeni DNA| které muze zapri¢init karcinogenezi [27]. Expozice NPs muze vést k bunécné

smrti, supresi prolifera¢ni aktivity nebo k zastaveni bunééného cyklu [18,24].

2.1.3 Vyuziti nanocastic v klinické praxi

Ttebaze u mnohych druht nanoc¢astic byl prokézéan jejich negativni vliv na zivé organismy (NPs
oxidu olovnatého, NPs dusi¢nanu olovnatého, NPs oxidu kademnatého, NPs oxidu cericitého,
NPs oxidu zelezitého, NPs stiibra, NPs oxidu kfemic¢itého, NPs zlata aj.) [1-3,28-33], v soucasné
dobé jsou nékteré druhy NPs pouzivany jako nosice 1é¢iv napr. pro karcinogenni onemocnéni,
mnoho je také ve fazi klinického testovani. Predpoklada se, ze vzhledem k vyhodam pouzivani
NPs jako nosicti 1é¢iv se toto mnozstvi bude zvySovat. Diky moznostem tpravy povrchu je

mozné 1é¢ivo dorucovat velmi specificky a predejit mnoha vedlejsim ucinkam [34-38].

2.2 Olovo, jeho aplikace a mozna rizika

Olovo (Pb) je chemicky prvek s protonovym ¢islem 82 a relativni atomovou hmotnosti 207,19.
Jedna se o tézky kov svétle Sedého zabarveni [12]. Typickymi vlastnostmi je kujnost, vysoka
hustota, relativné nizky bod tani (327 °C) a schopnost pohlcovat zareni gama. Jako prvek se
vyskytuje obvykle jako soucést nerostu (galenit, anglesit — celkem je zndmo okolo 240 druhu
minerdla [39]), nejcastéji ma oxidacni ¢islo +II [40]. Tézké kovy jsou charakteristické svoji
toxicitou, ktera je v piipadé olova znama jiz od dob starovékého Rima, ale i pFesto je tento kov

stale hojné vyuzivan v mnoha odvétvich lidské ¢innosti [41].

2.2.1 Vyuziti olova v priamyslu

Olovo je nedilnou soucasti prirody a diky svym vlastnostem mé Sirokou skalu vyuziti, znamé
odhadem jiz od roku 6400 pf. n. 1. Antické civilizace vyuzivaly olovo k vystavbé potrubi, vyrobé
skla, kosmetiky ¢i kryti podlah. S extenzivni tézbou a zpracovanim olova se pokracovalo
i ve stredovéku [42]. V roce 2003 bylo vytézeno 6,7 milioni tun kovu, nicméné zhruba 60 %
[43]. V soucasné dobé se celosvétove spotiebuje vice nez 10 miliont tun ro¢né a jeho spotfeba
stale stoupa [12].

Do nedavna se olovo vyuzivalo jako aditivum do barev na zdi, vyrobu potrubi, jako
soucast olovéné pajky v plechovkach na uskladnéni potravin ¢i jako pridavek do benzinu. Tyto
zdroje znecisténi jsou v soucasné dobé legislativné omezovany. V mensi mife se vyuziva
pri vyrobé glazur, je soucasti munice a také se pridava do zavazi rybarskych prutti, nékterych
plastu a kristalového skla [44]. V soucasné dobé jsou tfi ¢tvrtiny produkce olova vyuzivany
na vyrobu olovénych akumuldtoru (vyuziti v automobilovém pramyslu). Déle je tento kov

vyuzivan ve stavebnictvi a malifstvi, elektronickém pramyslu, potravinarstvi atd. [45].
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2.2.2 Uskali a rizika utilizace olova

Do atmosféry se olovo dostava béhem procesti taveni a rafinace, a to nejcastéji v podobé
mikro- a nanoc¢astic (PM — particulate matter; PMio, PMs, PM;). Koncentrace olova v zemské
kife jsou cca 15 mg/g, tato vyse se vysvétluje tim, ze olovo je soucasti uranové rozpadové rady
[46]. Expozice olovu je spojena s jeho negativnimi u¢inky na organismus — vyvolava oxidativni
stres, a dle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) je oznacovéano za karcinogen
skupiny 2A. Prestoze jsou limity olova v prostfedi legislativné kontrolovany, k efektu
na organismy dochézi i pod hranicemi téchto limitu [47-49].

Olovo je nebezpecné zejména pro téhotné zeny a pro déti. Mize narusovat reprodukéni
systém a v krajnich pripadech vést k potratim [50]. Patologie byly také prokézany
v kardiovaskularni soustavé [51], vyluc¢ovaci soustavé [52], imunitnim systému [53] ¢i hormonalni
rovnovaze [54]. Olovo také negativné pusobi na nervovy systém. U déti muze vést expozice
k encephalopatiim, u dospélych k bolestem hlavy, umirani bunék CNS nebo kématu, narusuje
také funkeci periferniho nervového systému (PNS). Exponovani jedinci se také potykaji s defekty
kognitivnich funkci, inteligence, emo¢nimi problémy a tzkostmi [55-60].

Olovnaty kation (Pb**) muze diky podobnosti ve velikosti atomového priaméru (132
a 133 pm) nahrazovat v nékterych anorganickych slouc¢enindch draselny kation (K*). Muze byt
také substituentem jinych atomu, napf. barnatého kationtu (Ba’"), stroncnatého kationtu (Sr**),
ale také vdpenatého (Ca*") a sodného kationtu (Na®) — iont, které jsou dulezitymi prvky zivych
systémi [39,61-63]. Je tedy nutné zkoumat ucinky olova na zivé organismy, zejména pak jeho

souvislost s piipadnymi zménami v chemické rovnovaze ionta.

2.2.3 Nanodcastice olova

Olovo se ve formé ¢astic uvolnuje do atmosféry pri prirodnich procesech, zejména pii zvétravani
hornin, nicméné tyto ¢astice maji pramér vétsi nez 50 pm. Naopak pri antropogennich procesech
béhem zpracovani olova pri vysokych teplotach, se uvoliuji ¢astice mensi nez 0,5 pm. Tyto
castice se dokazi sitit atmosférou a zasdhnout tak nejen oblasti svého vzniku, ale i oblasti
vzdéalené [64-66]. Mikro- a nano- Castice olova (PbNPs) je mozné snadno vdechnout, mohou
proniknout do dolnich cest dychacich a odtud se potencidlné sifit do dal$ich organu [67].
Dle nékterych studii je pfiblizné jedna tietina PbNPs v ovzdusi je rozpustna ve vodé [68-70].
Nejvice zasazené oblasti znecisténim PbNPs predstavuji velkd meésta a prtmyslové oblasti,
zejména v Asii, nicméné vysoké koncentrace PbNPs byly naméfeny v nékterych evropskych
metropolich [17,71-73]. Rovnéz v Ceské republice (v Brné) byla provedena studie zabyvajici se
méfenim koncentraci nanocastic olova a dalsich kovi. Dle vysledki ani nejvyssi koncentrace
olovnatych ¢astic PM; v ovzdusi, 0,265 pg/m®v zimé roku 2009, nepiekracuji stanovené limity
[74,75].

Pro nasi studii jsme vybrali nanocastice oxidu olovnatého (PbONPs) a nanocastice

dusi¢nanu olovnatého [Pb(NO;),NPs]. Oxid olovnaty (PbO) je sloucenina se sirokym
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prumyslovym vyuzitim; pouzivd se napf. pro vyrobu baterii ¢i detektoru plynu [13,76,77].
Dusi¢nan olovnaty [Pb(NOs),] je dnes, oproti diivéjsku, kdy byl pouzivan jako textilni barvivo,
utilizovan naprosto minimalné [78]. V nasi studii jsme nanocéastice dusi¢nanu olovnatého pouzili
pro jejich vysokou rozpustnost — Pb(NOs)oNPs se rozpusti témér okamzité po interakci se

sliznici.
2.3 Cichovy epitel

Cichovy epitel je vyznamnym senzorickjym organem nachézejicim se v dutiné nosni (cavitas
nast) (obr. 1a). Dutina nosni slouzi k upravé vzduchu pred vstupem do plic, na rozdil od ¢lovéka
ji mysi k dychani vyuzivaji obligatné. Tato oblast je velmi nachylna kinfekcim, alergickym
reakcim a poskozeni, a proto se toxikologie nosu stala rychle rozvijejicim se oborem, ktery se

zabyva vlivem kratkodobé i dlouhodobé expozice xenobiotik ve vzduchu na nosni dutinu [79].

2.3.1 Dutina nosni (cavitas nasi)

Dutina nosni se déli na t¥i ¢asti; nosni predsin (vestibulum mnasi), dychaci oblast (pars
respiratoria) a ¢ichovou oblast (regio olfactoria) [80]. Mikroskopicky pozorujeme v dutiné nosni
¢tyfi typy epitelu (obr. 1a); v nosni predsini dlazdicovy epitel, mezi predsini a dychaci oblasti
prechodny epitel, v dychaci oblasti epitel dychacich cest a v ¢ichové oblasti ¢ichovy epitel
[81,82]. Vzduch prochdzi nosnimi dirkami (nares) do nosni predsiné. Dutina je pomoci nosni
prepazky (septum mnasi) rozdélena na dvé poloviny, ve kterych se nachazeji nosni skorepy
(concha nasalis), vyznamné se lisici mezi ¢lovékem a mysi. Zatimco ¢lovék mé 3 pary jednoduse
strukturovanych nosnich skotep (concha nasalis superior, media, inferior), nosni skofepy mysi
jsou komplexné rozvétvené, diky ¢emuz jsou dolni cesty dychaci efektivné chranény. Ucelem
nosnich skorep je ,zvétsit“ plochu nosni dutiny; v porovnani sc¢lovékem méa mys vacéi své
velikosti zhruba 5x vétsi plochu nosni dutiny [83].

Nasledné vzduch pokracuje do dychaci acichové casti, kde je precistovan a pomoci
¢ichového epitelu, ktery je napojen na mozek, dochazi ke vnimani pachu (obr. 1b). Soucasti
¢ichového epitelu jsou cichové sensorické bunky, jez prijimaji signal pomoci cilii na povrchu
¢ichového epitelu, jejichz axony vybihaji do lamina propria a pres ¢ichovou kost (os ethmoidale)
pokracuji do ¢ichového bulbu, kde se v glomerulech napojuji na mitralni bunky. Axony

mitralnich bunék se shlukuji a vytvari ¢ichovou drahu, ktera pokracuje dale do mozku [80-82].

22



a & rostrainé  kaudalné - b

T

cavitas nasi

sagitalni pohled

Obrazek 1. Umisténi ¢ichového epitelu v dutiné nosni a jeho napojeni na mozek (pfevzato z [81,82],
upraveno). a) V dutiné nosni (Sipka) rozliSujeme 4 typy epitelu. V nosni predsini se nachézi dlazdicovy epitel (zelené),
mezi nosni predsini a dychaci ¢asti pozorujeme ,prechodny“ epitel (modfe), v dychaci ¢asti nalezneme epitel
dychacich cest (zluté), v ¢ichové ¢asti je pritomen Cichovy epitel (Gervené). b) Z ¢ichovych senzorickych neuront
(zelené), které jsou soucasti ¢ichového epitelu (e), vybihaji svazky axont (ax) do lamina propria (Ip) a déle pres kost
¢ichovou (os ethmoidale) (oe) do ¢ichového bulbu (bo). Axony jsou zde napojeny na dendrity mitrdlnich bunék (mc)
v ttvarech zvanych glomeruly (gl). Axony mitralnich bunék tvori ¢ichovou drahu, jez pokracuje déle do mozku. ax
— axony; bo — ¢ichovy bulbus (bulbus olfactorius); e — epitel; gl — glomerulus (glomelurus); Ip — lamina propria; mc —
mitraln{ burika; oe — ¢ichové kost (os ethmoidale).

2.3.2 Mikroskopicka stavba cichového epitelu

Cichovy epitel (obr. 2) je vicefady typ epitelu, ktery je tvofen ¢ichovymi senzorickymi neurony,
(bipolarnimi bunkami), jez zajistuji smysl ¢ichu, podptrnymi bunkami a bazalnimi bunkami
(progenitorové). Dendrity ¢ichovych neuroni jsou tvofeny nepohyblivymi fasinkami, jez pres
¢ichové knofliky vybihaji a jsou ,polozeny“ na povrchu epitelu. Pod epitelem se nachazi lamina
propria, kterd zahrnuje nemyelinizované nervy, tvorené axony c¢ichovych senzorickych neuront,
cévy a Bowmanovy zlazy. Jedné se o zlazy tuboalveolarni, zajistujici produkci sekretu, ktery

rozpousti ¢ichové stimuly [84].
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Obrézek 2. Mikroskopicka stavba &ichového epitelu. a) Cichovy epitel (e) se skldda z nékolika typtt bunék,
pod nim se nachazi lamina propria (Ip). Cichové senzorické butiky (osc) posilaji signél ziskany z cilif (c) pres éichové
knofliky (ok) pomoci axonti (ax) do ¢ichového bulbu. Cichové neurony jsou obnovovény bazalnimi butikami (bc).
Neurony jsou podporovany podpurnymi buiikami (sc). Na povrchu epitelu se nachdzi mimo cilii také vodnaty sekret,
vyluéovany Bowmanovymi zldzami (bg). b) Snimek ¢ichového epitelu. Histologicky fez je obarveny Hematoxylinem-
Eosinem (HE). Méfitko — 50 pm. ax — axony; be — bazédlni butlka; bg — Bowmanova zldza; ¢ — Fasinky (cilia); e —
epitel; Ip — lamina propria; ok — ¢ichovy knoflik; osc — ¢ichovy senzoricky neuron; sc — podpurnéd burika.

2.3.3 Souvisejici patologie

Poruchy ¢ichu vyznamné snizuji kvalitu zivota postizenych osob a zvysuji jejich damrtnost.
Odhaduje se, ze problémy s ¢ichem je zasazeno 3-20 % populace. Mezi hlavni pfi¢iny poruch
¢ichu pati{ virové infekce, zédnéty nosnich dutin a neurodegenerativni onemocnéni [85-89).
Zejména u neurodegenerativnich onemocnéni, Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, jsou
poruchy ¢ichu jednim z prvnich piiznaku [90].

Permanentni dysfunkce ¢ichu nejcastéji souvisi s poskozenim cilii a jejich
chemoreceptori, tedy s genetickou informaci. Naopak docasna ztrata ¢ichu miize byt zptsobena
otokem a zanétem okolni tkané. Patofyziologie ¢ichového epitelu je dnes, zejména po pandemii
Sars-Cov-19, velmi diskutovanym tématem a k tplnému pochopeni souvislosti naruseni

¢ichového epitelu s klinickymi vystupy jsou tieba dalsi studie [90].
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2.4 Mozek (cerebrum, encephalon)

2.4.1 Makroskopicka stavba mozkové tkané

Mozek (cerebrum, encephalon) je fidicim organem nervové soustavy a spolecné s michou
(medulla spinalis) je soucasti centralniho nervového systému (CNS). Rozdily ve stavbé mozku
mysi laboratorni a ¢lovéka jsou jiz na prvni pohled patrné (obr. 3), jedna se zejména o velikost
— lidsky mozek mé hmotnost okolo 1300 g, mysi zhruba 0,4 g; o povrchovou strukturu — mysi
mozek je lissencefalicky, nemé vytvorené gyri a sulci, lidsky je naopak opticky rozdélen na laloky,
dalsim rozdilem je pak také podil mozkové kiiry, ktery je u ¢lovéka v porovnani s mysi nasobné

vetsi [91].

a b

hip ' ;

sulci

frontalni pohled
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sagitalni pohled € rostralné kaudalné - | |sagitalni pohled < anteriorné posteriorné >

Obrazek 3. Porovnani struktury mozku mySi laboratorni a ¢lovéka (histologické fotografie prevzaty
z [92,93]). a) Koronarni fez mozkem mysi laboratorni. b) Korondrni fez mozkem ¢lovéka. ¢) Sagitalni Fez mozkem
mysi laboratorni. d) Sagitalni fez mozkem ¢lovéka. Povrch lidského mozku je pomoci zafezii (sulci) opticky rozdélen
na laloky, zéfezy také zvétsuji plochu mozkové kury. Jeji podil je u ¢lovéka nékolikrat vétsi nez u mysi a poloha
nékterych struktur (Sipky) je tak mezi témito druhy odlisnd. VSechny histologické fezy na fotografiich byly obarveny
pomoci Nisslova barveni. Drsné endoplasmatické retikulum — Nisslova substance je obarvena tmavé modre az fialove.
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Méfitko neni uvedeno. cer — mozecek (cerebellum), hip — hipokampus (hippocampus), hyp — hypothalamus
(hypothalamus), sulci — zatezy (sulci).

Mozek muzeme rozdélit na t¥i zékladni ¢asti: predni mozek (prosencephalon), stfedni mozek
(mesencephalon) a zadni mozek (rhombencephalon). Soucasti pfedniho mozku je mezimozek
(diencephalon) a koncovy mozek (telencephalon), zadni mozek je rozdélen na prodlouzenou
michu (medulla oblongata), Varoluv most (pons Varoli) a mozecek (cerebellum) (obr. 4) [94,95].
Mozek také obsahuje systém ¢ty mozkovych komor (ventriculi) [95]. Vzhledem k zaméfeni této

prace jsou blize popsany pouze vybrané oblasti mozku.

koncovy mozek
(telencephalon)

mozecek
(cerebellum)
mezimozek Varoliiv most L

(diencephalon) (pons Varolj)  Prodlouzena micha

(medulla oblongata)
hypothalamus
(hypothalamus)

sagitalni pohled € rostrainé kaudalné -

Obrazek 4. Schéma sagitalniho fezu mozkem mysi laboratorni (pfevzato a upraveno dle [95]). Mozek mysi
laboratorni muzeme rozdélit na nékolik ¢asti. Koncovy mozek (telencephalon) (zelené) je evoluéné nejmladsi
strukturou. Oblast mezimozku (diencephalon), propojujici periferni nervovy systém se zbytkem mozku,
a hypothalamu (hypothalamus) je oznac¢ena modfe. Varoliv most (pons Varoli) (rtizové) je napojen na mozeéek
(cerebellum) (Cervené). Prodlouzend micha (medulla oblongata), rostralni pokracovani hibetni michy, je pomoci
Varolova mostu napojena na stfedni mozek a ve schématu je zobrazena fialové.

2.4.2 Mikroskopicka stavba mozkové tkané

Mikroskopicky muzeme CNS rozdélit do dvou typt: bil4 a Sedd hmota (obr. 5). Zatimco Sedou
hmotu tvori téla neuront, synapse, bild hmota je tvofena axonovymi vybézky neuront a spojuje

jednotlivé tiseky Sedé hmoty. Obsah bilé hmoty u my$i je vyrazné nizs$i nez u ¢lovéka [91].
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Obrazek 5. Bila a Sed4a hmota mozkova. Snimek ukazuje rozdil mezi Sedou a bilou hmotou na prikladu mozecku
mys$i laboratorni. Bila hmota je ohrani¢ena bilou prerusovanou ¢arou, Sedd hmota tvori zbytek mozecku. Histologicky
ez je obarven pomoci Hematoxylinu-eosinu (HE). Méfitko — 1 mm.

Buriky CNS maji neuroektodermalni (neurony, astrocyty, oligodendrocyty a ependymalni
bunky) ¢i mesodermélni ptuvod (mikroglie, bunky tvorici cévy a meningy) [95]. Neurony
(obr. 6a) jsou vysoce diferencované bunky s vyznamnou metabolickou aktivitou [96], jsou
zékladni funkéni jednotkou nervové soustavy [95]. Neurony maji dva druhy cytoplasmatickych
vybézki: axon a dendrity [97]. Zatimco dendrity slouzi k pfijimani nervového signélu, axon tvori
synapsi s dalsi bunkou, které signal predava. Axon muze byt uloZzen v myelinové pochvé.
Existuje mnoho druhii neuronti s riznou morfologii a vlastnostmi. Hlavnim rozdilem mezi mysi
a clovékem je velikost neuronu (mysi neurony jsou mensi nez lidské), ale jejich hustota je vyssi
u mysi nez u ¢lovéka. Velikost neuront oproti podpurnym buiikdm je vyrazné vétsi [95].

Astrocyty (obr. 6b) jsou nejrozsifenéjsi podpurné bunky v CNS, maji charakteristicky
tvar hvézdice. Tyto bunky reguluji metabolismus neuronti pomoci akumulace neurotransmiteru
v synaptické stérbiné. Také hraji roli v hematoencefalické bariére. Dalsim druhem podpirnych
bunék v CNS jsou oligodendrocyty (obr. 6¢). Vytvareji myelinové pochvy kolem axont a tim
zefektiviiuji prenos nervového vzruchu. Jediny oligodendrocyt myelinové obaly kolem vice axoni
[95]. Ependymélni buriky (obr. 6d) jsou bunky kubického tvaru s ciliemi vystylajici vnitini
povrch ventrikuldrniho systému a centralniho misniho kanalku [98]. Mikroglie (obr. 6e) jsou
bunky vrozené nespecifické imunity (v pripadé detekce patogenu reaguji uvolnénim
prozanétlivych cytokint, maji také schopnost fagocytézy). V nékterych oblastech mozku jsou
mikroglie Gzce asociovany s neurony a zastavaji trofickou funkci.

Soucasti mozkové tkané jsou také gliové progenitorni buinky - polydendrocyty
(prekurzory oligodendrocyti) a radidlni gliové bunky (prekurzory mnovych neuronu
a ependymaélnich bunék). Bylo prokézano, ze malé populace téchto bunéénych typu jsou soucésti
tkédné dospélych jedinct [95], nicméné schopnost regenerace mozkové tkédné je velmi omezend.
Navzdory témto limitacim probihd intenzivni vyzkum na poli tkanového inzenyrstvi, aby

regenerace, napi. po zavaznych urazech CNS, byla usnadnéna [99)].
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Obrazek 6. Bunééné typy mozkové tkané (prevzato z [100,101], upraveno). a) Neuron (¢erny obrys) je zakladni
jednotkou nervové soustavy, kterd muze mit mnoho morfologickych podob (na obrazku Purkyniovy buiiky v mozecku).
Oproti podptirnym gliovym bunkam jsou vyznamné vétsi. Histologicky ez je obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu.
b) Astrocyty jsou jednim z typi podptirnych bunék CNS, jsou typické svym hvézdicovitym tvarem. Na histologickém
Fezu je astrocyt vizualizovan pomoci IHC a markeru GFAP. c¢) Oligodendrocyty (Sipky) jsou dalsim typem
podpurnych bunék v CNS, nachdzi se okolo myelinovych pochev axonu. Histologicky Fez je obarven pomoci
Hematoxylinu-Eosinu. d) Ependymalni butiky jsou typické svym kubickym tvarem a pfitomnosti cilii, vystylaji lumen
mj. ventrikuldrniho systému. Histologicky fez je obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu. e) Mikroglie (Sipky) jsou
soucasti nespecifické imunity se schopnosti fagocytézy. Na histologickém fezu jsou mikroglie vizualizovany pomoci
THC a markeru Ibal. Jadra jsou obarvena pomoci Hematoxylinu modie. Méfitka nejsou uvedena.

Koncovy mozek (telencephalon)

Koncovy mozek z vyvojového hlediska délime na dvé c¢asti: pallium a subpallium. Zatimco
pallium se nachazi na povrchu a tvofi mozkovou kiru, subpallium tvoiri bazalni ganglia.
Mozkova kura je rozdélena na Sestivrstvy isocortex (neocortex) a t¥ivrstvy, méné komplexni,
allocortex (zahrnujici hipokampus (hippocampus) — diive archicortex a ¢ichovy bulbus (bulbus

olfactorius) — difve paleocortex) (obr. 7) [95].
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Obrazek 7. Mikroskopicka stavba koncového mozku mysi laboratorni (pfevzato z [92]; upraveno). a, b)
Koncovy mozek je vyznacen cCernou prerusovanou carou. Tato struktura se dale déli na isocortex a allocortex.
Allocortex zahrnuje mj. ¢ichovy bulbus (BO) a hipokampalni formaci (HF) (struktury jsou ohranifeny razovou
prerusovanou ¢arou). Sagitalni pohled. Histologicky Fez je obarven pomoc{ Nisslova barveni. Métitka nejsou uvedena.

Isocortex zahrnuje nékolik oblasti, které maji specifickou funkci; somatomotorickou,
somatosenzorickou a vizudlni oblast [92]. Mysi isocortex je tvofen sedmi vrstvami neuront,
nicméné tato site se lis{ mezi jednotlivymi oblastmi. Zhruba dvé tfetiny neuront jsou principalni
pyramidalni neurony, zajistujici vystup signalu z isocortexu, zbylou tretinu tvori interneurony,
které jsou distribuovany ve vSech vrstvach isocortexu. Tyto bunky jsou produkoviny
v subpalliu, odkud migruji do oblasti isocortexu. Jednd se o inhibitorni neurony, jez jsou
nezbytné pro spravnou funkci mozku. Isocortex je propojen s vétsinou dalSich c¢asti mozku
(kortikospinalni draha, kortikothalamicka draha aj.) [95].

Hipokampus (z Tfeckého morsky konik) se skladda z hipokampélni formace
a parahipokampalni oblasti (obr. 8). Hipokampalni formace je tvorena tfemi strukturami;
Ammonovym rohem (cornu Ammonis) (CA), gyrem dentatem (gyrus dentatus) (GD)
a subiculem, jejich vzajemnd poloha souvisi s embryonalnim vyvojem [91,95,98]. Ammonuv roh
je tvoren ¢tyfmi vrstvami; stratum oriens, vrstvou pyramidalnich bunék, stratum radiatum
a stratum lacunosum-moleculare. CA je dale rozdélen na 3 podoblasti; CAl, CA2 a CA3. Gyrus
dentatus je tvoren obdobnymi vrstvami; polymorfni vrstvou, vrstvou granulovych bunék
a molekularni vrstvou. Okolo hipokampalni formace probihaji nervova vldkna, anteriorné
od hipokampu se nachézi mozkova komora [92]. Signal se z gyrus dentatsu Sit{ pres oblasti CA3,
CA2, CA1 do subiculla a dale do isocortexu nebo zpatky do gyrus dentatus a dochézi k jakési
Hfiltraci“ signalu. Hipokampus je soucasti limbického systému, jenz také zahrnuje struktury

mezimozku spjaté s emocemi a paméti [95].
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Obrazek 8. Mikroskopicka stavba hipokampu mySi laboratorni (prevzato z [92], upraveno). a, b)
Hipokampélni formace se sklada z hipokampu a subicula (sub). Okolo hipokampu se nachézi nervové vldkna (svétle
Sed¢), anteriorné od hipokampu je umisténa mozkova komora (vl). Hipokampus je tvofen Ammonovym rohem (CA)
a gyrus dentatus (GD). V CA rozliSujeme podoblasti CA1l, CA2, CA3, Ammonuv roh je tvofen ¢tyfmi vrstvami;
stratum oriens (so), pyramidaln{ vrstvou neuront (sp), stratum radiatum (sr) a stratum lacunosum-moleculare (slm).
Gyrus dentatus je tvofen podobnymi vrstvami; polymorfni vrstvou (po), vrstvou granulovych bunék (sg)
a molekuldrni vrstvou (mo). Sagitalni pohled. Histologicky fez je obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu (HE). Méfitko
— 200 pm. CA — Ammonuv roh (cornu Ammonis); CA1 — Ammontv roh, oblast 1; CA2 — Ammoniv roh, oblast 2;
CA3 — Ammonuv roh, oblast 3; GD — gyrus dentatus; mo — molekuldrni vrstva; po — polymorfni vrstva; sg — vrstva
granulovych bunék; slm — stratum lacunosum-moleculare; so — stratum oriens; sp — pyramidalni vrstva bunék; sr —
stratum radiatum; sub — subicullum.

Cichovy bulbus je vyznamnou strukturou pro vnimani ¢ichu. U mysi tato struktura
zaujima pomérové vétsi objem nez u ¢lovéka. Cichovy bulbus je ulozen v blizkosti k ¢ichové
kosti a je tvoren tfemi vrstvami; vrstvou mitralnich bunék, molekularni vrstvou a granularni
vrstvou, nicméné lze jej také rozdélit na 7 vrstev. Obsahuje okolo 2000 glomerult, kde se

setkdvaji axony ¢ichovych senzorickych neuronu s dendrity mitrélnich bunék [91,95].

Mozecek (cerebellum)

Mozecek (cerebellum) (obr. 9) je sou¢asti zadniho mozku a je k nému pfichycen pomoci svazku
nervovych vldken — t¥i pard stvoli. Je clenén na dvé hemisféry, mezi kterymi se nachézi
mozeckovy Cerv (vermis cerebelli). Tyto struktury jsou dale ¢lenény pomoci pri¢nych brazd
(fissurae cerebelli). Mozeéek u mysi je velmi podobny mozecku clovéka. Histologicky se mozecek
¢leni na kiru a dren. Kira je tvorena tremi vrstvami; molekuldrni, tvofenou dendrity
Purkynovych bunék; granularni, ktera je tvorena granularnimi bunkami; a vrstvou Purkynovych
bunék [95]. Dfen predstavuje bilou hmotu mozecku, zvanou strom zivota (arbor vitae). Mozecek
je vyznamnou strukturou pro koordinaci jemnych pohybti, udrzovani rovnovahy i kognitivni
funkce [102].
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Obrazek 9. Mikroskopicka stavba mozeéku mys$i laboratorni (prevzato z [92]; upraveno). a, b) Rez mozeckem
— kiirou a dfeni. Bil4d hmota (bh) tvoii dfen, strukturu arbor vitae, nachézi se uvnitt mozecku a prechézi v granuldrni
vrstvu (g), kterd je soucésti kiry. Na granuldrni vrstvé nalezneme tésné pfilozeny Purkytiovy buiiky (pc) a povrch
mozecku je tvofen molekuldrni vrstvou (m). Sagitalni pohled. Histologické Tezy jsou obarveny pomoci Hematoxylinu-
Eosinu (HE). Méfitko — 1 mm, 100 pm. bh — bild hmota; g — granuldrni vrstva; m — molekularni vrstva; pc —
Purkynovy buniky.

2.4.3 Cévni zasobeni mozku

Mozek je vyzivovan dvéma krevnimi obéhy. Krev je pfivadéna cestou arteria vertebralis a arteria
carotis interna, které jsou na bézi mozku propojeny. A. wvertebralis vyzivuje zejména cast
mozkového kmene a mozecek, zatimco a. carotis interna vyzivuje ostatni ¢asti mozku [91,95].
Krev  amozkovou tkan  oddéluje  hematoencefalickd  bariéra  (claustrum
haematoencephalicum) (BBB) [80], jejiz funkei je zajistit vyzivu a zabrénit intoxikaci mozkové
tkané. Tato struktura je vysoce selektivné propustné a predstavuje tak bariéru nejen pro toxiny,

ale také pro lé¢iva sifend krvi, kterd cili na mozkovou tkan [103].

2.4.4 Neurodegenerativni onemocnéni

Onemocnéni spjatd s centralnim i perifernim nervovym systémem jsou oznacovéana jako
neurologickd onemocnéni a dale je délime na tii kategorie: neurotraumaticka, neurodegenerativni
a neuropsychiatricka [96]. Protoze intoxikace olovem je spjata s poskozenim nervového systému,
tato prace se dale soustfedi zejména na neurodegenerativni choroby, nicméné nezapomina
na souvislost neuropsychiatrickych onemocnéni s limbickym systémem.

Neurodegenerativni onemocnéni postihuje neuronalni struktury a funkce, zptsobuje
jejich smrt a vede k demenci a kognitivnim poruchém [104,105]. Proces neurodegenerace je velmi
komplexni a zavisi na mnoha faktorech, napiiklad na genetickych predpokladech, problémech
s imunitnim systémem, mechanickych a metabolickych zasazich do mozkovych ¢i miSnich tkani
[96]. Mezi nejbéznéjsi neurodegenerativni onemocnéni radime Alzheimerovu, Parkinsonovu
a Huntingtonovu chorobu (HD) a amyotrofickou laterdlni skler6zu (ALS) [96,106].

Neurodegenerativni onemocnéni byva casto spjato s oxidativnim stresem, deregulovanou
interakci gliovych bunék s neurony, ¢i s neurondlnim zanétem, ktery muze byt dlouhé roky
nedetekovan a pfi chronickém pusobeni tak muze poskozovat mozkovou tkan [96]. Dalsim
vyznamnym faktorem jejich vzniku neurodegenerativnich onemocnéni je zména usporadani

cytoskeletu a proteint s nim spojenych [97]. V pfipadé naruseni téchto struktur miaze dochézet
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k problémtim s transportem molekul do axonalnitho vybézku a tim vést k porucham
tvorba a agregace nespravné poskladanych (,,misfolded*), ¢asto hyperfosforylovanych, proteint,
naptiklad Amyloid-beta, TAU, Alpha-synuclein apod., které jsou shromazdovéany ve strukturdch
nazyvanych amyloidy. Tyto struktury jsou specifické pro rizna neurodegenerativni onemocnéni,
ale proces ,misfoldingu“ je u vSech typi nemoci velmi podobny [106]. V pripadé agregace
hyperfosforylovaného proteinu TAU jsou choroby nazyvany ,tauopathies® [107] a do této
kategorie Tadime napf. Alzheimerovu chorobu, Pickovu chorobu atd. [108]. Protein TAU,
stabilizujici mikrotubuly, hraje také roli pri regulaci signalni drahy PISK/Akt/mTOR, kde je
inhibitorem proteinu PTEN [109].
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3 CILE PRACE

Cilem této prace je analyzovat vliv Sestitydenni a jedenactitydenni inhalace generovanych
rozpustnych a nerozpustnych nanocastic olova na mikroskopickou stavbu ¢ichového epitelu
a mozku in wvivo s vyuzitim mysi laboratorni jako modelového organismu a urcit efektivitu
reparativnich procesit v téchto tkanich. Vliv nanocastic olova na nervové bunky a jejich
pusobeni na signalizaci asociovanou se zménami cytoskeletu pak i potvrdit s vyuzitim

primarnich bunéénych kultur trigeminalnich ganglii in vitro.

Dale byly stanoveny tyto diléi cile:

e provést analyzy hmotnosti mozku
e urcit histopatologické alterace v ¢ichovém epitelu a v mozkové tkani
e detekovat proliferacni aktivitu a progenitorové bunky v ¢ichovém epitelu, determinovat
efektivitu reparativnich procesii a elimina¢niho obdobi
e detekovat potencidlni zmény v modelaci cytoskeletu v mozkové tkani pomoci:
o determinace genové exprese Cdc42 a vizualizace proteinu Beta-Aktin ve zvolenych
oblastech mozku
o urceni genové exprese Mapt a proteinové exprese p-TAU a t-TAU ve zvolenych
oblastech mozku
o stanoveni genové exprese vybranych ¢leni PI3K/Akt/mTOR drahy ve zvolenych
oblastech mozku, urceni proteinové exprese mTOR
o detekce a kvantitativni analyza intermediarnich filament pomoci markeru 2H3
ve zvolenych oblastech mozku
e porovnat vliv inhalace rozpustnych a nerozpustnych nanocastic olova na rtzné oblasti
mozkové tkané
e optimalizovat vyuziti primarnich bunéénych kultur trigemindlnich ganglii jako modelu
pro urceni vlivu PbNPs na nervovou tkan in vitro
e oveérit pfimy vliv PbNPs na nervovou tkan in vitro pomoci kultury trigeminélnich ganglii
v riiznych ¢asovych bodech
o ur¢it genovou expresi Mapt a vybranych ¢lentt PI3K/Akt/mTOR signalni drahy
o determinovat proteinovou expresi vybranych markeru cytoskeletu, p-TAU a t-TAU

o zjistit genovou expresi Cdc42
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Experiment in vivo

4.1.1 Modelovy organismus

Modelovym organismem pro in vivo experiment byla outbredni linie samice mysi laboratorni
ICR. Samice byly pred zacatkem experiment 6-8 tydnt staré, jejich primérna hmotnost se

pohybovala do 24 g.

4.1.2 Generované nanocastice olova

Pro inhalacni experiment byly pouzity dva typy nanocastic lisici se svoji rozpustnosti;
nanocastice oxidu olovnatého (PbONPs), které predstavovaly hure rozpustnou/nerozpustnou
formu nanocéastic olova a nanocéstice dusi¢nanu olovnatého [Pb(NOs),NPs|, které naopak
predstavovaly vysoce rozpustnou formu nanocastic olova. NanocCastice byly generovany

ve spolupréci s Ustavem analytické chemie Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.

Nanocastice oxidu olovnatého

Nanocéstice oxidu olovnatého byly kontinualné generovany in situ za pomoci horkosténného
trubkového pruatokového reaktoru, ktery vyuzival metodu odpatrovani-oxidace-kondenzace.
Roztavené olovo z olovéného drahu se odparovalo, nasledné bylo ziedéno vzduchem a oxidovalo

se na oxid olovnaty. Koneéna primérna koncentrace byla stanovena na 78,0 pg/m* (P1).

Nanocastice dusi¢nanu olovnatého

Nanocéstice dusi¢nanu olovnatého byly kontinualné generovany in situ za pomoci pneumatické
atomizace 4 mM roztoku dusi¢nanu olovnatého. V susici komofe byl roztok smichan
s filtrovanym vzduchem, poté byly Pb(NO;),NPs déle zfedény vzduchem. Kone¢na pramérna

hmotnostni koncentrace byla stanovena na 68,6 pg/m* (P1).

4.1.3 Experimentalni design

Inhalaéni experiment probihal po dobu 6 a 11 tydnu. V Sestitydennim experimentu (obr. 10)
byly pouzity tfi experimentalni skupiny po 5 jedincich (analyzy, které jsou soucésti této prace
byly provedeny na riznych poctech jedincii, protoze vzorky byly pouzity také pro dalsi analyzy

(P2)):

e Kontrolni skupina, dale oznacovana jako ctr/6w, po dobu 6 tydnu inhalovala vzduch
bez obsahu generovanych nanocastic.
e Druhd experimentalni skupina, dale oznacovana jako PbONPs/6w, inhalovala po dobu

6 tydnt vzduch s obsahem generovanych nanocéstic oxidu olovnatého.
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o Treti experimentdlni skupina, dale oznacovani jako Pb(INOs).NPs/6w, inhalovala

po dobu 6 tydnt vzduch s obsahem generovanych nanocastic dusi¢cnanu olovnatého.
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Obrazek 10. Schéma experimentalniho designu Sestitydenniho inhala¢niho experimentu.
Pro Sestitydenni experiment byly pouzity t¥i experimentalni skupiny. Prvni skupina, ctr/6w, byla kontrolni,
inhalovala po dobu 6 tydnu vzduch bez obsahu generovanych nanocastic, pro vétsi prehlednost bude oznacovana
bilou barvou. Druha Sestitydenni experimentalni skupina, PbONPs/6w, inhalovala po dobu 6 tydnt vzduch
s obsahem generovanych nanocéstic oxidu olovnatého, bude oznafovdana tmavé modrou barvou. Skupina
Pb(NO3):NPs/6w inhalovala po dobu 6 tydnt vzduch s obsahem generovanych nanocéstic dusi¢nanu olovnatého,
bude oznacovana tmavé cervenou barvou. Pro jedenactitydenni inhalacni experiment bylo pouzito 5 experimentalnich
skupin. Ctr/11w skupina byla kontrolni a po celou dobu inhala¢niho experimentu inhalovala vzduch bez obsahu
generovanych nanocéstic, pro prehlednost ve vysledcich bude oznacovana bilou barvou. Druha jedenactitydenni
experimentalni skupina, PbONPs/11w, po dobu 11 tydnt inhalovala vzduch s obsahem generovanych nanocéstic
oxidu olovnatého, ozna¢ovéna déle tmavé modrou barvou. Pb(NO3)2NPs/11w skupina po dobu 11 tydnu inhalovala
vzduch s obsahem generovanych nanocéstic dusi¢nanu olovnatého (oznaCovédna déle tmavé Cervenou barvou).
PbONPs/CL skupina po dobu 6 tydnt nejprve inhalovala vzduch s obsahem generovanych nanoastic oxidu
olovnatého a nésledné 5 tydni vzduch bez obsahu generovanych nanocastic (oznacovana déle svétle modrou barvou).
Posledni experimentélni skupina, Pb(NO3)2:NPs/CL skupina, 6 tydnt inhalovala vzduch s obsahem generovanych
nanoéastic dusi¢nanu olovnatého a nésledné 5 tydnt vzduch bez obsahu generovanych nanocéstic (oznacovéana svétle
Cervenou barvou).

Pro jedenactitydenni experiment (obr. 11) bylo pouzito pét experimentélnich skupin, v kazdé

bylo pét jedinct:

e Kontrolni skupina, dale oznacované jako ctr/11lw, byla kontrolni a inhalovala po dobu
11 tydnt vzduch bez obsahu generovanych nanocastic,

e Druhd jedenactitydenni experimentalni skupina, déle oznacovand jako PbONPs/11w,
inhalovala po dobu 11 tydni vzduch s obsahem generovanych nanocastic oxidu olovnatého.

o Treti experimentdlni skupina, dale oznacovand jako Pb(INOs).NPs/11lw, inhalovala
po dobu 11 tydni vzduch s obsahem generovanych nanocastic dusi¢énanu olovnatého.

e Ctvrtd experimentalni skupina, skupina s eliminaénim obdobim, dale oznaovana jako
PbONPs/CL, inhalovala nejprve po dobu 6 tydni vzduch s obsahem generovanych
nanocastic oxidu olovnatého a nésledné 5 tydni vzduch bez obsahu generovanych
nanocastic.

e Pétéd experimentalni skupina, déle oznacovana jako Pb(INO3).NPs/CL, byla také skupina
s elimina¢nim obdobim, nejprve po dobu 6 tydnt inhalovala vzduch s obsahem
generovanych nanocastic dusi¢nanu olovnatého a nésledné 5 tydnt vzduch bez obsahu

generovanych nanocastic olova.
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Obrazek 11. Schéma experimentédlniho designu jedenactitydenniho inhalaéniho experimentu.
Pro jedenéctitydenni inhalaéni experiment bylo pouzito 5 experimentalnich skupin. Ctr/11w skupina byla kontrolni
a po celou dobu inhala¢ntho experimentu inhalovala vzduch bez obsahu generovanych nanocastic, pro prehlednost
ve vysledcich bude oznacovéna bilou barvou. Druh4 jedendctitydenni experimentalni skupina, PbONPs/11w, po dobu
11 tydnu inhalovala vzduch s obsahem generovanych nanocastic oxidu olovnatého, oznacovéna déale tmavé modrou
barvou. Pb(NO3)2NPs/11w skupina po dobu 11 tydnu inhalovala vzduch s obsahem generovanych nanocastic
dusiénanu olovnatého (oznacovéna déle tmavé ¢ervenou barvou). PbONPs/CL skupina po dobu 6 tydnt nejprve
inhalovala vzduch s obsahem generovanych nanocéstic oxidu olovnatého a néasledné 5 tydnt vzduch bez obsahu
generovanych nanocéstic (oznaCovdna dale svétle modrou barvou). Posledni experimentalni skupina,
Pb(NO3):NPs/CL skupina, 6 tydnt inhalovala vzduch s obsahem generovanych nanocastic dusi¢nanu olovnatého
a nésledné 5 tydnt vzduch bez obsahu generovanych nanoéastic (oznacovana svétle éervenou barvou).

Sedm dni pred pocatkem inhalaci byli vSichni jedinci aklimatizovani laboratornim podminkam.
Pro experiment byly pouzity celotélové klece simulujici fyziologické podminky (obr. 12).
Po celou dobu experimentu méli pristup k vodé a krmivu ad libitum. VSechny experimentalni
skupiny byly umistény do inhala¢ni komory s inhalacnimi klecemi s monitorovanymi stalymi
podminkami. Svételné podminky v inhala¢ni komote byly nastaveny na 12 hodin svétla

a 12 hodin tmy. Chovani a zdravotni stav jedincti byly sledovany pomoci kamerového systému.
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Obrézek 12. Inhala¢ni komora s inhalaé¢nimi klecemi (foto: Eva Svozilové, DiS.).

4.1.4 Odbér a fixace vzorku

Po uplynuti 6 tydnt a 11 tydnd byli vsichni jedinci usmrceni pomoci cervikalni dislokace
v souladu s projektem pokusu a zakona 214/2011 dle vyhlasky ¢. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu
a vyuziti pokusnych zvirat. Byly odebrany vzorky c¢ichového epitelu a mozku, které byly
nasledné zpracovany dle charakteru vzorku. Nejprve byla urc¢ena hmotnost mozku a nasledné
sagitalné rozdélen napitl, jedna polovina byla zpracovana histologicky, druha byla urcena

pro analyzu genové exprese ¢i pro jiné analyzy:

e Vzorky Cichového epitelu urcené pro histologické zpracovani byly umistény
do 10% formaldehydu (PFA) a nasledné po dobu jednoho roku do odvépiovaciho roztoku
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd). Pro analyzy bylo pouzito 3-5 jedincu z kazdé
experimentalni skupiny a 3-8 fezui z kazdého jedince (P2).

e Vzorky mozku urcené pro histologické zpracovani byly ponechany v 10% PFA a uskladnény
v teplotnich podminkach 4 °C. Pro analyzy bylo pouzito 3-5 jedinci z kazdé experimentalni
skupiny a 2-5 ezt z kazdého jedince (P2).

o  Vzorky mozku urcené pro analyzu genové exprese byly umistény do tekutého dusiku
a nasledné uskladnény v teplotnich podminkach -80 °C. Mozek byl pro potfeby analyz
rozdélen na 7 ¢asti; hipokampus, isocortex 1, isocortex 2, isocortex 3, thalamus, mozecek
a ¢ichovy bulbus (obr. 13). Pro analyzy bylo pouzito 2-4 jedinct z kazdé experimentalni
skupiny (P2).

e Vzorky mozku uréené pro kvantitativni analyzy exprese proteini (vzhledem k poctu vzorki
pouze skupiny ctr/11w, PbONPs/11w a PbONPs/CL) byly umistény do tekutého dusiku
a nasledné uskladnény v teplotnich podminkach -80 °C. Pro analyzy byly pouzity oblasti

isocortexu 1 a hipokampalni oblast.
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Obrazek 13. Schéma odebranych ¢asti mozku pro analyzu genové exprese. Sagitalni fez, fez byl obarven
pomoci Hematoxylinu-eosinu. Mozek byl pro analyzu genové exprese rozdélen na 7 ¢asti, které byly néasledné
analyzovany: isocortex 1, isocortex 2, isocortex 3, ¢ichovy bulbus, hipokampus, thalamus, mozecek. Histologicky fez
byl obarven pomoci Nisslova barveni.

4.1.5 Histologické zpracovani tkani

Vzorky tkani urcené pro histologické zpracovani byly dvé hodiny promyvany ve vodni lazni.
Nésledovaly 14zné v roztocich etanolu s jeho vzestupnou koncentraci (30%, 50%, 70%, 80%, 85%,
90%, 95%, 100%), kazd4 po dvou hodindch. Pro projasnéni byly vzorky promyvény ve tiech
xylenovych laznich po dvou hodinach. Nasledovalo prosyceni ve tiech laznich parafinu po dvou
hodinach. Vzorky byly zality do parafinu o teploté 56 °C. Po 24 h byl z blo¢kd odstranén
prebytecny parafin a vytvofen rovnoramenny lichobéznik. Na rotaénim mikrotomu byly
nakrajeny fezy tlusté 5 mm. Rezy byly napnuty na vodni hladiné (teplota 39 °C), nasledné byly
umistény na podlozni sklicka, jez byla nejprve polozena na horké desce (teplota 38 °C) a poté
12 hodin v termostatu (teplota 37 °C). Vzorky byly poté skladovany pri teploté 4 °C a dale
zpracovany pomoci histologickych barveni, imunohistochemickych a imunofluorescenc¢nich
metod.

Pro examinaci odebranych tkani bylo pouzito nékolik zakladnich i specidlnich
histologickych barveni, které poméhaji rozlisit jednotlivé casti tkané, jez jsou za béznych
podminek prasvitné. Zakladni histologicka barveni ndm umoznila vizualizovat prehledné celou
tkan, naopak specifickd histologickd barveni vizualizovala konkrétni kompartmenty
tkéné [80,110].

4.1.6 Hematoxylin-Eosin
Barveni Hematoxylin-Eosin (HE) je zakladnim histologickym barvenim, vyuzivajici rozdila
v afinité barviv ke kyselym a zasaditym slozkam tkané [80,110-112].

Vzorky pred barvenim nejprve odparafinujeme pomoci dvou desetiminutovych

xylenovych lazni. Daéle vzorky zavodnime pomoci dvou ldzni v 96% etanolu a jedné
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lazné v destilované vodé po deseti minutach. Tkané barvime Mayerovym hematoxylinem (P3)
5 minut, nasleduje oplach v teplé vodé, ve které vzorky nechame 5 minut modrat. Dale barvime
Eosinem (P3) 3 minuty, nasledné vzorky oplachneme studenou vodou. Vzorky odvodnime
ve dvou laznich v 96% etanolu po deseti minutach. Vzorky projasnime ve dvou
desetiminutovych xylenovych lazni a zamontujeme. Vysledkem je fialové zbarveni bazofilnich

struktur tkdné a rtzové zbarveni acidofilnich struktur tkané (obr. 14).

Obrazek 14. Vysledek barveni Hematoxylinem-
Eosinem. a) Jadra a bazofilni struktury jsou

obarvena fialové. b) Cytoplasma a acidofilni
struktury jsou obarveny ruzové. Rez c¢ichového
epitelu.

4.1.7 Nisslovo barveni

Nisslova tigroidni substance (NTS) je oznaceni pro drsné endoplasmatické retikulum, zietelné
zejména v bunkéich s vysokou proteosyntetickou aktivitou, kterou jsou mj. neurony [113-117].
Skla s fezy umistime do termostatu (teplota 56 °C) po dobu alespon 12 hodin. Timto
krokem zajistime fixaci ezl na sklicku a zabranéni jejich piipadnému uvolnéni. Vzorky nejprve
odparafinuje pomoci dvou desetiminutovych laznich v xylenu. Nésleduje zavodnéni pomoci tii
pétiminutovych ldzni v fadé sestupnych koncentraci ethanolu (100%, 96%, 70%) a jedné
pétiminutové lazni v destilované vodé. Poté vzorky umistime do 0,1% roztoku TB (P3) na dobu
5 minut pii teploté 37 °C a 10 minut oplachujeme v destilované vodé. Vzorky diferencujeme
pomoci desetiminutové ldzné v 96% ethanolu. Nésleduje pétiminutové odvodnéni pomoci
bezvodého ethanolu a projasnéni pomoci dvou desetiminutovych lazni v xylenu. Vysledkem je
tmavé modré zbarveni nekrotickych a bazofilnich neuronu (bézné se nachazejicich na urcitych

mistech v mozkové tkéni) a svétle modré zbarveni ostatnich struktur (obr. 15).
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Obrézek 15. Vysledek Nisslova barveni (NTS)
a) Bazofilni a nekrotické neurony jsou zabarveny
tmavé modfe. b) Ostatni struktury jsou zbarveny
svétle modre. Sagitalni fez mozku, hipokampalni
oblast, Ammonuv roh, region CA1l.

4.1.8 Luxolova modr

Barveni Luxolovou modii (LB) (v anglické literatufe uvadéno pod nazvem Luxol Fast Blue
Stain) je specifické histologické barveni, které slouzi k vizualizaci myelinovych pochev axoni
[118]. Toto barveni je ¢asto vyuzivdno pfi patologickych analyzédch mozkové tkéné, protoze
demyelinizace je procesem souvisejicim napf. se sklerézami [119].

Skla s fezy umistime do termostatu (teplota 56 °C) po dobu alespon 12 hodin. Timto
krokem zajistime fixaci fezii na sklicku a zabranéni jejich pfipadnému uvolnéni. Nejprve vzorky
zbavime parafinu ve dvou laznich xylenu po deseti minutich, nasledné je zavodnime pomoci
pétiminutovych ldzni v sestupné fadé koncentraci ethanolu (100 %, 96 %, 70 %) a pétiminutové
lazni v destilované vodé. Vzorky umistime do lazné 0,1% roztoku Luxolové modfi (P3) na dobu
5 hodin pfi teploté 56 °C. Néasleduje oplach v 70% ethanolu a v destilované vodé. Vzorky poté
2 minuty diferencujeme v 0,05% roztoku uhli¢itanu lithného. Opléachneme v destilované vodé
a pomoci hematoxylinu 1 minutu dobarvujeme bunécéna jadra. Oplichneme v destilované vodé,
odvodnime pomoci pétiminutovych lazni ve vzestupné ethanolové radé (70%, 96%, 100%)
a projasnime pomoci dvou desetiminutovych lazni v xylenu. Vysledkem je tmavé modré
zbarveni myelinovych pochev (obr. 16).

Obrazek 16. Vysledek barveni Luxolovou
mod¥i (LB). a) Myelinové pochvy jsou obarveny
tmavé modie. b) Ostatni struktury jsou obarveny

svétle modre. c) Jadra jsou obarvena fialové. Sagitalni
fez mozku, hipokampélni oblast.

4.1.9 Imunohistochemické analyzy

Imunohistochemické analyza (IHC) je hojné pouzivana histologicka metoda slouzici k vizualizaci

proteintt v tkanich. Vyuziva imunologické vazby (vazba antigenu (Ag) a protilatky (Ab)).



V této praci byla pouzita metoda nepfima trojstupnova, jejimz benefitem je zejména jeji
efektivita i v pfipadé nizkého obsahu detekovaného antigenu v tkani [120-122]. Vysledkem této
metody je typicky hnédé zabarveni znacici pozitivitu vii¢i detekovanému antigenu. Tkané byly
pro vétsi prehlednost dobarveny Hematoxylinem (obr. 20). Podrobnosti o pouzitych
protilatkach jsou k nahlédnuti v nasledujicich kapitolach a P3.

Skla s fezy umistime do termostatu (teplota 56 °C) po dobu alespon 12 hodin. Timto
krokem zajistime fixaci fezii na sklicku a zabranéni jejich pripadnému uvolnéni. Vzorky
odparafinujeme pomoci dvou desetiminutovych xylenovych lazni. Vzorky zavodnime pomoci
pétiminutovych lazni v fadé roztoku etanolu se sestupnymi koncentracemi (100%, 96%, 70%)
a pétiminutové lazni v destilované vodé. Vzorky varime v 98°C lazni v citratovém pufru
(pH = 7) nebo DAKO pufru (pH = 9) (P3). Néasledné vzorky chladime pri pokojové teploté.
Skla oplachneme ve fosfaitovém pufru (P3) trikrat po tfech minutéch.

Vzorky umistime do l4zné 3% peroxidu vodiku. Oplédchneme ve fosfatovém pufru tiikrat
po tfech minutach. Nasledné aplikujeme blokaéni sérum (z kitu, P3), které nafedime
ve fosfatovém pufru v poméru 15:1000, které nechdme pusobit.' Na vzorky aplikujeme priméarni
protilatku, kterou fedime v DAKO diluentu (P3). Konkrétni koncentrace protilatky zalezi
na vlastnostech dané protilatky (viz nasledujici kapitoly). Dale skla inkubujeme pfes noc
pti teploté 4 °C, oplachneme ve fosfatovém pufru trikrat po trech minutach a aplikujeme na né
sekundarni protilatku (proti imunoglobulinim darce AbI) (z kitu, P3), fedénou ve fosfatovém
pufru v poméru 1:200. Inkubujeme po dobu 90 minut. Oplachneme ve fosfatovém pufru tiikrat
po tfech minutdch. Aplikujeme ABC komplex (z kitu, P3), fedény ve fosfaitovém pufru
v poméru 1:1:100 (nachystany alespon 30 minut pfedem). Inkubujeme 30 minut. Oplachneme
ve fosfatovém pufru tfikrat po tfech minutdch. Antigen vizualizujeme pomoci DAB substratu
(pripraveny smichanim 1 kapky DAB+ Chromogen a 1 ml DAB+ Substrate Buffer) (P3).
Reakci ABC komplexu a DAB vznikne hnédé zbarveni. Tuto reakci zastavime destilovanou
vodou. Vzorek néasledné barvime Mayerovym Hematoxylinem (P3) po dobu 2 minut,
oplachujeme pod tekouci vodou po dobu 10 minut. Vzorky odvodnime
v pétiminutovych etanolovych laznich se vzestupnymi koncentracemi (70%, 96%, 100%). Vzorky
projasnime ve dvou desetiminutovych xylenovych laznich a zamontujeme. Vysledkem je hnédé
zabarveni struktur pozitivnich na detekovany antigen a modré zabarveni negativnich jader

(obr. 17). Vzorky byly dale analyzovany na svételném mikroskopu (P3).

U Léazen v citratovém pufru ¢i DAKO pufru a inkubace v blokacénim séru slouzi k odhaleni
epitopi a efektivnéjsimu navazani protilitky na detekovany antigen a dle vlastnosti konkrétni
protilatky lze jejich délku upravovat. Délky téchto krokd jsou wuvedeny v tabulkach
u jednotlivych pouzitych marker.
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Obrazek 17. Vysledek nepiimé trojstupnové
IHC metody s vyuzitim avidin-biotinového
komplexu. a) Struktury pozitivni na detekovany
antigen jsou diky reakci ABC a DAB zbarvena tmavé
hnédé. b) Antigen-negativni jadra jsou pomoci
Hematoxylinu obarvena modfe. Sagitalni fez mozku,
hipokampélni oblast, Ammontv roh, region CA3.
Detekce markeru PCNA.

50 pm

Pouzité markery

2H3 je markerem neurofilament, specifického typu intermediarnich filament, které spolecné
s mikrotubuly a mikrofilamenty tvori cytoskelet bunék nervové tkané [123]. Je exprimovéan
zejména v axonech neurond. Zmény v jeho expresi jsou spojovany mj. s presumpci
neurodegenerativnich onemocnéni [124]. V této praci jsme pomoci tohoto markeru detekovali

neurofilamenta v mozkové tkani (P3).

Tabulka 1. Podrobné informace o postupu pri detekci 2H3-pozitivnich struktur.

Pufr 3% H,0, |Blokovaci sérum Kit Koncentrace AbI | Doba inkubace AbI
DAKO
15¢ + 10¢

8 30° mysi 1:50 pfes noc (4 °C)

Beta-III-tubulin (B3T) je protein z rodiny tubulinti specificky exprimovany v cytoskeletu
neurontl. V nékolika studiich je také jeho pozitiva v tkanich plic a prsu asociovana s malignim
karcinomem [125-127]. V této praci jsme pomoci beta-III-tubulinu detekovali neurony v tkani

¢ichového epitelu (P3).

Tabulka 2. Podrobné informace o postupu pii detekci B3T-pozitivnich struktur.

Pufr 3% H,0, |Blokovaci sérum Kit Koncentrace AblI | Doba inkubace AbI
Citrat
15¢ + 10¢

8 30° kralic¢i 1:100 pfes noc (4 °C)

Cytokeratin je markerem cytokeratinu, proteinu, ktery je soucéasti intermediarnich filament
[128]. Exprimovan je vyhradné v bunkach epitelu, kde zajistuje oporu proti mechanickému
stresu [129]. Je také pouzivanym diagnostickym nastrojem pri klasifikaci karcinomu [130]. V této

praci jsme pouzili cytokeratin pro detekci jeho pripadného poskozeni ¢ichového epitelu (P3).
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Tabulka 3. Podrobné informace o postupu pri detekci Cytokeratin-pozitivnich struktur.

Pufr 3% H,0, |Blokovaci sérum Kit Koncentrace AbI | Doba inkubace AbI
Citrat
15¢ + 10¢

8 35¢ mysi - pres noc (4 °C)

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) je protein, jehoz hlavni funkci je replikace DNA
[131]. Jeho exprese se béhem bunécného cyklu méni, vyznamné roste v S-fazi, kdy dochazi
k replikaci DNA [132,133]. V této praci jsme pomoci protilatky PCNA detekovali proliferujici
bunky v obou cilovych oblastech (P3).

Tabulka 4. Podrobné informace o postupu pri detekci PCNA-pozitivnich struktur.

Pufr 3% H,0, |Blokovaci sérum Kit Koncentrace AbI | Doba inkubace AbI
Citrat
15¢ + 10¢

8 30° krali¢i 1:50 pfes noc (4 °C)

4.1.10 Imunofluorescencni analyza

Imunofluorescenéni metoda, podobné jako imunohistochemické metoda, vyuziva vazbu antigenu
a protilatky. Existuji dva typy imunofluorescen¢nich metod, a to metoda pfima (primérni
protilatka je znacend fluorescentni znackou) a nepfimé (na primarni protilatku se navaze
sekunddrni znacend protilatka) [122,134,135]. Pro tuto praci jsme pouzili neprimou
imunofluorescen¢ni metodu.

Skla s fezy nejprve umistime do termostatu (teplota 56 °C) po dobu alespon 12 hodin.
Timto krokem zajistime fixaci ezl na sklicku a zabranéni jejich pfipadnému uvolnéni. Vzorky
odparafinujeme pomoci dvou desetiminutovych xylenovych lazni. Vzorky zavodnime pomoci
pétiminutovych lazni v fadé roztoki etanolu se sestupnymi koncentracemi (100 %, 96 %, 70 %)
a pétiminutové lazni v destilované vodé. Vzorky varime v 98°C lazni v citratovém pufru (P3).
Nésledné vzorky chladime pfi pokojové teploté. Oplachneme je ve fosfatovém pufru (P3) trikrat
po tfech minutdch. Déle na né aplikujeme blokacni sérum (z kitu, P3), které nafedime
ve fosfatovém pufru v poméru 15:1000.2

Na vzorky aplikujeme primérni protilatku, jiz fedime v DAKO diluentu (P3). Konkrétni
koncentrace zalezi na vlastnostech dané protilatky (néasledujici kapitoly). Skla inkubujeme pfes
noc pri teploté 4 °C a pak oplichneme ve fosfaitovém pufru trikrdt po trech minutach.

Aplikujeme sekundarni protilatku (proti imunoglobulinim darce AbI) (P3), fedénou

2 Léazen v citrdtovém pufru a inkubace v bloka¢nim séru slouzi k odhaleni epitopt

a efektivnéjsimu navazani protilatky na detekovany antigen a dle vlastnosti konkrétni protilatky
lze jejich délku upravovat. Délky téchto krok jsou uvedeny v tabulkdch u jednotlivych
pouzitych markert.
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ve fosfatovém pufru v poméru 1:200 a sklo inkubujeme po dobu 90 minut, pricemz pracujeme
v prostredi s absenci svétla. Nasledné sklo oplachneme ve fosfatovém pufru tiikrat po tiech
minutach. Zamontujeme montovacim médiem s DAPI (P3) nebo inkubujeme s DRAQ5 (P3)
po dobu 5 minut a poté zamontujeme médiem pro fluorescenci bez obsahu DAPI (P3).
Vysledkem je rozdilnd pozitivita na rizné vinové délky svétla antigen-pozitivnich a antigen-
negativnich oblasti (obr. 18). Obarvené vzorky byly déle analyzovany na konfokalnim
mikroskopu (P3).

Obrazek 18. Vysledek neprimé IF metody.
a) Struktury pozitivni na detekovany antigen jsou
vizualizovany ¢ervené. b) Jadra jsou pomoci DAPI
obarvena modie. Sagitalni ez mozku, hipokampalni
oblast, Ammontiv roh, region CAl. Detekovan
marker ACTB.

Pouzité markery

Beta-aktin (ACTB) je jednou z forem aktinu vyskytujici se v bunkach, je hlavni slozkou
mikrofilament, slozky cytoskeletu. Tento protein a jeho kédujici gen se ¢asto vyuzivaji jako tzv.
,house-keeping* protein/gen [128,136,137] (P3).

Tabulka 5. Podrobné informace o postupu pri detekci Aktin-pozitivnich struktur v tkanich.

Pufr Blokovaci sérum Kit Koncentrace AbI Doba inkubace Abl
Citrat
e 35¢ kralici 1:100 pfes noc (4 °C)
25¢ + 15¢

4.1.11 Analyza genové exprese

Z jednotlivych oblasti mozku byla nejprve izolovdna medidtorova ribonukleova kyselina
(mRNA), ktera byla nasledné prepsana do komplementarni deoxyribonukleové kyseliny (cDNA).

Déle jsme pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) kvantifikovali expresi vybranych gent.

Izolace messengerové RNA
Ke vzorktim jednotlivych ¢asti o hmotnosti maximalné 10 mg pridame 300 pl roztoku RLT pufru
(P3) a beta-mercaptoethanolu v poméru 99:1. Vzorky nejprve mechanicky homogenizujeme
a pak je umistime zpét do -80 °C alespon na dobu 12 hodin.

Pripraveny vzorek z —80 °C opét mechanicky homogenizujeme. Ke vzorku pridame 300 pl

70% EtOH, v centrifuze sta¢ime po dobu 15 s pfi 11 000 otdc¢kdch za minutu (rpm).
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Supernatant preneseme na kolonku a centrifugujeme 15 s pfi 11 000 rpm. Obsah sbérné
zkumavky vylijeme. Ke vzorku pfiddme 700 pl RW1 pufru (P3) a centrifugujeme
15 s pri 11 000 rpm. Obsah sbérné zkumavky vylijeme. Ke vzorku pridame 300 pl RW1 pufru
a centrifugujeme 15 s pfi 11 000 rpm. Obsah sbérné zkumavky vylijeme. Ke vzorku pridame
500 pl RPE pufru (P3) a centrifugujeme 15 s pri 11 000 rpm. Obsah sbérné zkumavky vylijeme.
Krok 8 jednou zopakujeme. Ke vzorku pridame 500 pul RPE pufru a centrifugujeme 2 minuty
pti 11 000 rpm. Vyménime sbérnou zkumavku. Centrifugujeme 60 s pii 14 000 rpm. Ke vzorku
pridame 25 pl DEPC vody a centrifugujeme 15 s pti 10 000 rpm. Kolonku néasledné vyhodime.
Koncentraci vyizolované mRNA zméfime na spektrofotometru (P3). Vzorky uchovavame

pri teploté -80 °C.

Reverzni transkripce

Dle nésledujictho vzorce vypocitame slozeni reakéni smési pro kazdy vzorek:

x ul RNA (500 ng/ml) 4+ 10 ul Master Mixu (P3) + y nl DEPC H,O = 20 pl

Zkumavku s pfipravenou smési umistime do Thermocycleru (P3). Vzorky inkubujeme
60 minut pri teploté 42 °C. Koncentraci pfepsané cDNA zméiime na spektrofotometru. Vzorky
uchovavame pii teploté -20 °C. Vzorky nafedime na koncentraci 150 ng/pl a mizeme pouzit
pro qPCR.

qPCR

Diky kvantitativni polymerazové fetézova reakci (qPCR) muzeme urcit vysledné mnozstvi
polymerazové fetézové reakce (PCR). Vyuziti specifickych primert (v této préaci vyuzita metoda
TagMan) umoznuje kvantifikovat a porovnat expresi testovanych gent, jejichz expresi
normalizujeme k housekeeping genu [138-140], kterym byl pro tuto praci Gapdh. Expresi
vybranych genti stanovujeme pomoci technickych triplikatid. Dle nasledujictho vzorce

pro vypocet reakéni smési nachystame obsah kazdého triplikatu:

5 pl Master Mix (P3) + 0,5 ul TagMan (P3) + 0,5 nl cDNA + 4 ul DEPC H,O

Kazdy triplikat napipetujeme na 96jamkovou desticku, kterou pro zabranéni vyparu prikryjeme
folii. Takto pripravenou desticku umistime do LightCycleru (P3). Nejprve probiha 10 minut
preinkubacni amplifikace pri teploté 95 °C. Nasledné probihd 50 cykld, pri kterych probiha
amplifikace. Kazdy takovy cyklus se sklddda z 15 spri 95 °C (denaturace) a ndsledné
60 s pfi 60/62 °C (nasednuti primeru a syntéza cDNA). Vysledky vyhodnocujeme pomoci
metody DDCT (P1).

38



Testované geny pouzité pro analvzu genové exprese

Akt1 (Ak - linie mysi laboratorni AKR, t - ,thymoma“) kdéduje protein,
serinovou/threoninovou kinazu, ktera je ¢lenem Akt rodiny. Tento protein je zapojen do mnoha

vyznamnych metabolickych procesi v burice, mj. reaguje na ruastové faktory a podili se
na regulaci apoptézy. Je soucasti PI3K/Akt/mTOR signalni drahy [141,142] (P3).

Cdc42 (Cell Division Cycle 42) kéduje protein, jenz je ¢lenem Rho/Rac rodiny malych GTPéz,
které jsou dilezitymi regulatory aktinového cytoskeletu. Tento protein tzce souvisi s bunécnou
migraci probihajici pomoci filopodii, na jejichz prodluzovani se podili, mj. je dilezitym hracem

pri determinaci sméru migrace bunky [143-146] (P3).

Gapdh (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza) je klicovym enzymem glykolyzy, je ovsem
soucasti mnoha dalsich bunécnych procesti véetné regulace cytoskeletu, apoptézy, replikace
DNA, transkripce a translace [147] (P3).

Mtor (Mammalian Target of Rapamycin) kéduje serinovou/threoninovou kindzu, kterd je
¢lenem PI3K rodiny. V eukaryotickych bunkach je soucasti dvou komplexii, mTORC1
a mTORC2, je uzce propojen se signalnim drahami PI3K/Akt/mTOR a Ras-ERK. Hraje

dilezitou roli pfi rustu, proliferacni aktivité a udrzovani homeostazy [148,149] (P3).

Pi3kr1 (fosfatidylinositol-3-kindza) je lipidova kinaza, které je mj. souc¢asti vyznamné signalni
drahy PI3K/Akt/mTOR. Tfida téchto molekul je zodpovédna napf. za proliferacni aktivitu,
supresi apoptdzy nebo adhezi, souvisi také s karcinogenezi [109,150] (P3).

Pten (homolog fosfatdzy a tenzinu) kéduje tumor-supresorovy protein. Je zapojen do signalni
drahy PI3K/Akt/mTOR, kde je antagonistou signilu pro proliferaci a preziti burky. Jeho

deregulace je asociovana s rozvojem karcinogennich onemocnéni [109,151,152] (P3).

Mapt (Mapt — Microtubule-Associated Protein Tau) je gen, ktery kdduje protein TAU (MAPT),
stabilizator mikrotubuli, souvisejici s rozvojem neurodegenerativnich onemocnéni [97,107-
109,153,154] (P3).

Tsc1 (Tuberculosis Sclerosis Complex 1) je gen kédujici protein, ktery reguluje aktivaci rodiny
Rho malych GTPéaz, jez jsou mj. zodpovédné za regulaci aktinového cytoskeletu pii bunécné
migraci. Tscl je také soucasti signalni drahy PISK/Akt/mTOR, kde pfimo inhibuje mTOR
[109,155,156] (P3).
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4.1.12 Kvantitativni analyza exprese proteint

Vzorky byly odebrany lyzacnitho RIPA pufru (P3), probéhla izolace a kvantifikace proteint.
Nésledné byly proteiny obsazené ve vzorku pomoci SDS-PAGE elektroforézy (elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu za pritomnosti SDS) roziazeny na zédkladé jejich pohyblivosti
v elektroforetickém prostredi dle jejich velikosti, poté pomoci blotovani prevedeny
z polyakrylamidového gelu na membranu. Nakonec jsou vybrané proteiny na membrané pomoci
navazani primarni a sekundarni, znacené, protilatky vizualizovany [157-159].

Mnozstvi testovanych proteint je normalizoviano pomoci housekeeping proteinu, obvykle
Aktin nebo jiny cytoskeletalni protein, nicméné vzhledem k pozorované remodelaci cytoskeletu
v mozkové tkani jsme vysledky nenormalizovali k housekeeping genu, pouze jsme analyzovali

stejné absolutni mnozstvi proteinu (P1).

Izolace proteini

5 mg tkédné odebereme do 300 pl vychlazeného RIPA pufru s 1% inhibitory protedz a fosfataz
(P3), mechanicky rozdrtime pomoci homogenizac¢nich tycinek, ultrazvuku a vortexu. Nésledné
vzorky po dobu 30 minut uchovavame na ledu a kazdych 10 minut vortexujeme. Nakonec vzorky
sto¢ime 15 minut pifi 13 500 rpm a 4 °C. Do novych zkumavek odebereme supernatant
a koncentraci vyizolovanych proteini uréime pomoci metody BCA Assay. Supernatant

uchovavame pri teploté -80 °C.

BCA Assay a priprava vzorkid pro SDS-PAGE
BCA Assay umorziiuje kvantifikaci proteintt pomoci navézani Cu®" ionti na proteiny a souvisejici
zmény zabarveni vzorku. Toto zabarveni je nasledné se zabarvenim koncentra¢ni rady (roztok
BCA, latky schopné tvorit komplex s Cu*" ionty), ze které je vytvorena kalibra¢ni kiivka.

5 pl vzorku proteinu a 5 pl BCA standardu koncentra¢ni fady (1 pg/ml, 0.75 pg/ml,
0.5 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.125 pg/ml, 0.0625 pg/ml, 0,03125 pg/ml, 0,015625 png/ml
a 0,0078125 pg/ml; nafedéné v RIPA  pufru) napipetujeme do 96-jamkové desticky
v technickych triplikdtech. Ke vzorkim priddme 100 pl reakéniho roztoku (kyselina
bicinchoniniové : CuSO4 = 50 : 1). Desticku inkubujeme 30 minut pfi teploté 37 °C, nasledné
mérime absorbanci pri hodnoté 562 nm.

Z namérenych hodnot standardd vytvorime kalibra¢ni krivku, nasledné vypocitame
koncentrace nasich vzorki. V pripadé, ze hodnoty vzorku nejsou v ramci krivky, BCA Assay
opakujeme s naredénymi vzorky. Déle prepocitame findlni objem vzorku pro SDS-PAGE

dle nasledujiciho vzorce:

x pl proteinu (5 pg proteinu) + y pl HO + 5 pul 4X Laemmli pufru (P3) = 20 pl

Takto pripravené vzorky varime 10 minut pri teploté 97 °C pro denaturaci proteint,

nasledné centrifugujeme a uchovavame pfi teploté -80 °C.
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SDS-PAGE

Den predem pripravime polyakrylamidové gely pro elektroforézu (P3), ze kterych sejmeme
plastovy hiebinek a skla oplachneme. Gel umistime do drzatek elektroforetické vany a zalijeme
ELFO pufrem (P3) po naplnéni. Do jamek gelu napipetujeme 5 pl standardu (P3) a 20 pl
ziedénych vzorkt. Elektroforéza probihéd 40 minut pii konstantnim napéti 90 V, po prejiti vzorki
ze zaosttovaci ¢asti gelu do separacni ¢asti zvysime napéti na 120 V. Elektroforézu ukonc¢ime

v okamziku, kdy jsou nejmensi proteiny v dolni ¢asti gelu.

Western Blot
Gel s rozdélenymi proteiny vyjmeme z elektroforetické vany a vlozime na 10 minut
do blotovactho pufru (P3). Pripravime si PVDF membranu, kterou 1 minutu aktivujeme
v methanolu, promyjeme destilovanou vodou a umistime do blotovaciho pufru.
Elektroforetickou vanu s blotovacim pufrem umistime do nadoby s ledem a z gelu,
membrany, blotovaciho papiru a houbicek sestavime ,sandwich“ do plastového drzaku
(v poradi: houbicka — blotovaci papir — gel — membrana — blotovaci papir — houbicka) tak, aby
gel s negativné nabitymi proteiny byl v elektroforetické vané u anody a membrana u katody.

Vanu doplnime blotovacim pufrem, blotovani probihé 70 minut pfi proudu 400 mA.

Imunodetekce

Po skonceni blotovani vyjmeme membranu, kterou blokujeme v 5% mléku (P3) po dobu
45 minut. Nésleduje inkubace s priméarni protilatkou (u jednotlivych markert). Po skonceni
inkubace promyvame v promyvacim pufru (P3) trikrat 10 minut. Poté inkubujeme
se sekundarni protildtkou (konjugovanou s avidin-peroxidazou) v koncentraci 1:2000 po dobu
2 hodin a opét oplachneme v promyvacim pufru tiikrat po 10 minutiach. Nakonec vyvolame
aplikaci smési roztokt z kitu Amersham v poméru 1:1 a fotografii poridime v Azure Western

Blot Imaging System (P3) a dale kvantifikujeme v softwaru Fiji (P3).

Pouzité markery

2H3 je markerem stfednich neurofilament [123], v této préaci bylo také analyzovano jeho

absolutni mnozstvi (P3).

Tabulka 6. Podrobné informace o postupu p¥i detekci proteinii 2H3 pomoci protilatky.

Kit Koncentrace Abl Doba inkubace AbI
kralici 1:1000 pres noc (4 °C)

Aktin byl analyzovan jako potencidlni housekeeping protein, nicméné kvili pozorované

remodelaci aktinového cytoskeletu po inhalaci PbNPs nebyl pouzit [147] (P2, P3).
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Tabulka 7. Podrobné informace o postupu pri detekci proteinti Aktin pomoci protilatky.

Kit

Koncentrace AbI

Doba inkubace Abl

kralici

1:1000

pres noc (4 °C)

mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) kéduje serinovou/threoninovou kindzu, ktera je

¢lenem PI3K rodiny [148,149] (P3).

Tabulka 8. Podrobné informace o postupu pii detekci proteind mTOR pomoci protilatky.

Kit

Koncentrace AbI

Doba inkubace Abl

kralici

1:1000

pres noc (4 °C)

p-TAU (fosforylovany TAU) je protein, ktery mj. souvisi s rozvojem neurodegenerativnich
onemocnéni [97,107-109,153,154] (P3).

Tabulka 9. Podrobné informace o postupu pii detekci proteini p-TAU pomoci protilatky.

Kit

Koncentrace AbI

Doba inkubace Abl

kralici

1:1000

pres noc (4 °C)

t-TAU (celkovy TAU) je protein, ktery mj. souvisi s rozvojem neurodegenerativnich

onemocneéni [97,107-109,153,154] (P3).

Tabulka 10. Podrobné informace o postupu pri detekci proteina t-TAU pomoci protilatky.

Kit

Koncentrace AbI

Doba inkubace Abl

mysi

1:1000

pres noc (4 °C)
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4.2 Experiment in vitro

Pro verifikaci vysledkt z in vivo experimentu a potvrzeni primého efektu PbNPs na nervovou

tkan byl proveden také experiment v in vitro podminkach.

4.2.1 Primarni bunécné kultury trigeminalnich ganglii

Trigeminalni ganglia (TGs) (obr. 19a) jsou nejvétsi somatosensorickd ganglia v orofacialni
oblasti a nachazi se v prubéhu trojklaného nervu (V. hlavovy nerv). Zpracovavaji podnéty
zejména z anteriorni ¢asti hlavy. Vzhledem k jejich unikatnim vlastnostem jsou studovanou
strukturou ve vyzkumech zabyvajicich se bolestmi v oblasti hlavy a obliceje. Z TGs vystupuji
anteriorné a inferiorné tfi vétve: nerv o¢ni (nervus ophthalmicus) (V1), nerv maxilarni
(nervus mazillaris) (V2), nerv mandibularni (nervus mandibularis) (V3) [95,160-163].
Primérni bunéénd kultura trigemindlnich ganglii (obr. 19b) byla vytvorena
z odebranych TGs mysi laboratorni (linie A13, fenotyp WT) dle [164]. Jedinci byli usmrceni
pomoci cervikalni dislokace v souladu s projektem pokust a zdkona 214/2011 dle vyhlasky
¢. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvirat. Po odstranéni kuze a superiorni
casti lebky byl odhalen mozek. Byl proveden koronarni fez mezi ¢ichovym bulbem a zbytkem
mozkové tkané, kterd byla nésledné zvednuta pro odhaleni o¢nich nervii. Oc¢ni nervy byly
extrahovany a TGs nachézejici se v bazi lebe¢ni byla odhalena. Po pferiznuti nervi, kterymi
jsou TGs pripojena do nervového systému (trojklanny, o¢ni, maxilarni a mandibuldrni nerv)
a odstranéni prebytecnych okolnich struktur byla TGs déle zpracovana. Pro bunécné kultury

byla pouzita obé ganglia z kazdého jedince.

a & rostralné kaudalné -

V1 - n. ophthalmicus

_ e
- —
g

cerebrum odebrana
tkan
V3 - n. mandibularis TN-— -
W

V2 - n. maxillaris
sagitalni pohled

Obrazek 19. Trigeminalni ganglia — extrakce pro pripravu primarnich bunéénych kultur. a) Trigeminalni
ganglia (poloha priblizné v modrém obdélnicku) se nachézi v prubéhu V. hlavového nervu. Vybihaji z nich tfi vétve
(V1, V2, V3): o¢ni, maxildrni a mandibuldrni. b) Extrakce trigemindlnich ganglii (oznacena Sipkami v bilém
obdélnicku) byla provedena dle [164]. Po provedeni rostralniho fezu mezi ¢ichovym bulbem a posteriorni ¢dsti mozku
a preriznut{ o¢niho nervu dojde k odhaleni TGs.

Po extrakci byla TGs byla umisténa do kultivacniho média (P3) s obsahem kolagenazy I
(1,00 mg/ml) po dobu 5-7 hodin, kazdou hodinu bylo médium s bunkami promichano. Nésledné
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bylo médium s TGs odebrano, Petriho miska byla promyta médiem bez obsahu kolagenéazy
o stejném objemu, jako mélo médium s kolagenézou, a nasledovala centrifugace po dobu 5 minut
na 1500 rpm. Po odsani média byl k suspenzi pfiddn 1 ml nového média. Nasledovala filtrace
pres 40 pm nylonovy filtr, filtr byl poté promyt 1 ml média. Suspenze o celkovém objemu 2 ml

byla promichana a pomoci Biirkeho komiirky byla stanovena koncentrace bunék.

Kvantifikace bunék v Biirkeho komirce
Do Biirkeho komtrky bylo umisténo 10 pl bunécéné suspenze. Bylo kvantifikovano 10 ¢tverci,
kazdy o objemu 0,000004 ml. Koncentrace buné¢k v 1 ml suspenze byla urcena vynasobenim
pramérného poc¢tu bunék v jednom c¢tverci 250 000. Nasledné byla suspenze nafedéna dle
potfeby a uchovavéna v inkubatoru pri 37 °C a 5 % CO..

Po 48, 96 a 144 hodinach od zacatku kultivaci bylo vyménéno kultivacni médium.
Po 168 hodinach od zacatku kultivaci byly kultury pouzity pro experimenty (obr. 20). V ramci
experimentt byly bunky vysazovany do 8jamkovych Ibidi treatment desticek a obycCejnych
12jamkovych, 24jamkovych a 96jamkovych, desticek.

e 96jamkové desticky byly pouzity pro MTT Assay stanovujici metabolickou aktivitu
bunék a miru jejich preziti pii riznych koncentraci cPbONPs. Buiiky byly vysazovany
v objemu 100 pl a v koncentraci 300 000 bunék/ml.

e Do 6jamkovych, 12jamkovych, 24jamkovych desticek a Ibidi treat desticek byly bunky
vysazovany v koncentraci 600 000 bunék/ml (vybrdna po pfedchozim testovani
koncentraci 300 000, 600 000, 700 000, 800 000 a 900 000 bunék/ml). Vzorky byly
pouzity pro analyzu relativni genové exprese, kvantitativni analyzu proteinové exprese

a imunofluorescen¢ni metody.
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Obrazek 20. Priprava primarni bunééné kultury trigeminalnich ganglii. Po odbéru trigemindlnich ganglii
a jejich rozmélnéni v médiu s kolagendzou byly bunky kvantifikoviny a v bézném kultivaénim médiu vysazeny
na kultivacni desticky. Vyména média probéhla 2, 4 a 6 dni od nasazeni, 7. den byly buiky pouzity pro experimenty.

4.2.2 Komercné dostupné nanocastice olova

Pro in vitro experimenty byly také pouzity syntetické nanoc¢astice oxidu olovnatého (cPbONPS)
(komeréné dostupné — NANOCHEMAZONE Inc). Koneénéd koncentrace byla po testovani
riznych koncentraci a zhodnoceni bunééné metabolické aktivity pomoci MTT Assaye stanovena
na 1,00 pg/ml média (P1).
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4.2.3 Experimentalni design

In vitro experiment probihal po dobu 24, 48 a 72 hodin, kazdy z experimentii byl zopakovan
trikrat. Po 168 hodinidch od vysazeni bunécnych kultur bylo médium vyménéno za médium
s obsahem syntetickych nanocastic. Ke kazdému vzorku s cPbONPs byl vytvoren kontrolni
vzorek, ke kterému bylo pridavano médium bez obsahu cPbONPs.

Nejprve bylo provedeno testovani riznych koncentraci ¢cPbONPs. Testovali jsme
koncentrace 0,25 pg/ml, 0,50 pg/ml, 1,00 pg/ml, 5,00 pg/ml a 10,00 pg/ml média, kterym byly
bunééné kultury v 96jamkové desticce o koncentraci 300 000 bunék/ml v objemu 100 pl
v technickych triplikdtech vystaveny po dobu 24, 48 a 72 hodin. Nésledné byla provedena
MTT Assay pro zhodnoceni bunééné metabolické aktivity a uréeni toxickych koncentraci.
Finalni koncentraci pro experiment cPbONPs byla zvolena koncentrace 1,00 ng/ml.
Pro podrobnéjsi pochopeni mechanismt interakci PbNPs s nervovou tkani a srovnani vysledki

s in vivo experimentem bylo navrzeno nékolik experimenti (obr. 21):

e V ramci 24hodinového experimentu bylo ke vzorktim pfiddno ctrl/24h bézné kultivacéni
médium, ke vzorki cPbONPs/24h bylo pfidino médium s obsahem cPbONPs.
Po 24 hodinach byly vzorky odebrany a zpracovany pro dalsi analyzy.

e V ramci 48hodinového experimentu bylo ke vzorkim ctrl/48h pfiddno bézné kultivacni
médium, které bylo po 24 hodinach vymeénéno. Ke vzorki cPbONPs/48h bylo pfidano
médium s obsahem cPbONPs, jenz bylo po 24 hodindch vyménéno. Po 48 hodinach byly
v8echny vzorky odebrany a zpracovany pro dalsi analyzy.

e V ramci 72hodinového experimentu bylo ke vzorkum ctrl/72h bézné kultiva¢ni médium,
které bylo vyménéno po 24 a 48 hodindch. Ke vzorkim c¢cPbONPs/72h bylo pfidano
médium s obsahem cPbONPs, které bylo znovu vyménéno po 24 a 48 hodinach.

Po 72 hodinach byly vsechny vzorky odebrany a zpracovany pro dalsi analyzy.

ctrl/24h ctrl/48h ctrl/72h

—_ 0.0 = 0.0 " 0.0 0,0 >
1 1 1 ]
I 1 T 1

Oh 24h 48h 72h
cPbONPs/24h cPbONPs/48h cPbONPs/72h

Obrazek 21. Experimentalni design in vitro experimentu. Kultury TGs byly cPbONPs exponovany po dobu
24, 48 a 72 hodin. K exponovanym skupindm byly pouzity kontrolni skupiny, ke kterym bylo pfidavano médium bez
pridanych cPbONPs.
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4.2.4 MTT Assay

Z 96jamkové desticky s bunkami v médiu o ruznych koncentraci cPbONPs (0,25 png/ml,
0,50 pg/ml, 1,00 pl/ml, 5,00 ul/ml a 10,00 pl/ml), odebereme médium. Do kazdé jamky pridame
50 pl kultivaéniho média bez FBS a 50 nl MTT Reagent (z kitu, P3). Protoze kultiva¢ni médium
obsahuje FBS, které mize ovliviiovat méfeni, do péti prazdnych jamek piidame 50 pl
kultivaéniho média a 50 pl MTT Reagent. Desticku inkubujeme ve félii 3,5 hodiny pii 37 °C
a 5% CO,. Po skonceni inkubace z jamek se vzorky odsajeme reagencie a pridame 150 pl MTT
Solvent (z kitu, P3), opét zabalime do f6lie a 15 minut michdme na orbitalni tfepacce.
Desticku vlozime do fotospektrometru (P3) a méfime pri vilnové délce 590 nm. Od vSech
vysledkii ode¢teme primérnou hodnotu z jamek média se sérem a z hodnot technickych
triplikati (¢i tetraplikdtt nebo pentaplikati) jednotlivych koncentraci cPbONPs spocitame
aritmeticky prumér. Hodnota kontrolni skupiny odpovida 100 %, podle této skupiny vypocitame
hodnoty ostatnich vzorki. Jako toxickou povazujeme takovou koncentraci, kdy je vypocitana
hodnota statisticky vyznamné nizsi nez u kontrolni skupiny (vyhodnoceni pomoci Studentova t-

testu — kap. 4.3)

4.2.5 Odbér a fixace vzorku

Po uplynuti 24, 48 a 72 hodin bylo z jamek s bunéénymi kulturami odebrano médium a kultury
byly dvakrat oplachnuty ve fosfitovém pufru. Poté byly vzorky odebrany nékolika zptisoby,

dle charakteru naslednych analyz:

e Vzorky urcené pro IF analyzy byly po dobu 10 minut fixovany v 4% PFA, nésledné
oplachnuty a ponechany ve fosfatovém pufru, obalené v parafilmu pro zabranéni vyparu,
pri teploté 4 °C.

e Vzorky urcené pro analyzu genové exprese byly odebrany do 300 pl RLT pufru (P3)
a skladovany pfi teploté -80 °C.

e Vzorky urcené pro izolaci proteinti a naslednou kvantitativni analyzu exprese proteinti
byly odebrany pomoci 2,5% trypsinu, promyty v PBS pufru, pelet byl uchovavan
pri teploté -80 °C.

4.2.6 Imunocytochemicka analyza

Imunocytochemicka analyza (ICC) funguje na podobném principu jako IHC a IF metody,
tj. na imunologické vazbé antigenu a protilatky [122,134,135]. Pro tuto praci jsme pouzili pfimou
i neprimou imunocytochemickou metodu s vyuzitim fluorescentné znacenych protilatek.

Z jamek bylo odsidto PBS, 45 minut promyvame v PBTA (P3). Nasledné vzorky
inkubujeme s primarnimi protildtkami vybranych markert fedénych v PBTA (koncentrace
a doba inkubace jsou uvedeny v tabulkdch s informacemi o jednotlivich markerech).

Po inkubaci vzorky dvakrat promyjeme v PBS a vzorky inkubujeme 1 hodinu se sekundarnimi
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protildtkami v koncentraci 1:200 (z kitu, P3) a v pfipadé potfeby s primérni znacenou
protilatkou Phalloidin v koncentraci 1:100.

Vzorky opét dvakrat promyjeme v PBS a pfiddme DRAQ5 pro vizualizaci jader (P3).
Nakonec vzorky promyjeme v PBS, uchovavame v PBS a obalené v parafilmu pro zabranéni
vyparu. Vysledkem je rozdilnd pozitivita na rizné vlnové délky svétla antigen-pozitivnich
a antigen-negativnich oblasti (obr. 22). Obarvené vzorky byly dale analyzovany

na konfokalnim a fluorescen¢nim mikroskopu (P3).

Obrazek 22. Vysledek imunocytochemické
metody. a) Struktury pozitivni na detekovany
antigen jsou vizualizovany zelené. b) Jadra jsou
obarvena pomoci DRAQ5 modfe.

Pouzité markery

Aktin je vyznamnou slozkou mikrofilament [128,136,137] (P3).

Tabulka 11. Podrobné informace o postupu pri detekci Aktin-pozitivnich struktur v bunéénych

kulturéach.
Kit Koncentrace AbI Doba inkubace Abl
krali¢i 1:100 3h

Phalloidin je molekula, kterd se specificky vaze na fibrilarni aktin (F-actin) [165]. F-actin je
mj. regulovan proteiny z Rho/Rac rodiny véetné Cdc42 [166]. Protilatka Phalloidin je primérni
znacenou protilatkou (P3).

Tabulka 12. Podrobné informace o postupu pri detekci Phalloidin-pozitivnich struktur v bunéénych
kulturach.

Koncentrace AbI Doba inkubace AbI
1:100 2h
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NEUROD1 (Neurogenic Differenciation 1) je transkripéni faktor z rodiny NEUROD.
V mozkové tkani je NEUROD1 markerem neuronti, mé také schopnost konvertovat gliové
bunky na neurony [167,168]. V této praci byla protilatka NEUROD1 pouzita pro charakterizace
primarnich buné¢énych kultur TGs (P3).

Tabulka 13. Podrobné informace o postupu pri detekci NeuroD1-pozitivnich struktur v bunéénych
kulturach.

Koncentrace Abl Doba inkubace AbI
1:100 pres noc (4 °C)

Neuropilinl je transmembranovy protein, ktery hraje dutlezitou tlohu pfi vyvoji CNS
a kardiovaskuldrnich struktur [169]. V této préaci byla protilitka NEURODI1 pouzita pro
charakterizace primarnich bunéénych kultur TGs (P3).

Tabulka 14. Podrobné informace o postupu pfi detekci Neuropilinl-pozitivnich struktur
v bunéénych kulturach.

Koncentrace Abl Doba inkubace AbI
1:100 pres noc (4 °C)

p-TAU (fosforylovany TAU) je exprimovan zejména v neuronech, kde zajistuje stabilizaci
mikrotubuli, a tim se podili na transportu molekul do axonového vybézku. Jeho

hyperfosforylace je asociovana s rozvojem Alzheimerovy choroby [97,107-109,153,154,170] (P3).

Tabulka 15. Podrobné informace o postupu p¥i detekci p-TAU-pozitivnich struktur v bunéénych

kulturéach.
Kit Koncentrace AbI Doba inkubace AbI
kralic¢i 1:100 3h

t-TAU (celkovy TAU) je protein, ktery mj. souvisi s rozvojem neurodegenerativnich
onemocneéni [97,107-109,153,154] (P3).

Tabulka 16. Podrobné informace o postupu pri detekci t-TAU-pozitivnich struktur v bunéénych

kulturéach.
Kit Koncentrace Abl Doba inkubace AbI
mysi 1:100 3h
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4.2.7 Analyza genové exprese

Analyza genové exprese bunéénych kultur byla provedena obdobnym zpiisobem jako analyza
vzorki mozkové tkané. Nejprve byla vyizolovana mRNA, kterd byla prepsina do stabilnéjsi
cDNA. Niésledné jsme kvantifikovali expresi vybranych genii pomoci metody qPCR, jako
housekeeping gen byl pouzit Gapdh.

Testované geny: Cdc42, Piskrl, Mapt, Mtor (P3)

4.2.8 Kvantitativni analyza exprese proteina

Kvantitativni analyza exprese proteini byla provedena obdobnym zptsobem jako v pripadé
tkéni. Nejprve probéhla izolace proteinii a kvantifikace pomoci metody BCA Assay, proteiny
byly néasledné separovany podle velikosti pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Poté byly proteiny
preblotovany na PVDF membranu a nasledné inkubovany s primarni a sekundarni protilatkou.

Nakonec proteiny vizualizujeme.

Testované proteiny: Aktin, p-TAU (stejné podminky jako v pripadé analyz mozku) (P3)
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4.3 Statistické hodnoceni dat

Vysledky analyz byly statisticky hodnoceny pomoci Studentova neparového t-testu. V ramci
in vivo experimentu byly vSechny exponované skupiny porovnavany s kontrolni skupinou a 11w
skupiny s prislusnou skupinou s elimina¢nim obdobim. Signifikantni P-hodnota byla stanovena
na p<0,05 (*), dale ** p<0,01, *** p<0,001 a **** p<0,0001. Signifikance mezi 11w a skupinou
s elimina¢nim obdobim je znac¢ena pomoci ¢ernych tecek.

Sloupce v grafech znézornuji primérnou hodnotu (AVG), variabilita mezi jedinci/vzorky
je znézornéna pomoci chybové tsecky, jejiz hodnota odpovida stiedni chybé pruméru (SEM).
Pri statistickém hodnoceni byli jedinci/vzorky s extrémni odchylkou od prumérné hodnoty

vylouceni (P1).
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5 VYSLEDKY

Inhala¢ni experiment s vyuzitim mysi laboratorni jako modelového organismu probihal po dobu
6 a 11 tydnt. Jedinci byli umisténi do inhala¢nich komor simulujici béZné podminky. Bylo
vytvoreno 8 experimentélnich skupin: skupiny ctr/6w a ctr/11w po celou dobu inhalovaly
vzduch bez primési generovanych PbNPs, skupiny PbONPs/6w a PbONPs/11w po celou dobu
inhalovaly generované PbONPs, skupiny Pb(NO3).NPs/6w a Pb(NOs),NPs/11w po celou dobu
inhalovaly generované Pb(NQO;):NPs. Do studie byly zarazeny také dvé skupiny s elimina¢nim
obdobim (PbONPs/CL a Pb(NO;),NPs/CL), které nejprve 6 tydnia inhalovaly generované
PbNPs a poté 5 tydnt vzduch bez primési generovanych PbNPs. Cilovymi strukturami pro tuto
préaci byl ¢ichovy epitel a mozek, protoze dle prvn{ analyzy z Ustavu histologie a embryologie,
LF MUNTI predpokladame, ze PbNPs se do mozku mohou dostat mj. také pfes ¢ichovy nerv.
Po histopatologické analyze vzorkli z obou ¢asovych bodil jsme se zamérili na jedenéctitydenni
experiment, na kterém jsme provedli podrobnéjsi analyzy.

Po provedeni histopatologické analyzy ¢ichového epitelu (kap. 5.1.1) nas také zajimala
efektivita reparativnich procesi v této oblasti (kap. 5.1.2). Po analyze hmotnosti mozku
(kap. 5.2.1) a provedeni histopatologické analyzy mozkové tkané (kap. 5.2.2, 5.2.3, 5.2.4)
byly vybrany oblasti pro podrobnéjsi analyzy. Zamérili jsme na potencidlni zmény v regulaci
a modulaci cytoskeletu a asociované signalizace (kap. 5.3).

Pro verifikaci vysledkl, prokazani primého efektu PbNPs na bunky nervové tkané
a popsani mechanismu poskozeni cytoskeletu jsme do prace zaradili také in vitro experimenty.
Trigeminélni ganglia mysi laboratorni byla kultivovana po dobu 24, 48 a 72 hodin v pfitomnosti
cPbONPs. Po charakterizaci a provedeni analyzy cytotoxicity jsme podrobnéji analyzovali

vybrané slozky cytoskeletu a jeho regulatory (kap. 5.4).
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5.1 Signifikantni poskozeni ¢ichového epitelu nastava
po jedenacti tydnech inhalace PbNPs

5.1.1 Na povrchu cichového epitelu se po 11 tydnech inhalace
PbNNPs vyskytuji vysoké vrstvy sekretu

Nejprve byla provedena histopatologicka analyza cichového epitelu na Tfezech obarvenych
Hematoxylinem-Eosinem. Cichovy epitel jedincti z kontrolni skupiny (obr. 23a, S1) byl
bez znamek poskozeni, volné prichozi, bez zahlenéni, hemoragii a nekrozy. Po Sestitydenni
inhalaci generovanych PbONPs jsme v ¢ichovém epitelu jedinci ze skupin PbONPs/6w
(obr. 23a, S2) i Pb(NO;):NPs/6w (obr. S3) nalezli pouze ojedinélé morfologické zmény, napt.
zvysenou vrstvu sekretu, ve kterém se sporadicky nachézely odumrelé bunky.

Histopatologickou analyzu jsme provedli také v ramci jedenactitydenniho experimentu.
Cichovy epitel jedincii z kontrolni skupiny (obr. S4) byl podobny jako v pfipadé kontrolni
skupiny v Sestitydennim experimentu; tj. bez zahlenéni, odumftelych bunék a viditelného
poskozeni. Az jedenactitydenni inhalace PbONPs zpusobila zdvazné poskozeni ¢ichového epitelu
(obr. 23a, S5). Na fezech jsme pozorovali velmi vysoké vrstvy hlenu s velkym mnozstvim
odumfelych bunék. Prestoze ve skupiné PbONPs/6w jsme pozorovali pouze ojedinélé patologické
nalezy, ve skupiné PbONPs/CL (obr. 23a, S6) jsme detekovali vyrazné vys$si mnozstvi hlenu
s odumrelymi bunkami. Elimina¢ni obdobi se tedy neukézalo jako efektivni pro reparaci
¢ichového epitelu. V piipadé skupin Pb(NO3)oNPs/11w a Pb(NOs)oNPs/CL jsme pozorovali
podobny trend (obr. S7, S8).

5.1.2 Jedenactitydenni inhalace PbNPs iniciuje v cichovém epitelu

reparativni mechanismy

Cichovy epitel je neustale vystavovan mechanickym i chemickym vliviim a podobné jako dalsi
epitely ma pomérné vysokou schopnost reparace. Jeho vysoky regenera¢ni potencial je
ojedinélym v pripadé ¢ichovych nervi. Nejvyznamnéjsi slozkou pro regeneraci této tkdné jsou
bazélni bunky, které jsou progenitorové (exprimuji napt. geny Soz2, Paz6 a Neurogl) a dokazi
se v pripadé pottreby diferencovat v ¢ichové senzorické neurony (exprimujici napt. Beta-III-
tubulin) ¢i podpturné bunky. Bazalni bunky se déli do nékolika populaci, nékteré se déli rychle,
vétsi ¢ast vSak pomaleji. K obnové celého epitelu dochazi u ¢lovéka kazdych 6-8 tydna [171-
177] (obr. 23a).

Pro zhodnoceni pripadné aktivace reparativnich mechanismu v ramci jedenéactitydenniho
experimentu jsme detekovali Beta-IlI-tubulin pozitivni struktury, nervova vldkna a jejich
pripadné poskozeni. Déale jsme detekovali proliferacni aktivitu, abychom mohli pozorovat
potencialni zvysenou c¢innost bazalnich bunék. Analyzovali jsme také vyskyt Cytokeratin-
pozitivnich struktur, jejichz zmény by indikovaly poskozeni bazalni ¢asti epitelu. Zkouseli jsme

také vizualizovat progenitorové bunky pomoci markeri PAX6 a SOX2, nicméné i pres nékolik
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optimalizaci protokolu nebyla metoda tispésna, pravdépodobné z divodu nutnosti dlouhodobého
odvapnovani téchto vzorkt.

V kontrolni  skupiné  jsme  pozorovali = Beta-III-tubulin-pozitivni  struktury
(obr. 23b, S9a) na apikalni strané epitelu, vldkna v prubéhu epitelu a nervové svazky
v lamina propria. Poskozeni neurofilament nebylo znatelné. PCNA-pozitivni bunky
(obr. 23c, S9b) jsme pozorovali pouze ojedinéle pri bazalni strané epitelu. Cytokeratin-
pozitivni struktury (obr. 23d, S9c) jsme pozorovali po celé délce bazalni ¢éasti epitelu.
V exponované skupiné PbONPs/11lw jsme pozorovali zmény v expresi Beta-III-tubulinu
(obr. 23b, S10a), provazejici morfologické alterace ¢ichového epitelu. Vysoké vrstvy hlenu
byly Beta-III-tubulin-pozitivni, vrstva na epitelu nebyla rovnomérna, jednotliva vlakna v ramci
epitelu nebyla zietelna jako v kontrolni skupiné. Nervové svazky v lamina propria nevykazovaly
znémky poskozeni. Prolifera¢ni aktivita byla oproti kontrolni skupiné zvysena, PCNA-pozitivni
bunky jsme detekovali pfi bazalni i apikalni strané epitelu (obr. 23c, S10b). Cytokeratin-
pozitivni struktury jsme detekovali stejné jako v kontrolni skupiné pii bazalni strané ¢ichového
epitelu (obr. 23d, S10c), nicméné signdl nebyl po celé délce epitelu rovnomérny. SniZena
exprese Cytokeratinu potencidlné souvisi s poskozenim epitelu. V ostatnich exponovanych
skupindch byly trendy exprese Beta-IlI-tubulinu, PCNA i Cytokeratinu obdobné jako
v PbONPs/11w skupiné (obr. S11, S13), pouze v pripadé Pb(NOs),NPs/11w skupiny nebylo
vzhledem k nizké kvalité vzorkt mozné provést tuto analyzu (obr. S12).

Pri takto zadvazném poskozeni ¢ichového epitelu a analyzach na transmisni i skenovaci
mikroskopii (Ustav histologie a embryologie, LF MU) tedy predpokladdme, zZe dochézi

k transportu inhalovanych PbNPs do mozkové tkané pres ¢ichovy nerv (obr. 23e).
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a Morfologické zmény Cichového epitelu po 11 tydnech inhalace PbNPs

| ctriw || PbONPs/11w || PbONPsS/CL || Pb(NOs):NPs/11w || Pb(NOs)zNPleL

b Zmena exprese Beta-lll-tubulinu v exponovaném cichovém epltelu
~ | ctr/i11w || PbONPs/11w

C ZvySena proliferacni aktivita d Poruseni exprese Cytokeratmu
béhem eliminacniho obdobi po inhalaci PbNPs

| ctr/11w || PbONPsiCL | | ctr/11w || PbONPs/tiw |
Cytokeratm i

e PotenC|aIn| transport mhalovanych PbNPs do mozkové tkane

¢ichové sensorické fila olfactoria cichovy bulbus
oe heurony
mob . -
mc
oe
mozek
ax
nc
gl
Ip

eb

Obrazek 23. Poskozeni ¢ichového epitelu po 11 tydnech inhalace PbNPs a potencidlni transport
PbNPs do mozkové tkané. a) Po 11 tydnech inhalace PbNPs jsme pozorovali vyrazné morfologické zmény
¢ichového epitelu, zj. vyrazné vrstvy sekretu s tély mrtvych bunék. Obarveno pomoci Hematoxylinu-Eosinu. Méritka
jsou uvedena v jednotlivych obrazcich. b) Markery vybranych bunék v ¢ichovém epitelu (pfevzato z [171-177];
upraveno). Pozorovali jsme zménu exprese B3T po jedendctitydenni inhalaci PbNPs, signal nebyl tak jasny jako
v piipadé kontroln{ skupiny. Detekce B3T pomoci IHC. ¢) Po inhalaci PbNPs jsme pozorovali zvySené poc¢ty PCNA+
bunék. Detekce PCNA pomoci IHC. d) Po inhalaci PbNPs jsme pozorovali deregulaci exprese Cytokeratin. Detekce
Cytokeratinu pomoci THC. e) Predpoklddame, Ze dochézi k prostupu inhalovanych PbNPs do mozkové tkané pres
¢ichovy epitel (oe). Axony (ax) ¢ichovych neuroni prostupuji pres ¢ichovou kost (eb) do ¢ichového bulbu, kde tvori
struktury zvané glomeruly (gl) a napojuji se na mitralni buriky (mc).
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5.2 Inhalace PbNPs zpiisobuje zavazné morfologické

zmény mozkové tkané

5.2.1 Po inhalaci PbNPs nedochazi ke zméné hmotnosti mozku

Hmotnost mozku byla zméfena ihned po odbéru, nasledné byl spoc¢itan podil hmotnosti mozku
k celkové hmotnosti jedince (tab. S5, S6). Hmotnost mozku se po inhalaci PbNPs vyznamné
nezmeénila (obr. S14), prestoze u jinych organu k signifikantni zméné hmotnosti po inhalaci

PbNPs doslo, jak jsme prokazali v nasich predchozich studiich [1,2,178,179].

5.2.2 Nekrotické neurony v hipokampalni oblasti po inhalaci
PbNPs

Hipokampalni formace je komplexni struktura vyznamna pro kognitivni funkce a procesy
paméti. Vzhledem k jeji signifikanci je casto studovanou oblasti v toxikologickych,
neurobehavioralnich a neuropatologickych studiich [180-183].

Pomoci Nisslova barveni jsme detekovali nekrotické neurony v hipokampalni oblasti.
Zamérili jsem se na oblast pyramidélni vrstvy Ammonova rohu, region 1 (CAl) a vrstvu
granularnich bunék v oblasti gyrus dentatus, kde jsme v pripadé kontrolnich skupina pouze
sporadicky pozorovali Nissl+ pozitivni neurony (obr. 24a, S15c, e, S18c, e). Déle jsme
pomoci barveni Luxolovd modi vizualizovali myelinové pochvy, které jsme v kontrolnich
skupinéach pozorovali vyhradné okolo hipokampélni oblasti (obr. S15d, S18d). Velké mnozstvi
myelinizovanych axonu se nachazelo také v okoli lateralni mozkové komory (obr. S15e, S18e).
V okoli gyrus dentatus (obr. S15b, S18b) jsme nepozorovali spongiformni ¢i jiné morfologické
zmeny.

Po 6 tydnech inhalace obou typi generovanych PbNPs jsme v hipokampalni oblasti
nepozorovali spongiformni ¢ jiné zmény usporadani a struktury myelinovych pochev
(obr. S16d, e, S17d, e). Nissl+ bunky, nekrotické neurony, jsme obcasné detekovali
v pyramidalni vrstvé Ammonova rohu (obr. S16¢c, S17c) a také ve vrstvé granuldrnich bunék
v gyrus dentatus (obr. S16f, S17f). V ramci jedenéctitydenniho experimentu jsme
v hipokampélni oblasti pozorovali vyssi pocet nekrotickych neuront v pyramidélni vrstvé
Ammonova rohu ve vSech exponovanych skupinich (obr. 24a, S19c, S20c, S21c, S22c)
v porovnani s kontrolni skupinou a ve vrstvé granulovych bunék v oblasti gyru dentatu
(obr. S19f, S20f, S21f, S22f). Pomoci barveni Luxolovd modf jsme vizualizovali myelinové
pochvy axonu, nicméné nepozorovali jsme zmény v jejich intenzité ¢i usporadani (obr. S19d, e,
S20d, e, S21d, e, S22d, e). Nedeterminovali jsme zadné rozdily v efektu rozpustnych
a nerozpustnych PbNPs na isocortex. Vzhledem k nalezenym histopatologickim zménam
ve skupindch PbONPs/CL a Pb(NO3):NPs/CL se nami zvolené pétitydenni eliminaéni obdobi

neukéazalo jako efektivni pro reparaci hipokampélni oblasti.
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5.2.3 Nekrotické neurony v isocortexu po inhalaci PbINPs

Isocortex je struktura kriticka pro kognitivni funkce a je izce napojena na hipokampalni formaci
[184]. V oblasti isocortexu jsme analyzovali pritomnost spongiformnich zmén, zanétu a jinych
pripadnych patologii na fezech obarvenych Hematoxylinem-Fosinem, pro detekci nekrotickych
neuront jsme vyuzili barveni pomoci Nisslovy tigroidni substance.

V kontrolnich skupinach jsme v oblasti isocortexu pouze vzacné pozorovali nekrotické
neurony, detekované pomoci Nisslova barveni (obr. 34b, S23, S26).

Po Sestitydenni inhalaci obou typt generovanych PbNPs jsme pozorovali zvysené
mnozstvi nekrotickych neuront (obr. S24, S25). Obdobné zmény jsme pozorovali také v ramci
jedenéctitydenniho experimentu (obr. 24b, S27, S28, S29, S30), nejvice Nissl+ neuroni jsme
zaznamenali v oblasti isocortexu 1 a v okoli hipokampalni oblasti. Nedetekovali jsme rozdily
v efektu rozpustnych a nerozpustnych PbNPs na isocortex. Elimina¢ni obdobi se v tomto
pripadé neukézalo jako efektivni vzhledem k pritomnosti Nissl+ bunék v isocortexu jedinci
z PbONPs/CL a Pb(NOs).NPs/CL skupin.

5.2.4 Morfologické zmény bilé hmoty mozecku po inhalaci PbNPs

Mozecek je vyznamnou soucasti mozku, zajistuje nejen motorické, ale i kognitivni funkce [185].
Pro analyzu oblasti mozecku jsme pouzili fezy obarvené HE, Luxolovou modii a pomoci Nisslova
barveni, pomoci IHC jsme detekovali 2H3.

V kontrolnich skupinach jsme nervova vldkna, detekovand pomoci markeru 2H3,
pozorovali ve dfeni mozecku i v kife mozecku (obr. S31b, e, S34b, e). Bild hmota mozecku
v kontrolnich skupinach byla celistva, bez znamek vakuolizace ¢ jiného poskozeni
(obr. S31c, f, S24c, f). Detekovali jsme také Nisslovu tigroidni substanci, nekrotické burky
v bilé hmoté mozecku jsme vsak nepozorovali (obr. S31d, S34d).

Po 6 tydnech inhalace PbONPs a Pb(NOs),NPs jsme nepozorovali zmény v expresi
nervovych vldken v kiare i dfeni mozecku (obr. S32b, e, S33b, e). Determinovali jsme
strukturni zmény bilé hmoty, pripominajici vakuoly, nicméné tyto nalezy musi byt dale
potvrzeny pomoci transmisni elektronové mikroskopie (obr. S32c, f, S33c, f). V oblasti dfené
mozecku jsme nepozorovali nekrotické neurony (obr. S32d, S33d). V ramci jedenéctitydenniho
experimentu jsme ani v jedné exponovanych skupin nepozorovali zmény v mnozstvi, usporadani
¢i struktufe nervovych vldken (obr. S35b, e, S36b, e, S37b, e, S38b, e). Struktura bilé
hmoty mozecku byla naruSend obdobnym zpusobem jako ve skupindch PbONPs/6w
a Pb(NOs3):NPs/6w (obr. 24c, S35c, f, S36¢, f, S37c, f, S38c, f). Nejvyraznéjsi zmeény tohoto
charakteru jsme nalezli ve skupiné Pb(NOs).NPs/11w (obr. S37f). V oblasti mozecku jsme také
detekovali ¢etné nekrotické neurony (obr. S35d, S36d, S37d, S38d), které jsme vizualizovali
pomoci Nisslova barveni. Vzhledem k prokazanym zménam v PbONPs/CL a Pb(NOs).NPs/CL

skupinéch se pétitydenni eliminac¢ni obdobi neukézalo jako dostacujici.
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Analyzy ¢ichového bulbu a thalamu nebyly vzhledem k technickym obtizim pii jejich
odbéru provedeny. Pro analyzy bylo pouzito vzhledem ke kvalité vzork 2-5 jedinct z kazdé
experimentalni skupiny (P2). Na zdkladé této histopatologické analyzy a vysledki z TEM byly
pro podrobnéjsi dale popsané evaluace vybrany tyto, nejvice zasazené, oblasti: hipokampus

a isocortex.

a Nekrotické neurony v hipokampalni oblasti exponované PbNPs
| ctriw  |[ PbONPs/11w || PbONPS/CL || Pb(NO3).NPs/11w || Pb(NO;):NPs/CL |

. r i 400pm
b Nekrotické neurony v isocortexu po mhalacn PbNPs
| ctritw || PbONPs/11w || PbONPs/CL “Pb(NOs)zNPsI11w|| Pb(NO:):NPs/CL |

C Strukturm zmény bilé hmoty mozecku po mhalacn PbNPs
| ctr/iw || PbONPs/11w || PHONPs/CL || Pb(NO:):NPs/11w || Pb(NO3).NPs/CL |

Obrazek 24. Histopatologickd analyza mozkové tkané exponované rozpustnym a nerozpustnym
PbNPs. a) V pyramidalni vrstvé Ammonova rohu jsme pozorovali po inhalaci PbNPs ¢etné nekrotické neurony.
Obarveno pomoci detekce Nisslovy tigroidni substance. Méfitka jsou uvedena v jednotlivych obrazcich. b) V oblasti
isocortexu jsme po inhalaci PbNPs pozorovali nekrotické neurony. Obarveno pomoci detekce Nisslovy tigroidni
substance. Méfitka jsou uvedena v jednotlivych obrézcich. ¢) Po inhalaci PbNPs jsme pozorovali strukturni zmény
bilé hmoty mozecku. Obarveno pomoci barveni Luxolovd modf. Méfitka jsou uvedena v jednotlivych obrézcich.
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5.3 Inhalované PbNPs regionalné-specificky ovliviuji

cytoskelet a asociovanou signalizaci v mozkové tkani

5.3.1 Remodelace aktinového cytoskeletu a deregulace Cdc/2
po inhalaci PbNPs

Souvislost olova s rozvojem neurodegenerativnich onemocnéni je jiz fadu let zndma, proto jsme
analyzovali vybrané regulatory a slozky cytoskeletu, abychom prokéazali, zda i olovo v podobé
nanocéastic (PbNPs) také muze byt pricinou takto zdvazného poskozeni. Rodina Rho malych
GTPaz je dulezitym regulatorem procesu jako je bunéénéd adheze ¢i migrace [144,145,186-189).
Protein CDC42 zajistuje bunécnou polaritu a tvorbu filopodii, bunéénych vybézki se svazky
aktinu, proto jsme analyzovali jeho genovou expresi (obr. 25a). Protein CDC42 dale aktivuje
protein WASP, ktery déle aktivuje komplex Arp2/3 a dochazi tak k polymeraci aktinu
(obr. 25a) [143,145,146]. Deregulace exprese CDC42 je spojovana napiiklad s karcinogennimi
onemocnénimi [190,191].

V hipokampalni oblasti doslo po Sestitydenni inhalaci PbNPs k mirnému poklesu genové
exprese Cdc42 (obr. 25a). Po jedenacti tydnech inhalace byly PbNPs zmény exprese Cdc42
v exponovanych skupinach oproti skupiné kontrolni vyraznéjsi, nicméné vysledky nebyly
signifikantni (p>0,05). Ve skupindch PbONPs/11w a Pb(NO;);NPs/11w byla exprese Cdc42
oproti kontrolni skupiné nizsi, zatim co ve skupinach s elimina¢nim obdobim, PbONPs/CL
a Pb(NO3):NPs/CL, byla exprese vyssi. Skupiny, které inhalovaly Pb(NOs).NPs vykazovaly
vetsi rozdily vzhledem ke kontrolni skupiné nez skupiny, které inhalovaly PbONPs. Podobny
trend jsme pozorovali také v pripadé oblasti isocortexu 1 (pouze PbONPs skupiny) (obr. 25a)
a Cichového bulbu (obr. S41b). Naopak v oblastech isocortexu 2 a 3 (obr. S41c) byl trend
zmény exprese Cdc42 po jedenactitydenni inhalaci PbNPs odlisny. V pripadé isocortexu 2 jsme
nejvétsi zménu pozorovali ve skupiné PbONPs/11w, kde doslo k vyraznému zvySeni exprese
Cdc42 oproti kontrolni skupiné. Exprese Cdcj2 ve vzorcich jedinci z PbONPs/CL skupiny byla
velmi podobné kontrolni skupiné, ve skupinédch, které inhalovaly rozpustné nanocastice olova
doslo k mirnému zvysSeni genové exprese Cdc42. Vysledky nebyly statisticky vyznamné
(p>0,05). Ve srovnani s oblastmi isocortexu 1 a 2 byla zména exprese Cdc42 v oblasti isocortexu
3 po jedenactitydenni inhalaci nanocastic olova miniméalni. Vzorky mozecku a thalamu byly
kvili  vysoké variabilité a predchozim vysledkiim analyzovany pouze u nékterych
experimentalnich skupin (obr. S41d). Hypotetizujeme, ze tento trend muze souviset
s nerovnomérnou distribuci olova v mozkové tkéni odhalenou analyzami ICP-MS (Ustav chemie,
PTF MU) (obr. 29).

V oblasti hipokampu a isocortexu jsme v ramci jedenactitydenniho experimentu
detekovali aktinovy cytoskelet pomoci IF detekce Beta-Aktinu. V kontrolni skupiné byly ACTB-
pozitivni struktury rovnomérné distribuovany v celé oblasti hipokampu i isocortexu, zatimco

v exponovanych skupindch jsme determinovali shluky ACTB-pozitivniho signédlu, znacici
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remodelaci aktinového cytoskeletu. V hipokampdélni oblasti jsme tyto shluky pozorovali zejména
v stratum lacunosum-moleculare a ve stratu radiatum v Ammonoveé rohu. Nejsilnéjsi zmény jsme
zaznamenali ve skupiné Pb(NO3),NPs/CL, 5 tydnu elimina¢niho obdobi se pro obnovu modelace

a regulace cytoskeletu nejevi jako dostatecné (obr. 25a, S39, S40).

5.3.2 Signifikantni zmény v expresi TAU a asociované signalni
drahy PI3K/Akt/mTOR v exponované mozkové tkani

Alterace v expresi a struktufe proteinu TAU, zejména jeho hyperfosforylace, je jiz dlouho
spojovéana s prubéhem neurodegenerativnich onemocnéni [107-109,192]. Tento protein je
koédovan genem Mapt a hraje vyznamnou roli pri stabilizaci mikrotubuld ve formujicich
se 1 ve vyspélych axonech [193,194]. Nékteré studie ale ukazuji, ze TAU také souvisi s aktinovym
cytoskeletem a zprostiedkovava mezi témito dvéma systémy interakce, které jsou pro spravnou
koordinaci funkei axont kritické [195-198] (obr. 25b).

Analyza relativni genové exprese Mapt byla provedena na vzorcich z ruznych ¢asti
mozku. Po Sestitydenni inhalaci nanocastic rozpustnych i nerozpustnych PbNPs doslo
k vyznamnému sniZeni exprese Mapt (* p<0,05). V ramci jedenactitydenniho experimentu jsme
v PbONPs/11w a Pb(NO3):NPs/11w skupinidch pozorovali jen malé rozdily vuci kontrole,
naopak ve skupinach s elimina¢nim obdobim jsme detekovali vyssi expresi Mapt (obr. 25b),
tedy podobny trend jako v pripadé analyzy relativni genové exprese Cdc42. Po Sestitydenni
inhalaci jsme v oblasti isocortexu 1 pozorovali vyssi expresi Mapt ve skupiniach vystavenym
rozpustnym a nerozpustnym PbNPs (* p<0,05), trend exprese Mapt byl v ramci
jedenactitydenniho experimentu obdobny jako v hipokampéalni oblasti a oblasti ¢ichového bulbu
(obr. S46). Naopak v oblasti isocortexu 2 a 3 jsme pozorovali zvysenou expresi Mapt ve skupiné
PbONPs/11w vuci kontrolni skupiné (* p<0,05), v ostatnich skupindch byly zmény exprese
Mapt vaci kontrolni skupiné minimalni (obr. S44, S45). Vzorky mozecku a thalamu byly kvili
technickym obtizim analyzovany pouze okrajové, relativni genovou expresi Mapt jsme
determinovali pouze u nékterych experimentalnich skupin (obr. S47, S48).

Déle jsme pomoci metody SDS-PAGE WB v oblastech hipokampu a isocortexu 1
detekovali proteiny p-TAU a t-TAU. Zatimco v hipokampalni oblasti nedoslo k vyraznym
zméndm exprese p-TAU a t-TAU po inhalaci PbONPs, v oblasti isocortexu 1 jsme v pripadé
skupiny PbONPs/11w pozorovali stejnou expresi p-TAU jako v kontrolni skupiné a naopak
vyznamné vyssi expresi t-TAU (p = 0,064) (obr. 25b, S50a, b). Hypotetizujeme, Ze v oblasti
isocortexu 1 tak miuze dochazet k hromadéni nefosforylovaného — neaktivniho proteinu TAU,
potencialné vedouci k naruseni homeostazy i funkce isocortexu 1.

Nésledné jsme detekovali genovou expresi vybranych c¢lent signélni drahy
PISK/Akt/mTOR (Pi3kri, Pten, Aktl, Tscl, Mtor), jejiz inhibitor PTEN protein TAU
inhibuje, tedy nepfimo aktivuje. Tato signalni draha je vyznamnym regula¢nim mechanismem
bunécéného cyklu. Jeji zvysena aktivita, casty nélez pii karcinogennich onemocnénich, inhibici

apoptdzy provazenou zvysenim proliferacni aktivity [199-201]. Protein PI3K je efektor receptoriu
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sprazenych s G proteinem a receptorii tyrosinovych kinaz. Fosforyluje PIP2 na formu PIP3.
Protein Akt je presunut na bunéénou membranu, kde je fosforylovian. Nésledné bud ptimo
aktivuje mTORCI, nebo neprimo aktivuje Tsc2, tim deaktivuje Tscl/2 komplex, coz vede
k nepfimé aktivaci mTORC1 pfes vyuziti proteinu RHEB [109,202] (obr. 25b).

Jiz po Sestitydenni inhalaci generovanych PbNPs doslo v hipokampalni oblasti
k signifikantnim zméndm genové exprese vybranych markert. Zatimco exprese Pi3krl a Pten
byla v obou exponovanych skupinidch v porovnani s kontrolou mirné snizena, v pripadé geni
Akt1, Tscl a Mtor tomu bylo naopak. Exprese Tscl a Mtor byla ve skupiné PbONPs/6w
signifikantné vyssi vuci kontrolni skupiné (* p<0,05; ** p<0,01). V rdamci jedenéctitydenniho
inhalacniho experimentu doslo v hipokampéalni oblasti k viditelnym zméndm genové exprese.
Zmény genové exprese vSech analyzovanych gent, Pi8kr1, Pten, Aktl, Tscl, Mtor ukazuji stejny
trend. Ve skupindch PbONPs/11w a Pb(NOs),NPs/11w doslo k poklesu genové exprese ¢lent
signalni drahy PI3K/Akt/mTOR vuci kontrolni skupiné. Ve skupinich s elimina¢nim obdobim
byla exprese vybranych ¢lent signalni drahy PISK/Akt/mTOR v porovnani se skupinami, které
celych 11 tydnt inhalovaly generované PbNPs vyssi, viaci kontrolni skupiné je exprese jen mirné
odlisna. Eliminacni obdobi v tomto piipadé vedlo ke zvyseni exprese na droven hodnot kontrolni
skupiny. Vysledky této analyzy vykazuji stejny trend jako vysledky analyzy genové exprese
Mapt a Cdc42. Rozdily oproti kontrolni skupiné nebyly statisticky signifikantni (p>0,05)
(obr. 25b, S42).

Obdobny trend jsme také pozorovali v pripadé analyz v oblasti isocortex 1
(obr. 25b, S43) a v oblasti ¢ichového bulbu (obr. S46). V oblastech isocortexu 2 a isocortexu
3 jsme naopak ve skupinach PbONPs/11w a Pb(NOs),NPs/11w pozorovali vyssi expresi
analyzovanych gend ve srovnani s kontrolni skupinou, hodnoty ve skupinach s elimina¢nim
obdobim byly oproti kontrole zvysené nebo ji byly velmi podobné (obr. S44, S45). Vzhledem
k nesignifikantnim vysledkim, vysoké variabilité a vysledkim dalsich analyz byly vzorky
mozecku a thalamu analyzovany pouze u nékterych experimentalnich skupin, ovérovali jsme
expresi pouze nékolika gentu. V podrobnéjsich analyzach jsme nepokracovali (obr. S47, S48).

Vzhledem k vyznamnym zménam genové exprese Mtor po inhalaci PbNPs jsme
detekovali mTOR na proteinové trovni, zmény exprese tohoto proteinu byly opét regionalné
specifické. Zatimco v oblasti hipokampu jsme v pripadé skupiny PbONPs/11w pozorovali jen
minimalni zménu a v pripadé skupiny PbONPs/CL signifikantné nizsi expresi mTOR vuci
kontrolni skupiné (e p<0,05), v oblasti isocortexu 1 jsme ve skupiné PbONPs/11w pozorovali
vyssi expresi mTOR a ve skupiné PbONPs/CL naopak minimélni zmény v porovnani s kontrolni

skupinou (obr. 25b, S50c).

5.3.3 Intermediarni filamenta v mozkové tkani nejsou po inhalaci

PbNNPs zasadné poskozena

Protoze jsme prokéazali signifikantni zmény v modelaci a regulaci mikrofilament i mikrotubuli,
analyzovali jsme také intermediarni filamenta v hipokampalni oblasti a v oblasti isocortexu 1.
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V hipokampalni oblasti jsme pomoci THC detekovali protein 2H3 po 6 i 11 tydnech
inhalace PbNPs, nepozorovali jsme vsSak zadné zmény tykajici se usporadani, mnozstvi
¢i struktury neurofilament (intermediarni filamenta IV typu). Ve vSech skupindch jsme
pozorovali 2H3-pozitivni struktury zejména v oblasti CA3 a v molekularni vrstvé gyru dentatu
(obr. 25c, S51a). Protein 2H3 jsme ve vybranych experimentéalnich skupinach detekovali také
pomoci metody SDS-PAGE WB, v exponovanych skupindch jsme pozorovali nizs$i expresi vuci
kontrolni skupiné, nicméné s velmi vysokou variabilitou (obr. 25¢c, S51b).

V pripadé isocortexu 1 jsme detekovali protein 2H3 pouze pomoci metody SDS-
PAGE WB. Ve skupindch PbONPs/11w i PbONPs/CL jsme vuci kontrolni skupiné pozorovali
nizsi expresi proteinu 2H3, nicméné tyto zmény nebyly statisticky vyznamné (p>0,05)
(obr. S52).
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Obrazek 25. Inhalace PbNPs zpuasobuje regionalné-specifické zmény cytoskeletu, jeho regulatora
a asociované signalizace. a) Protein CDC42 je dulezitym reguldtorem aktinového cytoskeletu. Pozorovali jsme
zmény exprese Cdc42 v hipokampalni oblasti a v oblasti isocortexu 1. V téchto oblastech jsme také pozorovali
remodelaci aktinového cytoskeletu. Detekce Beta-Aktin pomoci IF. Métitka jsou uvedena v jednotlivych obrazcich.
b) Zmény exprese proteinu TAU jsou asociované s rozvojem neurodegenerativnich onemocnéni. TAU je nepfimym
aktivatorem signalni drahy PISK/Akt/mTOR. Pozorovali jsme zmény v expresi Mapt a Mtor. Detekovali jsme p-
TAU, t-TAU a mTOR, pozorovali jsme zmény ve skupindch PbONPs/11w i PbONPs/CL vuci kontrolni skupiné. c)
Zmény intermediarnich filament byly po inhalaci PbNPs minimalni. Detekce 2H3 pomoci IHC. Méritka jsou uvedena.
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5.4 In vitro experiment potvrdil primy efekt PbNPs

na nervovou tkan

5.4.1 Charakterizace TGs kultur

Pro pouziti primarnich kultur TGs jakozto vhodného modelu pro nas experiment bylo tfeba
tuto kulturu charakterizovat. Detekovali jsme proteiny NEUROD1 a Neuropilinl jakozto
markery neurond a gliovych bunék — bunék nervové tkané. Nami vytvorend primarni kultura
skutecné exprimovala protein NEUROD1 v jadrech a protein Neuropilin v cytoplasmé, jedné se
tedy o nervovou tkan (obr. 26a).

Pro vybér idedlni koncentrace cPbONPs pro experimenty na bunécénych kulturach jsme
nejdiive otestovali nékolik koncentraci nanocéstic a provedli MTT Assay, kterd hodnoti
bunécnou metabolickou aktivitu a zjisti tak pripadnou cytoxicitu cPbONPs. MTT Assay jsme
provedli v rAmci vSech tii ¢asovych bodu (24 h, 48 h, 72 h) s koncentracemi 0,25 pg/ml,
0,50 pg/ml, 1,00 pg/ml, 5,00 pg/ml a 10,00 pg/ml. K téméf signifikantnimu poklesu doslo
az po 72 hodindch expozice s koncentraci 10,00 pg/ml (p = 0,066) (obr. 26a). Pro dals
experimenty jsme zvolili koncentraci 1,00 pg/ml, ktera byla pouzita také v pripadé experimentu
s MIHA bunkami v nasi predchozi studii [179]. Vzhledem k ¢asové tisni nebyly vsechny
experimenty zopakovany tiikrat a nékteré analyzy jsou provedeny pouze na vybranych ¢asovych
bodech. Nasim cilem zde bylo demonstrovat primy efekt PbNPs na nervovou tkan, nicméné

v budoucnu bude nezbytné experimenty zopakovat.

5.4.2 Zména exprese regulatoru aktinového cytoskeletu byla
patrna jiz po 24 hodinach expozice cPbONPs

Analyzovali jsme genovou expresi Cdc42, regulatoru aktinového cytoskeletu, po expozici
cPbONPs. Po 24 hodindch ptsobeni ¢cPbONPs jsme pozorovali snizenou expresi Cdc4?2,
po 48 hodindch piisobeni cPbONPs jsme témér nedetekovali zménu v expresi Cdc42
a po 72 hodinach ptisobeni cPbONPs jsme pozorovali zvyseni exprese Cdc42 vuci kontrolni
skupiné. Vysledky nebyly statisticky vyznamné (p>0,05). V pripadé opakovani experimenti
jsme pozorovali obdobné trendy. Tato ,bifazickd reakce“ bunék na olovo byla jiz v literature
popsana [203-205] (obr. 26b).

Nasledné jsme detekovali aktinovy cytoskelet po 48 a 72 hodinach pisobeni cPbONPs
pomoci markert Phalloidin a Aktin. V kontrolnich skupinich jsme pozorovali Phalloidin-
pozitivni signal v celém rozsahu bunék vcéetné jejich dlouhych vybézka. Aktin-pozitivni
struktury byly naopak viditelné spise u bunécéného jadra a jejich exprese v dlouhych vybézcich
byla slabsi. Po 48 i 72 hodinach expozice cPbONPs jsme nepozorovali zadné zmény ve strukture

¢i distribuci Phalloidin-pozitivniho i Aktin-pozitivniho signélu (obr. 26b).
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5.4.3 Deregulace exprese signalni drahy PI3SK/Akt/mTOR
v exponovanych kulturach

Analyzovali jsme genovou expresi Mapt po expozici ¢cPbONPs. Po 24 hodinidch jsme
v exponovanych vzorcich pozorovali signifikantni snizeni genové exprese v porovnani s kontrolni
skupinou (** p<0,01). V pfipadé 48h a 72h experimentu jsme detekovali pouze minimélni zmény
v expresi Mapt (obr. 26c¢).

Déle jsme detekovali pomoci ICC proteiny p-TAU a t-TAU. Po 72 hodinich expozice
cPbONPs jsme vSak nepozorovali jsme zmény intenzity p-TAU ani t-TAU signdlu v porovnani
s kontrolni skupinou (obr. 26c¢). Protein p-TAU jsme v bunikdch detekovali také pomoci
metody SDS-PAGE WB, nicméné ani tato analyza neukazala rozdily v mnozstvi p-TAU po 24,
48 a 72 hodinach ptusobeni cPbONPs (obr. 26c¢).

Nakonec jsme detekovali zmény v relativni genové expresi Mtor. Pozorovali jsme
podobné vysledky jako v pripadé analyzy genové exprese Mapt. Exprese Mtor byla
po 24 hodinach expozice sSPbONPs signifikantné snizena (** p<0,01) v porovnani s kontrolni
skupinou. Naopak po 48 a 72 hodin expozice sSPbONPs jsme pozorovali zvysenou expresi Mtor
v porovnani s piislusnymi kontrolnimi skupinami, tyto vysledky nicméné nebyly statisticky
vyznamné (p>0,05). Exprese Pi%kr! po 24 hodindch putsobeni sPbONPs byla sniZzena
v porovnani s kontrolni skupinou, po 48 a 72 hodinach piisobeni naopak zvysena. V pripadé
vSech analyz genové exprese jsme pozorovali bifazickou reakci olova, kterda byla v literature

v piipadé pusobeni mnohych kovii na organismy popsana [203-205] (obr. 26c¢).
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a Primarni bunééné kultury TGs - model pro in vitro experiment
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Obrazek 26. In vitro experiment potvrdil prfimy efekt PbNPs na nervovou tkan. a) Pro in wvitro
experimenty jsme pouzili primarni bunécné kultury TGs. Provedli jsme analyzu cytotoxicity, nase kultury
exprimovaly NEURODI1 a Neuropilinl, markery nervovych bunék. Detekce NEUROD1 a Neuropilinl pomoci ICC
metody. Méfitka jsou uvedena pro jednotlivé obrazky.b) Analyzovali jsme genovou expresi Cdc42 po expozici
cPbONPs, pozorovali jsme deregulaci jiz po 24 hodinich expozice cPbONPs. Zmény v expresi Phalloidin a Aktin
jsme vsak nepozorovali. Detekce Aktin a Phalloidin pomoci ICC metody. Méritka jsou uvedena pro jednotlivé
obrézky. c) Pozorovali jsme signifikantni deregulaci exprese Mapt, Mtor a PiSkrl jiz po 24 hodinach cPbONPs
expozice (** p<0,01). Na proteinové trovni jsme nepozorovali deregulaci exprese p-TAU a t-TAU. Detekce p-TAU
a t-TAU pomoci ICC metody. Méfitka jsou uvedena pro jednotlivé obrézky.
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6 DISKUSE

Nanocéstice jsou nedilnou soucasti zivotniho prostfedi a vznikaji pfi mnoha prirodnich
i primyslovych procesech, nicméné po industrialni revoluci v 19. stoleti se jejich koncentrace
v ovzdusi zvysSuji a v soucasné dobé se tak diskutuje jejich potencialni negativni vliv na zivé
organismy. Rizikové jsou zejména nanocéstice tézkych kovi, olova, kadmia, zinku aj. Prestoze
toxicita téchto kovi je znamé jiz fadu let, vzhledem k odliSnostem ve vlastnostech nanocastic
a stejnych kovl v jiné formé je tfeba zkoumat tucinky jejich dlouhodobé inhalace
[4,9,11,16,18,24,206]. Negativni efekt inhalace nanocéstic olova na primarni orgin, plice,
i sekundarni organy, jako jsou napiiklad jatra, slezina, ledviny atd., byl popsan v nasich
minulych studiich [1-3,179], nicméné podrobné analyzy mozkové tkané exponované
nanocasticim olova dosud provedeny nebyly a mechanismy jejich plisobeni na neurony i gliové
buriky dosud ztstavaji neodhaleny.

V ramci naseho projektu jsme se zabyvali plisobenim dlouhodobé inhalace rozpustnych
a nerozpustnych nanocastic olova na mozkovou tkan. Ukazali jsme, ze nanocastice se do mozku
dostavaji prostupem pres cichovy epitel, v mozku jsou déle distribuovany a na molekularni
urovni negativné ovliviiuji nékteré slozky cytoskeletu. Tyto vysledky jsme ovérili na in wvitro
modelu — na bunééné kulture trigeminalnich ganglii.

V budoucnu bude tieba provést dalsi funkéni experimenty, které nase nalezy potvrdi
a ukéazi mechanismus, jakym zptsobem dochazi k disrupce cytoskeletu. Chtéli bychom naptiklad
analyzovat vazebnd mista nanocastic olova ¢i pfimo olovnatych kationth na vybranych
proteinech, které jsou slozkami cytoskeletu ¢i s nim jinak interaguji. Tyto proteiny maji vazebna
mista pro vapenaty kation, chtéli bychom zjistit, zda olovo vapnik nahrazuje ¢i s nim jinak

interferuje.
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6.1 Nanocastice tézkych kova v zivotnim prostredi

a zpusob jejich vstupu do zivych organismii

Vzhledem k prokéazané toxicité olova a kadmia jsou v soucasné dobé stanoveny jejich maximéalni
mozné koncentrace v ovzdusi, nicméné tyto limity jsou na mnoha mistech vyznamné
prekracovany. Mezi dalsi kovy, které vyznamné znecistuji prostiedi patfi napf. mangan (Mn),
zinek (Zn), kadmium (Cd), méd (Cu) ¢i rtut (Hg) [207]. Pro nasi studii jsme pouzili generované
rozpustné a nerozpustné nanocastice olova. Generovani probihalo kontinualné in situ, nicméné
vlastnosti a koncentrace nanocéstic nebyly konzistentni, a mohly zptsobit variabilitu mezi
jedinci. Tento pristup je ale velmi podobny fyziologickym podminkdm. Koncentrace pro
experiment byly zvoleny na zakladé predchozi literarni reSerse tak, aby odpovidaly oblastem
s vysokymi koncentracemi olova v ovzdusi [47,52,61,72,208-210].

Mezi hlavni zpisoby vstupu nanocéastic do zivych organismt patii dychaci systém,
gastrointestinalni systém a dermalni cesta [9,18]. Pro in vivo experiment byla zvolena inhalace,
nebot se jednd o nejbéznéjsi cestu NPs do organismu. Pouziti celotélovych kleci predstavuje
unikatni metodicky pristup, diky némuz jsme docilili vyborné simulace fyziologického prostiedi
znecisténého prostredi. Mysi laboratorni si vSak cisti svoji srst, a proto by potencidlné mohlo
dojit k prostupu pres gastrointestinalni trakt. Prvkové analyzy stiev (Ustav analytické chemie,
AV CR, v.v.i.) véak neprokazaly zvySenou piftomnost olova v této tkéni. V jingch studifch byva
pouzivana také intratrachealni instilace [211-213] ¢i instilace do jazyka [213]. Pomérné jedine¢ny
pristup vyuziva také nanotoxikologicka interdisciplinarni vyzkumné skupina z Jekatérinburgu,
kterd vyuzila nasalni komory [214]. Pfestoze je diky tomuto pristupu mozné velmi presné
kvantifikovat mnozstvi aplikované latky, tento vstup neni fyziologicky odpovidajici v takové
mife jako inhala¢ni klece.

Gastrointestinalni prostup nezadoucich nanocastic mtze souviset i s vyrobou potravin
¢i obali na potraviny. V potravé se mohou vyskytovat mj. nanocastice stribra, oxidu
zineCnatého a oxidd dalsich kovl. Negativni ucinky téchto castic na zivé organismy byly jiz
detailné popsany. Pri derméalnim prostupu nebyl prokazan negativni efekt nanocastic kovovych
oxidd, prestoze jejich inhalace je skodlivd. NPs oxidu titani¢itého a oxidu zinec¢natého jsou
pridavany do mnoha kosmetickych produkti, které blokuji UV zafeni [215].

Jak jiz bylo popsano v nasich pfedchozich studiich [1-3,179] inhalované nanocéstice
olova v rozpustné i v nerozpustné formé se 8iifi z plic pomoci krve nebo diky prostupu pres
plasmatické membriany do sekundarnich organti; jater, ledvin, sleziny a vajecniki. Efekty
inhalovanych nanoc¢éstic olova jsou orgéanové specifické [1-3,179].

Pro nas experiment in vitro jsme pouzili koncentraci 1 pg/ml. Tuto koncentraci jsme
zvolili na zékladé MTT testu a nasich predchozich experimentu s liniemi MIHA (imortalizované
lidské hepatocyty), THP-1 (makrofagy) a ELEP (ezpandable lung epithelium), pii kterych jsme
pouzili obdobnou koncentraci sPbONPs [179].

65



6.1.1 Modelovy organismus

Pro toxikologické a nanotoxikologické studie jsou jako modelovy organismus vyuzivani hlodavci
— mysi a krysy. Zatimco hmotnost mysi se pohybuje okolo 20-30 gram1, diky tomu je nakladani
s nimi jednodussi, krysy jsou az desetkrat tézsi, planovani experimentii je naro¢néjsi, nicméné
velikost vzorkl pro rtizné analyzy je vyznamné vétsi.

Pro studii vlivu olova na vyvijejici se organismus jsou pouzivané ryby druhu Danio rerio
[216]. Diky tomu, ze embryonélni vyvoj probihd mimo matku, velmi rychle se Danio rerio stalo
casto vyuzivanym vhodnym modelem. Jeho nevyhodou je struktura mozku v pozdéjsich stadiich

vyvoje, nebot se od ¢lovéka zasadné lisi.

6.1.2 Trigeminalni ganglia — model pro in vitro experiment

Pro in vitro experiment byl vyuzit model primarnich bunécnych kultur trigeminalnich ganglii.
Jedna se o smisené kultury, které dokazi simulovat nervovou tkan in wvitro.

V literature jsou Casto vyuzivany neurondlnim linie, nicméné prace s nimi je nékladna
a nejedna se o smisenou bunécénou kulturu. Déle jsou ¢asté primarni bunécné kultury z mozkové
tkané ¢i dorzélnich ganglii (DRGs) [217]. Dorzalni ganglia jsme testovali, nicméné vzhledem
k pozitivnim vlastnostem trigeminalnich ganglii jsme nakonec vyuzili tuto moznost. Dilezitou
soucasti in vitro studii jsou dnes organoidy. Existuji organoidy nervové tkané, napt. mozkové
kuary [218,219].
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6.2 Transport NPs do mozkové tkané

Problematikou vstupu NPs raznych druhd do mozku se zabyva nanotoxikologie, ale také
biomedicinské inzenyrstvi, protoze NPs mohou slouzit jako nosice 1é¢iv. V soucasné dobé vsak
neni  znam  presny  mechanismus  prostupu  pres  hematoencefalickou  bariéru
(BBB) [103]. Pfedpoklad4 se, Ze touto cestou se do mozkové tkdné mohou dostat jen NPs mensi
nez 10 nm [24], a proto BBB predstavuje velkou prekdzku pro lé¢iva sifend krvi, cilend
na mozkovou tkéi [103]. Vysledky v rémci tohoto projektu z Ustavu histologie a embryologie,
LF MU nicméné potvrdily prostup generovanych PbNPs pifes hematoencefalickou bariéru.

V nasi studii jsme uvazovali také prostup pres ¢ichovy nerv do ¢ichového bulbu, tento
prostup byl pomoci analyz TEM skuteéné potvrzen ([jstav histologie a embryologie, LF MU)
(obr. 27). Tato drdha je jiz mnoho let znamé, poprvé byla popséna jiz v roce 1970 [220,221]

a je platnd napf. také pro nanocéstice oxidu zelezitého [222].

olfactory sensory fila olfactoria main olfactory bulb
neurons

mc

ax

eb

PbONPs/11w

i

olfactory sensory neuron fila olfactoria main olfactory bulb

Obrazek 27. Prostup inhalovanych PbONPs do mozkové tkané pres Cichovy epitel byl prokazan
(obrazky TEM prevzaty z Ustavu histologie a embryologie, LE MU). Inhalované nanocastice olova byly pozorovany
v butikdch ¢ichového epitelu (oe), v axonech (ax) cichovych senseorickych neuront (fila olfactoria) i v ¢ichovém
bulbu (mob).

Nékteré studie ukazuji, Zze prostup nanocastic je mozny i pres jiné nervy, napr. akusticky
¢i chutovy [223]. Tato cesta je v soucasné dobé testovana jako potencidlni cesta 16¢iv do mozkové

tkané pro lécbu neurodegenerativnich onemocnéni.
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6.3 Mozkova tkan po inhalaci NPs

6.3.1 Olovo v mozkové tkani

Mnozstvi olova v mozkové tkani bylo po inhalaci generovanych PbNPs dle analyz z Ustavu
analytické chemie, v.v.i. signifikantné vyssi, a to i ve skupinach s elimina¢nim obdobim.
Schopnost mozku eliminovat PbNPs se ukézalo jako efektivni, nicméné v jinych orgénech
dochézi k eliminaci rychleji, zejména v plicich. Analyzy mnozstvi olova ve stehenni kosti
potvrdily uklddani olova v této struktufe (obr. 28).

Hypotetizujeme, ze béhem elimina¢niho obdobi olovo muze byt vyplavovano z organt
do krve, a proto v plicich, jatrech, ledvindch i mozku dochéazi k prohloubeni ¢i udrzeni
negativniho efektu inhalovanych nanocastic olova. Zatimco v plicich a jatrech pozorujeme
vyrazné zmény v efektu inhalace rozpustnych a nerozpustnych PbNPs, v mozku nepozorujeme

témer zadné zmeény.
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Obrazek 28. Detekované mnozstvi olova v mozkové tkani, plicich a femuru po inhalaci generovanych
nanoéastic olova. Vysledky jsou z Ustavu analytické chemie, v.v.i. V mozku bylo po Sestitydenni i jedenactitydenni
inhalaci nanoCéstic olova signifikantni mnozstvi olova (*** p<0,001), v pfipadé skupiny Pb(NO3):NPs/6w bylo
detekované mnozstvi olova nizké. Béhem elimina¢ntho obdobi doslo k signifikantnimu poklesu mnozstvi olova
v mozkové tkdni (** p<0,01; *** p<0,001), nicméné tyto hodnoty byly stale statisticky vyznamné vyssi vici kontrolni
skupiné. V plicni tkani doslo po Sestitydenni i jedenactitydenni inhalaci PbNPs k signifikantnimu zvySeni mnozstvi
olova (*** p<0,001), béhem elimina¢niho obdobi doslo k vyraznému snizeni mnozstvi Pb v plicn{ tkani (*** p<0,001).
Namétené hodnoty nebyly statisticky vyznamné vyssi nez v kontrolni skupiné. Po Sestitydenni i jedenactitydenni
inhalaci PbNPs doslo k signifikantnimu nartstu mnozstvi olova také ve stehenni kosti (*** p<0,001). Béhem
elimina¢niho obdobi jsme pozorovali signifikantni snizeni detekovaného olova v této struktufe (** p<0,01), nicméné
tyto hodnoty byly stéle signifikantné vyssi vici kontrolni skupiné (*** p<0,001) a odpovidaji Sesti tydntim inhalace
PbNPs.

6.3.2 Patologické nalezy v mozkové tkani po inhalaci NPs

Ackoliv existuje mnoho studii zamérenych na vyzkum nanocastic jako potencialnich nosicu 1éciv,
nanotoxikologickych studii zabyvajicich se mozkovou tkani je vyrazné méné [18]. Souvislost
s vyskytem zanétd nervové tkané, indukci oxidativniho stresu a zvysSenou hladinou bunécné
smrti byla prokdzéna napf. u nanocastic stiibra [224], oxidu titanic¢itého [225-227], oxidu zeleza
[228,229], kfemiku [230,231] a také u uhlikovych nanotrubicek [232,233].

Prestoze pri zpracovani mozkové tkané muze dojit k vytvoreni mmnoha artefakttim
pripominajicich zédvazné poskozeni [95,98], v pripadé naseho experimentu byly vSechny vzorky

zpracovany stejnym zptisobem a rozdily mezi kontrolni a exponovanymi skupinami byly i presto
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signifikantni. Bunééna smrt neurontt mozkové tkané muze vést k omezeni kognitivnich funkci,
bolestem hlavy, problémim s emocemi a paméti, organismus je nachylnéjsi k rozvoji
neurodegenerativnich onemocnéni [234,235]. I pres nakladnou lé¢ébu je kvalita zivota pacienta
a jeho okoli vyznamné snizena [236]. V pfipadé, ze dojde k nekréze tkané, nasleduje pak spusténi
tvorby prozanétlivych cytokind, molekul, které mohou byt soucasti autokrinni signalizace
nadorovych bunék [237]. V ramci dalsich analyz jsme také detekovali myelin, asociovany
s inteligenci, nicméné oproti nasemu predchozimu experimentu, pfi némz organismy inhalovaly
po dobu 11 tydnu vyssi koncentraci generovanych PbONPs; byly zmény minimalni [1].

Nejvice zasazenou oblasti v nasi studii byla oblast hipokampu, ktera je také prvni
negativné ovlivnénou oblasti pri prubéhu AD [96]. Bylo prokdzano, Ze neurony v této oblasti
obsahuji hyper-fosforylovanou formu proteinu Tau, ktery neumoznuje fyziologickou funkci
neuront [153]. U adolescenti konzumujicich vysokou hladinu alkoholu byla v hipokampalni
oblasti detekovana vyznamna ztrata neurogeneze [238], podobné jako u jedincu vystavenych
vysoké stresové zatezi [239]. Hipokampalni oblast je souc¢asti koncového mozku, v némz je dmrti
neuronu typické v raném stadium HD [96]. Naopak ¢trnactidenni ptisobeni nanoc¢éstic oxidu
zelezitého po intranasalni instilaci nezpusobilo zadné patologické zmény [222].

Nésledna analyza isocortexu ukazala piitomnost nekrotickych neuront v nékterych
exponovanych skupinach. Nekroza neuroni muze také souviset s ALS, pri niz dochézi ke zvétseni
Nisslovy substance v perifernich neuronech [240]. Bunéénou smrt neurontu v isocortexu také
potvrdila vyzkumné skupina, kterd olovo ve formé dusi¢nanu olovnatého ordlné podavala
hlodavcim po dobu 21 dni [221]. Podobné patologické nalezy v oblasti hipokampu a isocortexu
byly prokazany také po instilaci nanocastic oxidu zinecnatého do jazyka [241] ¢i po injektaci
nanocastic manganu po dobu 7 dni [242].

V mozecku jsme detekovali zmény ve struktufe bilé hmoty. Tyto struktury vykazuji
charakter vakuol, nicméné pro potvrzeni je tifeba provést podrobnéjsi analyzu v TEM. Jiz
zminovana studie, kterd oralné podavala dusi¢nan olovnaty krysam, potvrdila rovnéz v mozku
pritomnost vakuol v cytoplasmé [221]. Prvni data také ukazuji, ze proliferacni aktivita
vybranych bunécénych typt v mozecku je po inhalaci PbNPs zvysena. Ve studii zkoumajici vliv
sedmidenni injektace nanoc¢astic manganu [242] byly také popsany negativni efekty na morfologii
tkdné mozecku a defekty koordinace v souvislosti s poskozenim této struktury. Vakuolizace
neuropylu a nekrotické neurony v oblasti mozecku byla také potvrzena pri oralni aplikaci
nanocéstic oxidu hlinitého mysim po dobu 28 dni [243].

Negativni vliv olova byl také prokiazan na michu, po 3 mésicich expozice olovem doslo
k zdvaznému poskozeni této struktury. Autofi studie pozorovali bunéfnou smrt neuronu ¢i
demyelinizaci neurond perifernitho nervového systému. Pocty glii byly také zménény, pocty

oligodendrocytt byly snizeny, naopak pocty astroglii byly zvyseny [244].
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6.3.3 Nanocastice olova a jejich souvislost s neurodegenerativnimi

onemocnénimi

Vzhledem ke starnuti populace, nepochopenym mechanismiim neurodegenerace, problémim
s véasnou diagnostikou a neexistujici efektivni 1é¢bou predstavuji neurodegenerativni
onemocnéni velké riziko soucasnosti [96,105].

Souvislost olova a neurodegenerativnich onemocnéni je diskutovana zejména diky krizi
tykajici se pridavani tetraethylolova do benzinu. Olovo je nebezpecné zejména pro déti
a predpoklada se, ze ovliviiuje i jejich dospély Zivot a prispiva k rozvoji AD, nicméné molekularni
mechanismy nejsou znamé [220]. Riziko olova pro déti a jeho pozdéjsi efekt na rozvoj
neurodegenerativnich onemocnéni byl také potvrzen u primata [245]. Ve studii byla mladata
primétha vystavena olovu a ve stafi u nich byly nalezeny zmény pripominajici nékteré tauopathie
a AD.

V nasi studii jsme potvrdili zfetelnou remodelaci aktinového cytoskeletu a zmény v jeho
regulaci po inhalaci nanocastic olova. Jiz dlouho je znamo, ze defekty cytoskeletu jsou asociovany
s rozvojem neurodegenerativnich onemocnéni, kterd nejsou vzajemné pribuzna. Diskutovana je
v soucasné dobé zejména stabilita mikrotubulil, kterd se i v této praci ukézala jako narusena,
a zmény v dynamice aktinového cytoskeletu, jez byly v této praci také potvrzeny. Pravé tyto
struktury jsou potencidlnim cilem 1é¢iv [246].

Vyznamnou soucCasti neurodegenerativnich onemocnéni je také hyperfosforylace
a dysfunkce nékterych proteinti, napt. proteinu TAU. Hyperfosforylovany protein TAU tvori
agregaty, které znemoznuji spravnou funkci axont, neurony nésledné umiraji. Tyto agregaty
jsou také potencidlnim cilem 1éc¢iv. Jako o potencidlnich 1é¢ivech se uvazuje mj. o nanocasticich
kovi, pfestoze jejich negativni Gc¢inky na tkané nebyly dosud detailné popsény [247]. Prokazali
jsme pritomnost zvySeného mnozstvi neaktivniho proteinu TAU v isocortexu 1 jedinci
ze skupiny PbONPs/11w. Tyto potencialni shluky by mohly znemoznovat axonalni transport

a zpusobovat tak nekrotické neurony, které jsme pozorovali pii histopatologické analyze.
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6.3.4 Regionalné-specificky efekt inhalovanych PbNPs

na mozkovou tkan

V této praci jsme prokazali regionalné-specificky efekt inhalovanych PbNPs na cytoskelet, jeho
reguldtory a asociovanou signalizaci. Predpokladame, ze tento trend souvisi s nerovnomérnou
distribuci olova v mozkové tkani, jak prokézaly analyzy z Ustavu chemie, P¥F MU (obr. 29).

V cichovém bulbu, se kterym sousedi i oblast isocortex 1 a v blizkosti hipokampalni bylo
po 11 tydnech inhalace detekovano vysoké mnozstvi olova. Naopak v oblasti mozecku byl obsah
olova minimalni, pfesto jsme pozorovali vyznamné zmény bilé hmoty. Souvislost mnozstvi olova
s histopatologickymi zménami a s rtiznou expresi kandidatnich gent a proteini vsak musime

jesté zjistit.

ctr/11w | PbONPs/11w | PbONPs/CL

Obrazek 29. Distribuce olova v mozkové tkani po inhalaci PbINPs je nerovnomérna (prevzato
z Ustavu chemie, PYF MU — analyza ICP-MS). Ukéazka distribuce olova v mozkové tkéni jedinct ze skupin
ctr/11w, PbONPs/11w a PbONPs/CL.
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6.4 Olovo a vapnik v zivych systémech

Schopnost olova nahrazovat ionty v nezivych i zivych systémech byla jiz dfive popsana [39,61-
63], porozuméni naruseni signalizace a rovnovahy iontt po jejich pusobeni na zivé systémy vsak
neni dosud uplné.

Vzhledem k signifikantnim zménam relativni genové exprese vybranych c¢lentd signalni
drahy PI3K/Akt/mTOR a Mapt a schopnosti olova nahrazovat ionty v zivych systémech
predpoklddame, ze olovo interaguje s vapenatymi kationty v nervové tkani. Na zakladé literarni
reSerSe bylo vytvofeno schéma na obr. 30. Véapenaty kation se do bunék dostava pomoci
aktivniho transportu a zejména v nervovych bunkach je jeho rovnovaha kriticka.

Interakce vapniku a proteinu Kalmodulin (CaM) je nezbytnd pro spravnou funkci
signalozomu mTORC1. CaM se vaze na hvps34, ktery se vaze na mTORC1. Tento signalozom
dokaze fosforylovat S6K1, kinazu, ktera je nezbytné pro spravnou translaci. V pripadé pisobeni
nanocastic olova v in vivo experimentu jsme pozorovali vyznamnou deregulaci relativni genové
exprese Mtor. Za predpokladu, ze probéhla také deregulace translace proteinu mTOR, lze
vyvodit dalsi deregulace translace jinych proteinti. Tato hypotéza byla ¢astecné potvrzena také
na proteinové tdrovni, v oblasti isocortexu 1 jsme ve skupiné PbONPs/11w pozorovali vyssi
expresi viuci kontrole.

Déle byla prokazéana souvislost vapniku s fosforylaci proteinu Akt pres CaM, nicméné je
znama také souvislost vapniku s proteinem PP2A; ktery protein Akt naopak defosforyluje [248-
257]. Vépnik také vyznamné ovliviiuje protein Tau, nepiimy aktivator signalni drahy
PI3K/Akt/mTOR. Signalni drédha PI3K/Akt/mTOR spousti proliferaci a aktivace této signalni
drahy podporuje karcinogenezi. Vapnik je dulezity pro signalizaci proteinu Calpain, ktery dale
aktivuje cyklin-dependentni kindzu 5 (CDK5), jez dale fosforyluje protein Tau. Protein Tau je
také ovliviiovan PIP2, ktery je v pripadé aktivace signalni drahy PI3K/Akt/mTOR fosforylovan
na PIP3. PIP2 je downstream molekulou fosfolipdzy C beta 1 (PLC-B1) a dale pomoci vapniku
aktivuje protein Tau [248-257]. V jedné z nasich predchozich studii jsme jiz popsali zmény
tykajici se mnozstvi lipidi a asociovanych fosfolipaz. Tyto zmény by mohly byt pritomné také
v pfipadé mozkové tkané i vzhledem k nalezu zmén bilé hmoty mozecku, kterd je na lipidy
bohata [179].
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Obrazek 30. Vapnik a jeho mozZné souvislosti se signalni drahou PI3SK/Akt/mTOR (pfevzato a upraveno
dle [248-257)).

Naruseni vapnikové signalizace bylo popsdno také po ptsobeni nanocastic oxidu
zineC¢natého. V tomto pripadé se autori studie zaméfili na signalni drahu NFkB, ERK a P38
[241]. Protein ERK nepfimo reguluje pomoci mTOR komplexu uspofadani aktinového

cytoskeletu [258-260], a proto se na néj v ramci dalsich analyz také planujeme zamérit.
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6.5 Reseni problematiky nanocastic v ovzdusi

Problematika vysokého obsahu PbNPs i jinych nezadoucich NPs v ovzdusi je dilezitym
tématem ve spolec¢nosti jiz nékolik desitek let. V soucasné dobé existuje mnoho legislativnich
opatfeni, které si kladou za cil snizit mnozstvi NPs v ovzdusi ¢i zabranit jejimu zvySovani.
Organizace svétového vyznamu, jako je WHO, NIOSH ¢i OSHA, reaguji na nanotoxikologické
studie a stanovuji limity danych prvka ¢i koncentrace jejich ¢astic v prostredi, popr. davky,
kterym muze byt pracovnik v ohrozujicim prostiedi vystaven. I presto jsou stanovené limity
na mnoha mistech svéta prekracovany, a proto se mnoho védeckych tymi zabyva moznosti
odstranéni ¢i zachyceni NPs v ovzdusi [44,47,52,59,61,69,72,208,209,261].

Mezi jednodussi technologie patii filtrace, kterd je ale v pfipadé malych castic ne prilis
efektivni, a i samotna vyroba filtrt mtze predstavovat riziko pro zivotni prostiedi. V literature
je také diskutovan odchyt neziddoucich nanocastic olova z prostfedi pomoci jinych druhi
nanocastic, nicméné potencidlni toxicita pfi interakci s zivymi organismy neni dosud znama
a mohlo by dojit k prohloubeni rizika [262].

Problém PbNPs v ovzdusi mizeme Tesit jak na tirovni zivotniho prostredi, tak na trovni
jednotlivych organismu a jejich tkani. V nasi minulé studii [179] jsme prokazali zmény v expresi
vybranych ABC (ATP Binding Casette) transportéru po expozici PbNPs. ABC transportéry
jsou transmembranové molekuly nachazejici se na plasmatickych membranidch bunék
i membranovych organel a v eukaryotickych burikach slouzi k exportu molekul. Evolu¢éné jsou
velmi konzervované, nalezneme je jiz u prokaryotickych bunék, kde slouzi k exportu i importu
molekul, nicméné v eukaryotickych bunkéch tuto schopnost ztratily. Nékteré studie ale ukazuji,
7e u nizsich rostlin a hub existuji molekuly podobné ABC transportérum s funkci importu
molekul. U eukaryotickych bunék plni funkci importu molekul rodina proteini SLC (Solute
Carrier Proteins), kterd ale dokaze transportovat molekuly i smérem ven. ABC molekuly jsou
u lidi exprimovany v bunkach zpracovavajicich lipidy a také v nadorovych bunkéch, kde mohou
zpusobit rezistenci vuéi 1é¢ivu (zejména molekuly ABCB1, ABCC1, ABCC3, na jejichz
zablokovani mnoha lé¢iva cili) [263-268].

V ramci projektu ,,Centrum toxickych studii nanocastic” jsme se v jedné z predchozich
studii zabyvali spojitosti mezi zménou lipidového metabolismu a molekul ABCA1 a ABCG1
[179]. V soucasnosti testujeme ruzné inhibitory vybranych ABC transportéru a jejich potencidlni
vliv na odlisné typy bunék, pricemz se snazime hloubéji porozumét problematice eliminace
PbNPs a jeji souvislosti se zménami exprese ABC transportérti. V budoucnu bychom chtéli také
aktivovat ABC transportéry a pozorovat v takto ovlivnénych bunkéach jejich schopnost
eliminace PbNPs.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo analyzovat efekt inhalovanych rozpustnych a nerozpustnych PbNPs

na Cichovy epitel a mozkovou tkan, tyto vysledky pak porovnat s vysledky in vitro experimentu.

e Inhalované PbNPs poskozuji céichovy epitel a dokazi se pres néj dostat
do mozkové tkané. Po 11 tydnech inhalace PbNPs doslo k signifikantnimu poskozeni
¢ichového epitelu véetné funkce cilii, které pretrvavalo i pres pétitydenni eliminacni obdobi.
o Analyza TEM (Ustav histologie a embryologie, LF MU) potvrdila cestu inhalovanych

PbNPs do mozkové tkané pres ¢ichovy epitel.

¢ V mozku jsme determinovali regionalné specifické zmény v regulaci a modelaci
cytoskeletu souvisejici s rozvojem neurodegenerativnich onemocnéni.
oV riznych oblastech mozku jsme nalezli morfologické zmény potvrzujici negativni efekt

inhalovanych PbNPs na mozkovou tkan.
o Prokazali jsme disrupci mikrofilament, mikrotubuli, intermediarnich filament
a asociované signalizace v mozkové tkani exponované PbNPs.

e Vliv rozpustnych a nerozpustnych PbNPs na cichovy epitel i mozkovou tkan
byl velmi podobny, v porovnani s analyzami jinych organii v nasich predchozich studii
jsou rozdily mezi efektem rozpustnych a nerozpustnych PbNPs naprosto minimalni.

o Pétitydenni eliminac¢ni obdobi se ukazalo jako castecné efektivni. Nalezené
morfologické zmény a zmény v proteinové expresi kandidatnich proteinti ve skupinéch
s elimina¢nim obdobim byly podobné zménam detekovanym ve skupindch PbONPs/11w
a Pb(NO3);NPs/11w. Naopak vysledky analyz genové exprese kandidatnich genu
ve skupinach s elimina¢nim obdobim se v mnoha piipadech hodnotami ptiblizovaly spise
kontrolni skupiné.

e Kultury trigeminalnich ganglii se ukazaly jako vhodny model pro ovéreni
vysledki z in wvivo experimentu, experimenty potvrdily primy efekt PbNPs
na nervovou tkan.

o Pozorovali jsme zmény exprese Cdc42 po expozici cPbONPs a v ramci 48h experimentu
také soucasné obcasné poskozeni aktinového cytoskeletu.
o Detekovali jsme signifikantni deregulaci exprese Mapt a Mtor jiz po 24 hodinach

expozice cPbONPs, nicméné proteinova exprese p-Tau byla beze zmény.

V budoucnu bude nezbytné se zamérit na podporu eliminace inhalovanych PbNPs z tkani.
V soucasné dobé uvazujeme aktivaci vybranych ABC transportéri, tyto hypotézy aktuilné
ovérujeme funkénimi experimenty na rtiznych typech plicnich bunék. Vysledky této prace jsou
sou¢asti pripravovaného manuskriptu, ktery bude odeslan do ¢asopisu Nature (P6), déle byly
diléi vysledky projektu prezentovany na nékolika konferencich (P5) a v ramci stfedoskolskych

soutézi a védeckych konferenci (P4).
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P1l: DETAILY PRAKTICKE CASTI PRACE

Charakteristika PbNNPs

Charakteristika generovanych nanocastic oxidu olovnatého

Nanocastice oxidu olovnatého (PbONPs) byly generovany ve spolupraci s Ustavem analytické

chemie, Akademie véd Ceské republiky, v.v.i. (tab. S1).

Tabulka S1. Charakteristika generovanych nanocastic oxidu olovnatého pro in vivo experiment.

forma olova

oxid olovnaty (PbO)

koncentrace 2,23 * 10° NPs/cm?
hmotnostni koncentrace 78,0 ng/m?
medidan generovanych nanocastic 19,5 nm

odhadovana ulozend davka po 11 tydnech

inhalace generovanych nanocéstic

0,88 pg/g (generované NPs/gram hmotnosti
téla)

rozpustnost

nerozpustné ve vodé

Charakteristika generovanych nanocastic dusi¢cnanu olovnatého

Nanocastice dusiénanu olovnatého [Pb(NOs):NPs] byly generovany ve spolupraci s Ustavem

analytické chemie, Akademie véd Ceské republiky, v.v.i. (tab. S2).

Tabulka S2. Charakteristika generovanych nanocastic dusi¢nanu olovnatého pro in vivo experiment.

forma olova

dusi¢nan olovnaty [Pb(NOj),|

koncentrace 1,94 * 10° NPs/cm®
hmotnostni koncentrace 68,6 ng/m?*
medidn generovanych nanocastic 31,3 nm

odhadovana ulozend davka po 11 tydnech

inhalace generovanych nanocéstic

0,774 pg/g (generované NPs/gram hmotnosti
téla)

rozpustnost

rozpustné ve vodé
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Charakteristika nanocastic oxidu olovnatého pro in vitro experiment
Syntetické nanocastice oxidu olovnatého (cPbONPs), které jsou komeréné dostupné
(NANOCHEMOZONE 1Inc), byly ve formé roztoku v kultivaénim médiu pouzity pfi in vitro
experimentu (tab. S3).

Tabulka S3. Charakteristika komer¢né dostupnych nanocastic oxidu olovnatého.

forma olova oxid olovnaty (PbO)
median syntetickych nanocastic <100 nm
rozpustnost nerozpustné ve vodé
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Charakteristika experimentalnich skupin — in vivo

experiment

Ctr/6w
datum inhalace: 6. 3. 2018 — 16. 4. 2018, prubéh experimentu: sest tydnt inhalace vzduchu bez

obsahu generovanych nanocastic

PbONPs/6w
datum inhalace: 6. 3. 2018 — 16. 4. 2018, pribéh experimentu: Sest tydnt inhalace vzduchu

s obsahem generovanych nanocastic oxidu olovnatého

Pb(NOg)zNPS/GW
datum inhalace: 6. 3. 2018 — 16. 4. 2018, pribéh experimentu: Sest tydnt inhalace vzduchu

s obsahem generovanych nanocastic dusi¢cnanu olovnatého

Ctr/11w
datum inhalace: 6. 3. 2018 — 21. + 23. 5. 2018, priibéh experimentu: jedenact tydnt inhalace

vzduchu bez obsahu generovanych nanocastic

PbONPs/11w
datum inhalace: 6. 3. 2018 — 21. + 23. 5. 2018, pribéh experimentu: priibéh inhalace: jedenact

tydnt inhalace vzduchu s obsahem generovanych nanocéstic oxidu olovnatého

datum inhalace: 6. 3. 2018 — 21. + 23. 5. 2018, priibéh experimentu: jedenact tydnt inhalace

vzduchu s obsahem generovanych nanocastic dusicnanu olovnatého

PbONPs/CL
datum inhalace: 6. 3. 2018 — 21. + 23. 5. 2018, pribéh experimentu: Sest tydnti inhalace vaduchu
s obsahem generovanych nanocastic oxidu olovnatého a nésledné pét tydnti inhalace vzduchu

bez obsahu generovanych nanocéstic

Pb(NO;).NPs/CL

datum inhalace: 6. 3. 2018 — 21. + 23. 5. 2018

prubéh experimentu: Sest tydnti inhalace vzduchu s obsahem generovanych nanocastic
dusi¢nanu olovnatého a nésledné pét tydnt inhalace vzduchu bez obsahu generovanych

nanocastic
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Charakteristika experimentalnich skupin — in vitro

experiment

Experimenty 24 h — rizné koncentrace cPbONPs, odbér pro MTT Assay
A: 19. 8. 2022 — 27. 8. 2022

Experimenty 48 h — rizné koncentrace cPbONPs, odbér pro MTT Assay
A: 15. 8. 2022 — 24. 8. 2022

Experimenty 72 h — rizné koncentrace cPbONPs, odbér pro MTT Assay
A: 15. 8. 2022 — 25. 8. 2022

ctrl/24h 4+ cPbONPs/24h

A:2.9.2022 - 10. 9. 2022 (odbér pro PCR a WB analyzy)
B: 2.9.2022 - 10. 9. 2022 (odbér pro gPCR a WB analyzy)
C: 18. 10. — 25. 10. 2022 (odbér pro ICC analyzy)

D: 30. 11. — 8. 12. 2022 (odbér pro qPCR analyzy)

E: 7. 12. — 15. 12. 2022 (odbér pro ICC analyzy)

F: 7.12. - 15. 12. 2022 (odbér pro ICC analyzy)

ctrl/48h 4+ cPbONPs/48h

A:22.8.2022 - 31. 8. 2022 (odbér pro qPCR a WB analyzy)
B: 18. 10. 2022 — 26. 10. 2022 (odbér pro qPCR a ICC analyzy)
C: 1. 11. 2022 — 9. 11. 2022 (odbér pro gPCR a ICC analyzy)
D: 7. 12. — 16. 12. 2022 (odbér pro ICC analyzy)

E: 7. 12. - 16. 12. 2022 (odbér pro ICC analyzy)

ctrl/72h + cPbONPs/72h

A:22.8.2022 - 1. 9. 2022 (odbér pro qPCR analyzy)

B: 30. 11. - 10. 12. 2022 (odbér pro qPCR a WB analyzy)

C: 1. 11. 2022 - 10. 11. 2022 (odbér pro qPCR a ICC analyzy)
D: 7.12. 2022 - 17. 12. 2022 (odbér pro ICC analyzy)

E: 7.12. 2022 - 17. 12. 2022 (odbér pro ICC analyzy)
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Prilohy k hodnoceni provedenych analyz

Vyhodnoceni analyz relativni genové exprese

R (ratio)..udavéa relativni zménu exprese
ACTkx...kontrolni vzorek
ACTpy...testovany vzorek
ACTrg...testovany gen
ACThge...housekeeping gen

R — 2-AACT
AACT = ACTp, — ACTk
ACTp, = ACTrg— ACThe
ACTk= ACTr¢— ACThe
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P2: PRILOHY K VYSLEDKUM
Cichovy epitel

Histopatologicka analyza cichového epitelu

Obrazek S1. Histopatologicka analyza cichového epitelu — kontrolni skupina, Sestitydenni experiment.
a, b, ¢ — V kontrolni skupiné byl ¢ichovy epitel volny, bez viditelného poskozeni ¢i zahlenéni. Histologické fezy jsou
obarveny Hematoxylinem-Eosinem (HE). Méfitko — 50 a 100 pm.

Obrazek S2. Histopatologickd analyza &ichového epitelu — PbONPs/6w skupina, Sestitydenni
experiment. a, b, ¢ — Po Sesti tydnech inhalace PbONPs jsme detekovali pouze ojedinélé zmény morfologie
¢ichového epitelu. Pozorovali jsme napf. zvySenou vrstvu hlenu s odumielymi butikami (Sipky). Histologické fezy jsou
obarveny Hematoxylinem-Eosinem (HE). Méfitko — 50 pm.

Obrazek S3. Histopatologicka analyza é&ichového epitelu — Pb(NOs):NPs skupina, Sestitydenni
experiment. a, b, ¢ — Po skonceni Sestitydenni inhalace rozpustnych nanoc¢éstic olova jsme podobné jako
v PbONPs/6w skupiné pozorovali pouze ojedinélé patologické nalezy. Jednalo se zj. o zvySenou vrstvu hlenu (Sipka).
Histologické fezy jsou obarveny Hematoxylinem-Eosinem (HE). Méfitko — 50 pm.
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Obrazek S4. Histopatologickd analyza ¢ichového epitelu — kontrolni skupina, jedenActitydenni
experiment. a, b, ¢ — Cichovy epitel jedinct z kontrolni skupiny nevykazoval znamky poskozeni, nepozorovali jsme
zvySenou vrstvu hlenu ¢ jiné patologie. Histologické Fezy jsou obarveny Hematoxylinem-Eosinem (HE). Méfitko —
50 pm.

Obrazek S5. Histopatologicka analyza €ichového epitelu — PbONPs/11w skupina, jedenictitydenni
experiment. a, b, ¢ — Po jedenacti tydnech inhalace PbONPs jsme na povrchu ¢ichového epitelu detekovali vysoké
vrstvy s odumfelymi butikami (Sipky). Histologické fezy jsou obarveny Hematoxylinem-Eosinem (HE). Métitko —
50 pm.

Obrazek S6. Histopatologickd analyza ¢ichového epitelu — PbONPs/CL skupina, jedenActitydenni
experiment. a, b, ¢ — Ve skupiné PbONPs/CL jsme nasli podobné morfologické alterace jako ve skupiné
PbONPs/11w. Pozorovali jsme vysoké vrstvy hlenu s odumfelymi butikami (Sipky). Histologické fezy jsou obarveny
Hematoxylinem-Eosinem (HE). Méfitko — 50 pm.
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Obrazek S7. Histopatologickd analyza éichového epitelu — Pb(NO;):NPs/11lw skupina,
jedenactitydenni experiment. a, b, ¢ — Ve skupiné Pb(NO3):NPs/11w jsme pozorovali vrstvy hlenu s odumfelymi
burikami. Histologické Fezy jsou obarveny Hematoxylinem-Eosinem (HE). Méfitko — 50 pm.

Obrazek S8. Histopatologicka analyza ¢ichového epitelu — Pb(NOs):NPs/CL skupina, jedenactitydenni
experiment. a, b, ¢ — Po jedenicti tydnech inhalace rozpustnych nanocéstic olova jsme pozorovali vyrazné
morfologické zmény. Vrstvy hlenu s bunéénym debris jsme detekovali ve vyssi mife nez ve skupiné Pb(NO3):NPs/11w.
Histologické fezy jsou obarveny Hematoxylinem-Eosinem (HE). Métitko — 50 pm.
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Analyza reparativnich procesti v ¢ichovém epitelu
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Obrazek S9. Analyza reparativnich procest v ¢ichovém epitelu — kontrolni skupina, jedenactitydenni
experiment. a — V kontrolni skupiné jedenactitydenniho experimentu jsme pozorovali proteinovou expresi Beta-III-
tubulin na apikalni strané epitelu, jednotliva vldkna ¢ichovych senzorickych neuront v epitelu a v lamina propria
Beta-IlI-tubulin+ nervové svazky. Beta-IlI-tubulin+ struktury byly detekovany pomoci IHC. Jédra jsou obarvena
pomoci Hematoxylinu modie. Méritko — 50 pm. b — PCNA+ bunky jsme v kontrolni skupiné pozorovali pouze
ojedinéle, pfi bazalni strané epitelu (Sipka). PCNA+ struktury byly detekovany pomoci THC. Jédra jsou obarvena
pomoci Hematoxylinu modte. Méritko — 50 pm. ¢ — Cytokeratin-pozitivni struktury jsme detekovali pri bazdlni strané
epitelu po celé jeho délce, bez poruseni. Cytokeratin+ struktury byly detekovany pomoci IHC. Jadra jsou obarvena
pomoci Hematoxylinu modie. Méfitko — 50 pm.

Obrazek S10. Analyza reparativnich procesit v ¢ichovém epitelu — PbONPs/1lw skupina,
jedenactitydenni experiment. a — Exprese Beta-III-tubulinu ve skupiné PbONPs/11w byla odlisnd od kontrolni
skupiny. Signal na povrchu epitelu nebyl rovnomérny, vysoké vrstvy hlenu byly Beta-III-tubulin-pozitivni. Nervové
svazky v lamina propria byly bez poskozeni. Beta-IlI-tubulin+ struktury byly detekovany pomoci IHC. Jédra jsou
obarvena pomoci Hematoxylinu modie. Méritko — 50 pm. b — Prolifera¢ni aktivitu detekovanou pomoci markeru
PCNA jsme pozorovali pii bazalni strané epitelu, po¢et PCNA+ bunék (Sipky) byl vysSsi nez v kontrolni skuping.
PCNA-+ struktury byly detekovany pomoci IHC. Jadra jsou obarvena pomoci Hematoxylinu modie. Méritko — 50 pm.
¢ — Cytokeratin+ struktury jsme detekovali po celé délce bazdlniho epitelu, nicméné misty byl signal slabsi.
Cytokeratin+ struktury byly detekovany pomoci THC. Jadra jsou obarvena pomoci Hematoxylinu modie. Méritko —
50 pm.

Obrazek S11. Analyza reparativnich procesi v ¢ichovém epitelu — PbONPs/CL skupina,
jedenactitydenni experiment. a — Expresi Beta-III-tubulinu jsme detekovali ve vrstvach hlenu na povrchu epitelu.
Jednotliva vlakna nebyla viditelnd jako v kontrolni skupiné, nervové svazky v lamina propria nejevily znamky
poskozeni. Beta-IlI-tubulin+ struktury byly detekovany pomoci ITHC. Jadra jsou obarvena pomoci Hematoxylinu
modre. Méfitko — 50 pm. b — Pocet PCNA+ bunék byl vyssi nez v kontrolni i PbONPs/11w skupiné, PCNA+ buriky
jsme pozorovali v bazalni i apikaln{ ¢4sti epitelu (Sipky). PCNA+ struktury byly detekovény pomoci IHC. Jadra jsou
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obarvena pomoci Hematoxylinu modie. Métitko — 50 pm. ¢ — Cytokeratin-pozitivni struktury jsme pozorovali po celé
délce bazélni strany epitelu, signal byl detekovan rovnomérné po celé délce epitelu. Cytokeratin+ struktury byly
detekovany pomoci IHC. Jadra jsou obarvena pomoci Hematoxylinu modre. Méritko — 50 pm.

Obrizek S12. Analyza reparativnich procesti v ¢ichovém epitelu — Pb(NO3)2NPs/11w skupina,
jedenactitydenni experiment. a — Expresi Beta-III-tubulinu jsme detekovali ve vrstvach hlenu na povrchu epitelu.
Jednotlivd nervova vldkna nebyla viditelnd cisté jako v kontrolni skupiné. Nervové svazky v lamina propria
bez patologii. Beta-III-tubulin+ struktury byly detekovény pomoci IHC. Jadra jsou obarvena pomoci Hematoxylinu
modie. Méfitko — 50 pm. b, ¢ — Vzhledem ke kvalité vzorka nebylo mozné detekovat PCNA+ a Cytokeratin+
struktury. Histologické Fezy jsou obarveny Hematoxylinem-Eosinem (HE). Méfitko — 50 pm.

{
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Obrizek S13. Analyza reparativnich procesii v ¢ichovém epitelu — Pb(INOs):NPs/CL skupina,
jedenactitydenni experiment. a — Vrstvy hlenu na povrchu ¢ichového epitelu byly Beta-III-tubulin-pozitivni.
Nervové svazky v lamina propria bez poruseni. Beta-III-tubulin+ struktury byly detekovény pomoci THC. Jadra jsou
obarvena pomoci Hematoxylinu modre. Méritko — 50 pm. b — PCNA+ buriky jsme detekovali v bazalni ¢asti epitelu,
pocet PCNA+ bunék byl vyssi nez v kontrolni skupiné. PCNA+ struktury byly detekovény pomoci IHC. Jadra jsou
obarvena pomoci Hematoxylinu modife. Méritko — 50 pm. ¢ — Cytokeratin+ struktury jsme nalezli stejné jako
v ostatnich skupindch pri bazalni ¢asti ¢ichového epitelu, po celé jeho délce, nebyl rovnomérny. Cytokeratint
struktury byly detekovany pomoci IHC. Jadra jsou obarvena pomoci Hematoxylinu modie. Méritko — 50 pm.
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Prehled provedenych analyz cichového epitelu
7 kazdého jedince ze vsSech experimentalnich skupin byl odebrian cichovy epitel, nicméné
vzhledem k procesu odvépnovani v roztoku EDTA doslo k poskozeni nékterych vzorku, proto

nebyly pouzity pro analyzy. Pro analyzy bylo pouzito n = 2-4 vzorki z kazdé skupiny.

Tabulka S4. Prehled provedenych histologickych analyz na vzorcich ¢ichového epitelu

experimentalni skupina | ¢islo jedince HE B3T Cytokeratin PCNA
1 ano ne ne ne
2 ano ne ne ne
ctr/6w 3 ano ne ne ne
4 ne ne ne ne
5 ne ne ne ne
1 ano ne ne ne
2 ano ne ne ne
PbONPs/6w 3 ano ne ne ne
4 ne ne ne ne
5 ne ne ne ne
1 ano ne ne ne
2 ano ne ne ne
Pb(NOs).NPs/6w 3 ano ne ne ne
4 ano ne ne ne
5 ne ne ne ne
1 ano ano ano ne
2 ano ano ano ne
ctr/1lw 3 ano ne ne ano
4 ne ne ne ne
5 ne ne ne ne
1 ano ano ano ano
2 ano ano ano ano
PbONPs/11w 3 ano ne ne ne
4 ne ne ne ne
5 ne ne ne ne
1 ano ano ano ano
2 ano ano ano ne
PbONPs/CL 3 ano ano ano ano
4 ano ne ne ne
5 ne ne ne ne
1 ano ne ne ne
2 ano ne ne ne
Pb(NO3):NPs/11w 3 ano ano ne ne
4 ano ne ne ne
5 ne ne ne ne
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experimentalni skupina | ¢islo jedince HE B3T Cytokeratin PCNA
1 ano ano ano ne
2 ano ano ano ano
Pb(NO3),NPs/CL 3 ano ano ano ano
4 ano ano ano ano
5 ano ano ano ne

108




Mozek

Analyza hmotnosti mozku

V ramci Sestitydenniho inhala¢niho experimentu doslo v exponovanych skupinach ke statisticky
nevyznamnému poklesu podilu hmotnosti mozku na celkové hmotnosti jedinci (obr. S14).
Po skonceni jedenactitydenni inhalace rovnéz doslo ve skupinach, které inhalovaly PbONPs
k nesignifikantnimu poklesu podilu hmotnosti mozku na celkové hmotnosti, rozdil mezi skupinou
PbONPs/11w a skupinou s elimina¢nim obdobim (PbONPs/CL) byl velmi maly. Naopak
v experimentéalni skupiné Pb(NOj3):NPs/11w byl podil vyssi nez v kontrolni skupiné. Vysledky
nebyly statisticky vyznamné (p>0,05). Podrobnosti analyzy jsou k nahlédnuti v tabulkéch
(tab. S5, S6).

hmotnost mozku
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Obrazek S14. Analyza podilu hmotnosti mozku na hmotnosti jedince. Po Sestitydenni inhalaci nanoc¢astic
olova doslo k nesignifikantnim zménédm podilu hmotnosti mozku na celkové hmotnosti jedince (p>0,05). Podil
hmotnosti mozku na celkové hmotnosti jedince v exponovanych skupinach v jedenactitydennim experimentu byl
ve srovnani s kontrolou mirné odlisny, nicméné tyto zmény nebyly statisticky vyznamné (p>0,05).

Tabulka S5. Analyza podilu hmotnosti mozku na hmotnosti jedince - Sestitydenni experiment.

experimentalni | ¢islo hmotnost hmotnost podil hmotnosti mozku
skupina jedince |jedince [g] mozku [g] na hmotnosti jedince [%)]
1 23,84 0,4995 2,0952
2 29,40 0,5179 1,7616
ctr /6w 3 27,80 0,4955 1,7824
4 97,29 0,4504 1,6504
5 25,46 0,4928 1,9356
1 32,12 0,5850 1,8213
PbONPs 6w P 99,24 0,6099 2,0858
3 31,52 0,5320 1,6878
4 32,45 0,5192 1,6000
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experimentalni | ¢islo hmotnost hmotnost podil hmotnosti mozku
skupina jedince |jedince [g] mozku [g] na hmotnosti jedince [%)]
5 31,27 0,5398 1,7263
1 30,89 0,4382 1,4186
2 926,44 0,4537 1,7160
Pb(NO3),NPs/
6w 3 27,69 0,4926 1,7790
4 93,82 0,4828 2,0269
5 28,55 0,5022 1,7590

Tabulka S6. Analyza podilu hmotnosti mozku na hmotnosti jedince — jedenactitydenni experiment.

experimentalni | ¢islo hmotnost hmotnost podil hmotnosti mozku
skupina jedince |jedince [g] mozku [g] na hmotnosti jedince [%)]

1 27,11 0,5984 92,2073

2 31,72 0,5720 1,8033

ctr/11w 3 29,43 0,56337 1,8135

4 30,51 0,5096 1,6703

5 33,20 0,5521 1,6630

1 29,85 0,4969 1,6647

2 28,86 0,4674 1,6195

PbONPs/11w 3 33,30 0,5705 1,7132
4 31,35 0,5097 1,6258

5 25,09 0,4919 1,9605

1 29,04 0,5300 1,8251

2 99,44 0,5067 1,7211

PbONPs/CL 3 40,21 0,5637 1,4019
4 31,31 0,5246 1,6755

5 33,13 0,6390 1,9288

1 27,83 0,4969 1,7855

P 98,90 0,5412 1,8727

Pb(N?f‘);NPS/ 3 26,40 0,4311 1,6330
4 98,10 0,6382 92,2712

5 924,40 0,4529 1,8561

1 32,40 0,5218 1,6105

2 31,97 0,5606 1,7535

Pb(N%‘EZNPS/ 3 29.30 0,5208 1,7775
4 27,84 0,5787 2,0787

5 29,98 0,5162 1,7218
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Histopatologicka analyza hipokampalni oblasti

Obrazek S15. Histopatologicka analyza hipokampélni oblasti — kontrolni skupina, Sestitydenni
experiment. a — Hipokampalni oblast. Sagitalni pohled. Histologicky ez byl obarven pomoci HE. Méfitko — 200 pm.
b — V oblasti gyrus dentatus jsme nedetekovali patologické zmény. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven
pomoci HE. Meéritko — 100 pm. ¢ — V pyramidalni vrstvé CA jsme misty detekovali nekrotické neurony. Sagitdlni
pohled. Histologicky ez byl obarven pomoci Nisslova barveni. Méritko — 100 pm. d, e — Analyza pfitomnosti myelinu
neukézala rozdily mezi PbONPs/6w a kontrolni skupinou. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci
Luxolové modii. Méritko — 100 a 200 pm. f — Nissl+ neurony jsme pozorovali vyjimecné i v oblasti granularnich
bunék v gyrus dentatus. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni. Méritko — 100 mm.
CA1 — Ammonuv roh, oblast 1; CA2 — Ammontv roh, oblast 2; CA3 — Ammonuv roh, oblast 3; mo — molekulérni

vrstva; po — polymorfni vrstva; sg — vrstva granuldrnich bunék.

Kaudding >/,

Obrazek S16. Histopatologicka analyza hipokampalni oblasti — PbONPs/6w skupina, Sestitydenni
experiment. a — Hipokampalni oblast. Sagitalni pohled. Histologicky ez byl obarven pomoci HE. Méfitko — 200 pm.
b — V oblasti gyru dentatu jsme nedetekovali patologické zmény. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven
pomoci HE. Méritko — 100 pm. ¢ — V pyramidalni vrstvé CA jsme obcasné detekovali nekrotické neurony. Sagitdlni
pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni. Méritko — 100 pm. d, e — Analyza pfitomnosti myelinu
neukézala rozdily mezi PbONPs/6w a kontrolni skupinou. Sagitdlni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci
Luxolové modri. Méfitko — 100 a 200 pm. f — Nissl+ neurony jsme pozorovali vyjimecéné i v oblasti granulovitych

vy

bunék v gyru dentatu. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni. Méritko — 100 mm.
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CA1 — Ammonuv roh, oblast 1; CA2 — Ammontv roh, oblast 2; CA3 — Ammonuv roh, oblast 3; mo — molekulérni
vrstva; po — polymorfni vrstva; sg — vrstva granulovych bunék.
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Obrazek S17. Histopatologicka analyza hipokampalni oblasti — Pb(INO3):NPs/6w skupina, Sestitydenni
experiment. a — Hipokampalni oblast. Sagitalni pohled. Histologicky ez byl obarven pomoci HE. Méfitko — 200 pm.
b — V oblasti gyrus dentatus jsme nenalezli zadné morfologické zmény. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven
pomoci HE. Métitko — 100 pm. ¢ — Nekrotické neurony, Nissl+ buniky, jsme obcasné detekovali v pyramidalni vrstvé
Ammonova rohu. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 mm.
d, e — Exprese myelinu nebyla oproti kontrolni skupiné zménéna. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven
pomoci Luxolové modii. Méritko — 100 a 200 pm. f — Nekrotické neurony, detekované pomoci barveni Nissl, jsme ve
vrstvé granularnich bunék gyru dentatu pozorovali pouze sporadicky. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven
pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm. CA1 — Ammonuv roh, oblast 1; CA2 — Ammonuv roh, oblast 2;
CA3 — Ammoniv roh, oblast 3; mo — molekularni vrstva; po — polymorfni vrstva; sg — vrstva granuldrnich bunék.
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Obrazek S18. Histopatologickd analyza hipokampalni oblasti — kontrolni skupina, jedenactitydenni
experiment. a — Hipokampalni oblast. Sagitalni pohled. Histologicky ez byl obarven pomoci HE. Méfitko — 200 pm.
b — Oblast gyru dentatu, bez patologii. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci HE. Méfitko — 100 pm.
c — Nekrotické neurony jsme v pyramidalni vrstvé Ammonova rohu detekovali pouze vyjimecné. Sagitalni pohled.
Histologicky Tez byl obarven pomoci Nisslova barven{ (Nissl). MéFitko — 100 pm. d, e — Detekce myelinu ukézala
jeho pritomnost okolo hipokampalni formace, zejména u laterdlni mozkové komory. Sagitdlni pohled. Histologicky fez
byl obarven pomoci Luxolové modii. Méfitko — 100 a 200 pm. f — Nissl4+ buriky jsme detekovali pouze vyjimecné
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v oblasti granulovych bunék gyru dentatu. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni
(Nissl). Méfitko — 100 pm. CA1 — Ammontv roh, oblast 1; CA2 — Ammonuv roh, oblast 2; CA3 — Ammonuv roh,
oblast 3; chp — choroidalni plexus; mo — molekuldrni vrstva; po — polymorfni vrstva; sg — vrstva granuldrnich bunék.

Obrazek S19. Histopatologickd analyza hipokampalni oblasti — PbONPs/11w skupina,
jedenactitydenni experiment. a — Hipokampalni oblast. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci
HE. Méfitko — 200 pm. b — Oblast gyrus dentatus, bez patologicky nalezt. Sagitélni pohled. Histologicky fez byl
obarven pomoci HE. Méritko — 100 pm. ¢ — Nekrotické neurony jsme hojné pozorovali pyramidalni vrstvé Ammonova
rohu (Sipky). Sagit4ln{ pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm. d, e
— Zmény myelinizace axonid v okoli hipokampélni oblasti po inhalaci PbONPs nenastaly. Sagitalni pohled.
Histologicky ez byl obarven pomoci Luxolové modii. Méritko — 100 a 200 pm. f — Nekrotické neurony jsme detekovali
také ve vrstvé granuldrnich bunék v gyrus dentatus. Sagitdlni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova
barveni (Nissl). MéFitko — 100 pm. CA1 — Ammoniv roh, oblast 1; CA2 — Ammoniv roh, oblast 2; CA3 — Ammonuv
roh, oblast 3; chp — choroidélni plexus; mo — molekuldrn{ vrstva; po — polymorfni vrstva; sg — vrstva granularnich
bunék.

Obrazek S20. Histopatologicka analyza hipokampalni oblasti — PbONPs/CL skupina, jedenactitydenni
experiment. a — Hipokampalni oblast. Sagitalni pohled. Histologicky ez byl obarven pomoci HE. Méfitko — 200 pm.
b — Oblast gyrus dentatus, bez patologicky nalezi. Sagitdlni pohled. Histologicky ez byl obarven pomoci HE. Méritko
— 100 pm. ¢ — Nekrotické neurony (Sipky) jsme detekovali v pyramidalni vrstvé Ammonova rohu v mensim poctu
nez ve skupiné PbONPs/11w. Sagitdlni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl).
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Meéritko — 100 pm. d, e — Nepozorovali jsme zmény myelinizace v okoli hipokampélni oblasti. Sagitalni pohled.
Histologicky ez byl obarven pomoci Luxolové modii. Méritko — 100 a 200 pm. f — Nekrotické neurony jsme detekovali
také ve vrstvé granuldrnich bunék v gyrus dentatus. Sagitdlni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova
barveni (Nissl). MéFitko — 100 pm. CA1 — Ammoniv roh, oblast 1; CA2 — Ammoniv roh, oblast 2; CA3 — Ammonuv
roh, oblast 3; chp — choroidélni plexus; mo — molekuldrni vrstva; po — polymorfni vrstva; sg — vrstva granularnich
bunék.

Obrazek S21. Histopatologickd analyza hipokampalni oblasti — Pb(NOs):NPs/11w skupina,
jedenactitydenni experiment. a — Hipokampalni oblast. V okoli hipokampalni formace jsme pozorovali
spongiformni zmény (Sipky). Sagit4lni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci HE. Méfitko — 200 pm. b — Oblast
gyrus dentatus, v okoli byly nalezeny spongiformni zmény. Sagitalni pohled. Histologicky ez byl obarven pomoci HE.
Metitko — 100 pm. ¢ — V pyramidalni vrstvé Ammonova rohu jsme pouze vzacné detekovali nekrotické neurony.
Sagitalni pohled. Histologicky Fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm. d, e — Myelinizace
axonu byla v okoli hipokampalni formace beze zmén. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Luxolové
modri. Métitko — 100 a 200 pm. f — Vrstva granularnich bunék byla bez pfitomnosti nekrotickych neuront. Sagitalni
pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm. CA1 — Ammontuv roh, oblast
1; CA2 — Ammonuv roh, oblast 2; CA3 — Ammonitv roh, oblast 3; chp — choroidalni plexus; mo — molekulérni vrstva,
po — polymorfni vrstva; sg — vrstva granuldrnich bunék.
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sagitalni pohled
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Obrazek S22. Histopatologickd analyza hipokampalni oblasti — Pb(INOs):NPs/CL skupina,
jedenactitydenni experiment. a — Hipokampalni oblast. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci
HE. Méfitko — 200 pm. b — Oblast gyru dentatu bez patologickych nalezi. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl
obarven pomoci HE. Méritko — 100 pm. ¢ — V pyramidélni vrstvé Ammonova rohu jsme pozorovali ¢etné nekrotické
neurony. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm. d, e, f
— Analyza neurofilament neprokézala zmény vici kontrolni skupiné. Sagitalni pohled. 2H3+ pozitivni struktury byly
detekovany pomoci THC. Jadra jsou obarvena pomoci Hematoxylinu modie. Méfitko — 100 a 200 pm. g, h — V pripadé
myelinizace axonii jsme v této experimentalni skupiné nedetekovali zadné vyznamné zmény. Sagitalni pohled.
Histologicky fez byl obarven pomoci Luxolové modfi. Métfitko — 100 a 200 pm. i — Také v granularni vrstvé gyru
dentatu jsme detekovali misty nekrotické neurony. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova
barveni (Nissl). MéFitko — 100 pm. CA1 — Ammoniv roh, oblast 1; CA2 — Ammoniv roh, oblast 2; CA3 — Ammonuv
roh, oblast 3; chp — choroidélni plexus; mo — molekuldrn{ vrstva; po — polymorfni vrstva; sg — vrstva granularnich
bunék.
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Histopatologicka analyza oblasti isocortex

Obrazek S23. Histopatologicka analyza oblasti isocortex — kontrolni skupina, Sestitydenni experiment.
a — Cést oblasti isocortex — malé zvétSeni. Sagitalni fez. Histologicky fez byl obarven Hematoxylinem-Eosinem (HE).
Metitko — 200 pm. b, ¢ — V kontrolni skupiné Sestitydenniho experimentu jsme v oblasti isocortexu pouze vzacné
pozorovali nekrotické neurony. Nekrotické neurony jsme detekovali pomoci Nisslova barveni (Nissl).
Metitko — 100 pm.

Obrazek S24. Histopatologickd analyza oblasti isocortex — PbONPs/6w skupina, Sestitydenni
experiment. a — Cést oblasti isocortex — malé zvétseni. Sagitalni fez. Histologicky ez byl obarven Hematoxylinem-
Eosinem (HE). Méfitko — 200 pm. b, ¢ — Nekrotické neurony (Sipky) jsme pozorovali zejména v oblasti isocortexu

vy

pozorovali hojné. Nekrotické neurony jsme detekovali pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm.

Obrazek S25. Histopatologickd analyza oblasti isocortex — Pb(INO3):NPs/6w skupina, Sestitydenni
experiment. a — Cést oblasti isocortex — malé zvétdeni. Sagitaln{ fez. Histologicky fez byl obarven Hematoxylinem-
Eosinem (HE). MéFitko — 200 pm. b, ¢ — V oblasti isocortexu jsme po Sesti tydnech inhalace rozpustnych nanocéstic
olova Cetné nekrotické neurony (Sipky). Nekrotické neurony jsme detekovali pomoci Nisslova barveni (Nissl).
Metitko — 100 pm.
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Obrazek S26. Histopatologickd analyza oblasti isocortex — kontrolni skupina, jedenactitydenni
experiment. a — Cést oblasti isocortex — malé zvétdeni. Sagitaln{ fez. Histologicky fez byl obarven Hematoxylinem-
Eosinem (HE). Méfitko — 200 pm. b, ¢ — V kontrolni skupiné Sestitydenniho experimentu jsme v oblasti isocortexu
pouze vzacné pozorovali nekrotické neurony. Nekrotické neurony jsme detekovali pomoci Nisslova barven{ (Nissl).
Metitko — 100 pm.

Obrézek S27. Histopatologicka analyza oblasti isocortex — PbONPs/11w skupina, jedenéctitydenni
experiment. a — Cést oblasti isocortex — malé zvétseni. Sagitalni fez. Histologicky ez byl obarven Hematoxylinem-
Eosinem (HE). Méfitko — 200 pm. b, ¢ — Ve skupiné PbONPs/11w jsme v oblasti isocortexu pozorovali ¢etné

vy

nekrotické neurony, které jsme vizualizovali pomoci detekee Nisslovy tigroidn{ substance (Nissl). Mé¥itko — 100 pm.

Obrazek S28. Histopatologickd analyza oblasti isocortex — PbONPs/CL skupina, Sestitydenni
experiment. a — Cést oblasti isocortex — malé zvétdeni. Sagitaln{ fez. Histologicky fez byl obarven Hematoxylinem-
Eosinem (HE). Métitko — 200 pm. b, ¢ — Ve skupiné PbONPs/CL jsme nekrotické neurony nalezli pouze zidka.
Nekrotické neurony jsme detekovali pomoci Nisslova barven{ (Nissl). Mé&ritko — 100 pm.
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Obrazek S29. Histopatologickd analyza oblasti isocortex — Pb(NOs):NPs/11w skupina, Sestitydenni
experiment. a — Cést oblasti isocortex — malé zvétdeni. Sagitaln{ fez. Histologicky fez byl obarven Hematoxylinem-
Eosinem (HE). Méfitko — 200 pm. b, ¢ — Ve skupiné Pb(NO3):NPs/11w jsme nepozorovali nekrotické neurony.
Nekrotické neurony jsme detekovali pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm.

Obrazek S30. Histopatologickd analyza oblasti isocortex — Pb(NO3):NPs/CL skupina, Sestitydenni
experiment. a — Cést oblasti isocortex — malé zvétdeni. Sagitaln{ fez. Histologicky fez byl obarven Hematoxylinem-
Eosinem (HE). Méfitko — 200 pm. b, ¢ — U jedinci jsme v isocortexu pozorovali jen prilezitostné nekrotické neurony.
Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm.
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Histopatologicka analyza mozecku

a -\ sagiténipohled ||

< '

Obrazek S31. Histopatologickad analyza oblasti mozecku — kontrolni skupina, Sestitydenni experiment.
a — Oblast mozecku, sagitalni Fez. Histologicky fez byl obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu (HE). Méfitko — 1 mm.
b, e — 2H3-pozitivni struktury jsme pozorovali v kife i dfeni mozecku, bliZze jsme se zamérili na molekuléarni vrstvu
kviali Purkynovym burikdm. I v této oblasti byl signdl rovnomérné distribuovan. Na histologickém fezu jsme
detekovali 2H3 pomoci IHC. Jadra bunék jsou obarvena modie Hematoxylinem. Métitko — 1 mm, 100 pm. ¢, f — Déle
jsme analyzovali bilou hmotu mozecku. V pripadé kontrolni skupiny byla jeji struktura pravidelnd, bez znadmek
poskozeni. Histologicky fez byl obarven pomoci Luxolové modii (LB). Méfitko — 1 mm, 100 pm. d — Pomoci detekce
Nisslovy tigroidni substance jsme detekovali pripadné nekrotické neurony, v bilé hmoté mozecku a jejim okoli jsme
zadné nepozorovali. Histologicky Fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm.

Obrazek S32. Histopatologickd analyza oblasti mozeCku — PbONPs/6w skupina, Sestitydenni
experiment. a — Oblast mozecku, sagitalni fez. Histologicky fez byl obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu (HE).
Meftitko — 1 mm. b, e — 2H3-pozitivni struktury byly rovnomérné distribuovény v celém mozecku, oproti kontrolni
skupiné jsme nepozorovali zadné zmény. Na histologickém fezu jsme detekovali 2H3 pomoci IHC. Jadra bunék jsou
obarvena modie Hematoxylinem. Méfitko — 1 mm, 100 pm. ¢, f — V bilé hmoté mozecku jsme pozorovali vyznamné
strukturni zmény. Histologicky fez byl obarven pomoci Luxolové modii (LB). Méfitko — 1 mm, 100 pm. d —
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Nekrotické neurony jsme v oblasti bilé hmoty mozecku nedetekovali. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova
barveni (Nissl). Méritko — 100 pm.

Obrazek S33. Histopatologickd analyza oblasti mozecku — Pb(NOs):NPs/6w skupina, Sestitydenni
experiment. a — Oblast mozecku, sagitalni fez. Histologicky fez byl obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu (HE).
Metitko — 1 mm. b, e — Nervovéa vlakna, detekovand pomoci 2H3, jsme pozorovali rovnomérné v celé oblasti mozecku.
Nepozorovali jsme jejich Ubytek ¢i zmény v usporadéni. Na histologickém Tezu jsme detekovali 2H3 pomoci THC.
Jadra bunék jsou obarvena modie Hematoxylinem. Méritko — 1 mm, 100 pm. ¢, £ — V bilé hmoté mozecku jsme
pozorovali strukturni zmény (Sipky). Histologicky fez byl obarven pomoci Luxolové modii (LB). Méfitko — 1 mm,
100 pm. d — V bilé hmoté mozecku jsme také detekovali ¢etné nekrotické neurony (Sipka). Histologicky Fez byl
obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 100 pm.

sagitalni pohled

Obrazek S34. Histopatologickd analyza oblasti mozecku — kontrolni skupina, jedenactitydenni
experiment. a — Oblast mozecku, sagitalni fez. Histologicky fez byl obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu (HE).
Meftitko — 1 mm. b, e — 2H3-pozitivni struktury byly rovnomérné distribuovény v celém mozecku, oproti kontrolni
skupiné jsme nepozorovali zadné zmény. Na histologickém fezu jsme detekovali 2H3 pomoci IHC. Jadra bunék jsou
obarvena modie Hematoxylinem. Méfitko — 1 mm, 100 pm. ¢, f — Bild hmota mozecku byla v kontrolni skupiné
pravidelnd, bez znamek naruseni. Histologicky fez byl obarven pomoci Luxolové modfi (LB). Méfitko — 1 mm, 100 pm.
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d — V bilé hmoté mozecku jsme nepozorovali nekrotické neurony. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova
barveni (Nissl). Méfitko — 1 mm.

sagitalni pohled

Obrazek S35. Histopatologick4 analyza oblasti mozecku — PbONPs/11w, jedenactitydenni experiment.
a — Oblast mozecku, sagitalni Fez. Histologicky fez byl obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu (HE). Méfitko — 1 mm.
b, e — 2H3-pozitivni struktury byly rovnomérné distribuovény v celém mozecku, oproti kontrolni skupiné jsme
nepozorovali zadné zmény. Na histologickém fezu jsme detekovali 2H3 pomoci THC. Jadra bunék jsou obarvena modfe
Hematoxylinem. Méfitko — 1 mm, 100 pm. ¢, f — Bild hmota ve skupiné PbONPs/11w byla odli$nd od kontrolni
skupiny. Pozorovali jsme utvary (Sipky) pfipominajici vakuoly. Histologicky fez byl obarven pomoci Luxolové modii
(LB). Métitko — 1 mm, 100 pm. d — V bilé hmoté mozecku jsme detekovali mnoho nekrotickych neuroni. Histologicky

vy

fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 1 mm.

N sagitalni pohled

Obrazek S36. Histopatologické analyza oblasti mozecku — PbONPs/CL, jedenactitydenni experiment.
a — Mozecek, sagitalni fez. Histologicky fez byl obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu (HE). Méfitko — 1 mm. b, e —
2H3+ struktury jsme pozorovali obdobnym zpusobem jako v kontrolni skuping, nepozorovali jsme zadné zmény.
Na histologickém Fezu jsme detekovali 2H3 pomoci IHC. Jadra bunék jsou obarvena modie Hematoxylinem. Méritko
— 1 mm, 100 pm. ¢, f — Analyza bilé hmoty mozecku ukézala poskozeni jeji struktury, obdobné jako ve skupiné
PbONPs/11w jsme pozorovali struktury pfipominajici vakuoly. Histologicky Fez byl obarven Luxolovou modii (LB).
Meéritko — 1 mm, 100 pm. d — Nekrotické neurony jsme v bilé hmoté mozecku nepozorovali. Histologicky fez byl
obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 1 mm.
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a sagitalni pohled

Obrazek S37. Histopatologickd analyza oblasti mozecku — Pb(NO;):NPs/11lw skupina,
jedenactitydenni experiment. a — Oblast mozecku, sagitalni fez. Histologicky fez byl obarven pomoci
Hematoxylinu-Eosinu (HE). Méfitko — 1 mm. b, e — 2H3-pozitivni struktury byly rovnomérné distribuovany v celém
mozecku, oproti kontrolni skupiné jsme nepozorovali zadné zmény. Na histologickém Tezu jsme detekovali 2H3 pomoci
IHC. Jadra bunék jsou obarvena modie Hematoxylinem. Méfitko — 1 mm, 100 pm. ¢, f — Ve skupiné
Pb(NO3)2NPs/11w jsme pozorovali zdaleka nejrozsahlejsi zmény bilé hmoty mozecku (Sipky). Histologicky ez byl

obarven Luxolovou modii (LB). Méfitko — 1 mm, 100 pm. d — V bilé hmoté mozecku jsme detekovali nekrotické
neurony. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 1 mm.

sagitalni pohled

Obrazek S38. Histopatologicka analyza oblasti mozecku — Pb(NOs):NPs/CL skupina, jedenactitydenni
experiment. a — Oblast mozecku, sagitalni fez. Histologicky fez byl obarven pomoci Hematoxylinu-Eosinu (HE).
Meftitko — 1 mm. b, e — 2H3-pozitivni struktury byly rovnomérné distribuovény v celém mozecku, oproti kontrolni
skupiné jsme nepozorovali zadné zmény. Na histologickém fezu jsme detekovali 2H3 pomoci IHC. Jadra bunék jsou
obarvena modie Hematoxylinem. Méfitko — 1 mm, 100 pm. ¢, f — Bil4 hmota mozecku byla zna¢né poskozena,
nicméné toto poskozeni nebylo tak zdvazné jako ve skupiné Pb(NO3):NPs/11w, elimina¢n{ obdob{ se tedy ukédzalo
jako ¢astecné efektivni. d — V oblasti bilé hmoty mozecku jsme detekovali Nissl-pozitivni neurony. Histologicky fez
byl obarven pomoci Nisslova barveni (Nissl). Méfitko — 1 mm.
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Analyza exprese Beta-Aktinu v hipokampalni oblasti
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Obrazek S39. Analyza exprese proteinu ACTB v hipokampalni oblasti. a, b, ¢, d — V kontrolni skupiné
byla exprese ACTB distribuovana rovnomérné, a to ve vsech analyzovanych oblastech hipokampu. Sagitalni pohled.
Histologické Fezy byly obarveny pomoci IF metody s markerem ACTB (&ervené). Jadra jsou obarvena pomoci DAPI
modre. Méfitko — 100 pm. e, f, g, h — U jedinci z PbONPs/11w skupiny byly zfetelné shluky ACTB-pozitivnich
struktur, zejména v molekuldrni vrstvé gyrus dentatus a stratum radiatum Ammonova rohu. Sagitdlni pohled.
Histologické Fezy byly obarveny pomoci IF metody s markerem ACTB (&ervené). Jadra jsou obarvena pomoci DAPI
modie. Métitko — 100 pm. i, j, k, I — Ve skupiné PbONPs/CL byly zmény expresi ACTB i pres pétitydenni eliminaéni
obdobi viditelné. Sagitalni pohled. Histologické fezy byly obarveny pomoci IF metody s markerem ACTB (Gervené).
Jadra jsou obarvena pomoci DAPI modre. Métitko — 100 pm. m, n, o, p — Shluky ACTB signélu jsme pozorovali
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také v hipokampalni oblasti jedinci ze skupiny Pb(NO3):NPs/11w. Sagitalni pohled. Histologické Fezy byly obarveny
pomoci IF metody s markerem ACTB (Gervené). Jadra jsou obarvena pomoci DAPI modfe. Méfitko — 100 pm. q, e,
s, t — Ve skupiné Pb(NO3)2NPs/CL jsme pozorovali nejvyraznéjsi zmény v usporddani ACTB-pozitivnich struktur
vuci kontrolni skupiné. Elimina¢ni obdobi se neukézalo jako efektivni. Sagitdlni pohled. Histologické fezy byly
obarveny pomoci IF metody s markerem ACTB (Cervené). Jadra jsou obarvena pomoci DAPI modfe. Méritko —
100 pm.
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Analyza exprese ACTB v oblasti isocortexu 1

' a I ctr/11w

Nissl € rostralné kaudainé >  sagitélni pohled
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Obrazek S40. Analyza exprese proteinu ACTB v oblasti isocortexu.a — Oblast isocortexu — analyzované
oblast je vyznacena Cernou prerusovanou carou. Sagitalni pohled. Histologicky fez byl obarven pomoci Nisslova
barveni. Méritko neni uvedeno. Histologickd fotografie je prevzata z[92]. b, ¢ — V kontrolni skupiné
jedenactitydenniho experimentu jsme pozorovali rovnomérnou distribuci ACTB-pozitivniho signéalu. Histologické fezy
byly obarveny pomoci IF metody s markerem ACTB (Gervené). Jadra jsou obarvena pomoci DAPI modie. Métitko
— 100 pm. d, e — Ve skupiné PbONPs/11w jsme pozorovali shluky aktinovych vldken (Sipky) znacici zmény
v aktinovém cytoskeletu. Histologické Fezy byly obarveny pomoci IF metody s markerem ACTB (Cervené). Jadra
jsou obarvena pomoci DAPI modfe. Méfitko — 100 pm. f, g — Ve skupiné PbONPs/CL jsme také detekovali zmény
v uspofadani aktinového cytoskeletu. Histologické fezy byly obarveny pomoci IF metody s markerem ACTB
(Cervené). Jadra jsou obarvena pomoci DAPI modfe. Méritko — 100 pm. h, i~ Ve skupiné Pb(NO;)2:NPs/11w jsme
pozorovali vyrazné zmény v uspoifadani aktinového cytoskeletu (Sipky). Histologické fezy byly obarveny pomoci IF
metody s markerem ACTB (Cervené). Jadra jsou obarvena pomoci DAPI modfe. MéFitko — 200 pm. j, k —
Nejvyraznéjsi zmény v distribuci ACTB-pozitivniho signdlu jsme pozorovali ve skupiné Pb(NO3):NPs/CL (Sipky).
Eliminacéni obdobi se tedy neukéazalo jako efektivni. Histologické fezy byly obarveny pomoci IF metody s markerem
ACTB (Cervené). Jadra jsou obarvena pomoci DAPI modfe. Méfitko — 100 pm.
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Analyza relativni genové exprese Cdc42 ve vybranych oblastech
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Obrazek S41. Analyza relativni genové exprese Cdc42 ve vybranych oblastech mozku. Molekula CDC42
je dilezitym reguldtorem aktinového cytoskeletu. Determinujeme jeji relativni genovou expresi v ruznych oblastech

mozku.
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Analyza relativhi genové exprese Mapt a clend signalni drahy
PI3K/Akt/mTOR ve vybranych oblastech mozku

Pi3kr1 Pten Akt Tsc1

B B

g
g

retativnl exprose mANA (%)
(e = 100)
8

relatvni exprese mRNA (%)
(i = 100)
8

relativni exprese MRNA [%)
(o = 100)
8

retstivnl exprose MANA [%)
(o = 100)
8

2
2

@t o g IS S ¢t o fq;«* S
& & & & 8 3 ‘g~ & & & & & &
R v

Obrazek S42. Analyza relativni genové exprese vybranych ¢leni PI3K/Akt/mTOR signalni drahy
v hipokampdalni oblasti. Analjza relativni genové exprese Pijkrl, Pten, Aktl a Tscl ukézala stejny trend.
V piipadé PbONPs/11lw a PDb(NO;3)2NPs/11w doslo ke sniZzeni exprese vybranych ¢lentt signalni drahy
PI3K/Akt/mTOR ve srovnédni{ s kontrolni skupinou. Ve skupinach s elimina¢nim obdobim naopak doslo ke zvySeni
exprese v porovnani se skupinami, které celych 11 tydnu inhalovaly generované PbNPs. Elimina¢ni obdobi tak
prispélo k navratu hodnot na droven kontrolni skupiny. Vysledky nejsou statisticky vyznamné (p>0,05).
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Obrazek S43. Analyza relativni genové exprese vybranych ¢leni PI3K/Akt/mTOR signalni drahy
v oblasti isocortexu 1. Exprese gent Pi3kri, Pten a Tscl vykazovala stejny trend, jako jsme detekovali
v hipokampadlni oblasti. Ve skupindch PbONPs/11w a Pb(NO3)2NPs/11w jsme pozorovali nizsi expresi v porovnani
s kontrolni skupinou (* p<0,05), ve skupindch s eliminaénim obdobim jsme naopak zjistili vyssi expresi vybranych
genu viuci skupinam, které celych 11 tydnt inhalovaly generované PbNPs. Elimina¢ni obdobi tak v tomto pripadé
dopomohlo k navratu hodnot genové exprese na turovén kontrolni skupiny. V piipadé genu Akt! jsme ovSem
pozorovali odliSny trend od ostatnich analyzovanych gent. V pripadé PbONPs/11w doslo ke zvySeni exprese Akt!
vuci kontrolni skuping, podobné jako ve skupiné Pb(NO3):NPs/CL (* p<0,05).
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Obrazek S44. Analyza relativni genové exprese Mapt a vybranych ¢lena PISK/Akt/mTOR signalni
drahy v oblasti isocortexu 2. V oblasti isocortexu 2 doslo po inhalaci rozpustnych i nerozpustnych generovanych
nanocéstic olova ke zvyseni exprese MAPT. Nejvétsi rozdil jsme pozorovali mezi kontrolni a PbONPs/11w skupinou
(* p<0,05), ostatni vysledky nejsou statisticky signifikantni (p>0,05). Na rozdil od oblasti hipokampu a isocortexu 1
jsme pozorovali v pripadé PbONPs/11w skupiny zvySeni exprese vybranych ¢lent PISK/Akt/mTOR signdlni drahy
(* p<0,05), v ptipadé ostatnich experimentélnich skupin jen nevyznamné zmény vici hodnotam kontrolni skupiny.
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Obrazek S45. Analyza relativni genové exprese Mapt a vybranych ¢lena PISK/Akt/mTOR signalni
drahy v oblasti isocortexu 3. Zmény v expresi Mapt v oblasti isocortexu 3 po inhalaci nanocéstic olova byly
v porovnéani s oblastmi isocortexu 1 a 2 velmi nizké. Vysledky nejsou signifikantni (p>0,05).Relativni genové exprese
vybranych ¢lent signalni drahy PISK/Akt/mTOR v oblasti isocortexu 3 byla podobné jako v oblasti isocortexu 2.
Ve skupindch, které inhalovaly PbONPs jsme pozorovali mirné zvyseni exprese kandidétnich gent (p>0,05), naopak
ve skupinéch, které inhalovaly rozpustné PbNPs jsme u nékterych geni pozorovali vyraznéji vyssi expresi v porovnani
s kontroln{ skupinou (* p<0,05).
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Obrazek S46. Analyza relativni genové exprese Mapt a vybranych ¢lena PISK/Akt/mTOR signalni
drahy v €ichovém bulbu. Po jedenicti tydnech inhalace PbONPs i Pb(NO3):NPs jsme detekovali nizsi expresi
Mapt v porovnani s kontrolni skupinou. Naopak v pfipadé skupin s elimina¢nim obdobim doslo ke zvySeni exprese
Mapt viuci skupindm, které 11 tydnt inhalovaly PbNPs. Vysledky nejsou signifikantni. Podobny trend jsme detekovali
také v pripadé hipokampalni oblasti. V oblasti ¢ichového bulbu jsme detekovali podobné vysledky analyzy genové
exprese vybranych ¢lent signalni dréhy PI3K/Akt/mTOR jako v oblasti hipokampu a isocortexu 1. Skupiny, které
inhalovaly jedendct tydnu generované nanocastice olova vykazovaly nizsi expresi kandidétnich gent vuci kontrolni
skupiné, u skupin s elimina¢nim obdobim jsme pozorovali navrat hodnot k trovni kontrolni skupiny. Vysledky byly
staticky signifikantni (*p<0,05; **p<0,01).
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Obrazek S47. Analyza relativni genové exprese Mapt a vybranych ¢lena PISK/Akt/mTOR signalni
drahy v mozecku. Oblast mozecku byla analyzovédna pouze okrajové, pozorovali jsme podobny trend jako
v oblastech hipokampu, isocortexu 1 a ¢ichového bulbu, nicméné jsme determinovali velmi vysokou variabilitu mezi

jedinci.
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Obrazek S48. Analyza relativni genové exprese Mapt a vybranych ¢lena PISK/Akt/mTOR signalni
drahy v oblasti thalamu. Oblast thalamu byla analyzovana pouze okrajové, determinovali jsme velmi vysokou
variabilitu mezi jedinci.
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SDS-PAGE WB analyza exprese Aktin ve vybranych oblastech
mozkové tkané

a Zpracovani mozkové tkané pro SDS-PAGE WB analyzy
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Obrazek S49. Detekce proteinu Aktin pomoci metody SDS-PAGE WB v oblastech hipokampu
a isocortexu 1. a — Po izolaci proteini bylo pro analyzy na SDS-PAGE WB pouzito 5 pg proteinu, absolutni
mnozstvi proteinu by tedy mélo byt pro vSechny analyzy stejné. b — Distribuce proteinu Aktin byla i pres pozorovanou
remodelaci cytoskeletu po inhalaci PbNPs rovnomérna v kontrolni i exponovanych skupinidch. Do analyz nicméné

protein Aktin jako housekeeping protein zahrnut nebyl, analyzovali jsme pouze absolutni mnozstvi detekovanych
proteinu (P2).
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SDS-PAGE WB

ve vybranych oblastech mozkové tkané
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Obréazek S50. Detekce vybranych proteint v oblastech hipokampu a isocortexu 1 pomoci metody SDS-
PAGE WRB. a, b, ¢ - Raw data k detekcim p-TAU, t-TAU a mTOR pomoci metody SDS-PAGE WB v oblastech

hipokampu a isocortexu 1.
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Analyza exprese 2H3 v hipokampalni oblasti

a Detekce neurofilament v hipokampalni oblasti
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Obrazek S51. Analyza exprese 2H3 v hipokampélni oblasti. a — Detekovali jsme protein 2H3 pomoci THC
metody, nicméné po 11 tydnech inhalace PbNPs jsme nepozorovali zaddné zmény v mnozstvi, distribuci ¢i usporadéni
2H3-pozitivnich struktur. b — Protein 2H3 jsme detekovali také pomoci metody SDS-PAGE WB, zde jsme
zaznamenali nesignifikantni sniZzen{ exprese 2H3 ve skupindch PbONPs/11w a PbONPs/CL, nicméné s velmi vysokou
variabilitou mezi jedinci.
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SDS-PAGE WB analyza exprese 2H3 v oblasti isocortexu 1

SDS-PAGE WB detekce 2H3
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Obrazek S52. Analyza exprese 2H3 v oblasti isocortexu 1. Pomoci metody SDS-PAGE WB jsme detekovali
protein 2H3, marker stfednich neurofilament, nicméné jsme pozorovali pouze minimalni zmény a pomérné vysokou
variabilitu mezi jedinci.
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Prehled provedenych analyz na vzorcich mozku
Ze kazdého jedince ze vsech experimentalnich skupin byla odebrana mozkova tkan, nicméné

nékolik vzorkd pro histologické zpracovani bylo pro analyzy prilis poskozeno, nékteré zmrazené
vzorky byly pouzity pro jiné analyzy. Pro histologické analyzy bylo pouzito n = 3-5 vzorki

z kazdé skupiny, pro analyzy genové exprese bylo pouzito n = 2-5 vzorkd.

Tabulka S7. Prehled provedenych histologickych analyz na vzorcich mozku.

experimentalni skupina | ¢islo jedince HE LB Nissl 2H3 ACTB
1 ano ano ano ano ne
2 ano ano ano ano ne
ctr/6w 3 ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ne
2 ano ano ano ano ne
PbONPs/6w 3 ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ne
2 ano ano ano ano ne
P Pb(NOs):NPs/6w 3 ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
ctr/1lw 3 ano ano ano ano ne
4 ano ano ano ano ne
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
PbONPs/11w 3 ano ano ano ano ne
4 ano ano ano ano ano
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
PbONPs/CL 3 ano ano ano ano ne
4 ano ano ano ano ne
5 ano ano ano ano ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ne
Pb(NO;).NPs/11w
3 ano ano ano ano ne
4 ano ano ano ano ne
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experimentalni skupina | ¢islo jedince HE LB Nissl 2H3 ACTB
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
Pb(NO3),NPs /CL 3 ano ano ano ano ne
4 ano ano ano ano ne
5 ne ne ne ne ne
Tabulka S8. Prehled provedenych analyz genové exprese na vzorcich hipokampu.
experimentalni skupina | ¢islo jedince | Cdc42|Mapt|Pi3krl| Pten | Aktl| Tscl| Mtor
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
ctr/6w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano
4 ano ano ano ano | ano | ano ano
5 ano ano ano ano | ano | ano ano
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
PbONPs/6w 3 ano ano | ano ano | ano | ano ano
4 ano ano ano ano | ano | ano ano
5 ano ano ano ano | ano | ano ano
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
Pb(NO3):NPs/6w 3 ano ano | ano ano | ano | ano ano
4 ano ano ano ano | ano | ano ano
5 ano ano ano ano | ano | ano ano
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
ctr/11w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
PbONPs/11w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
PbONPs/CL 3 ano ano ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
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experimentalni skupina | ¢&islo jedince | Cdc42|Mapt|Pi3krl| Pten | Aktl| Tscl| Mtor
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
Pb(NO;).NPs/11w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
Pb(NOs).NPs/CL 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
Tabulka S9. Prehled provedenych analyz genové exprese v oblasti isocortexu 1.
experimentalni skupina | ¢islo jedince | Cdc42 | Mapt|Pi3kr1| Pten | Aktl| Tscl| Mtor
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
ctr /6w 3 ano ano ano ano ano | ano ano
4 ano ano ano ano | ano | ano ano
5 ano ano ano ano | ano | ano ano
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
PbONPs/6w 3 ano ano | ano ano | ano | ano ano
4 ano ano ano ano | ano | ano ano
5 ano ano ano ano | ano | ano ano
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
Pb(NO3):NPs/6w 3 ano ano | ano ano | ano | ano ano
4 ano ano ano ano | ano | ano ano
5 ano ano ano ano | ano | ano ano
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
2 ano ano ano ano | ano | ano ano
ctr/11w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano | ano | ano ano
PbONPs/11w ano ano ano ano | ano | ano ano
3 ano ano ano ano | ano | ano ano
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experimentalni skupina | Cislo jedince | Cdc42 | Mapt| Pi3kr1| Pten | Akt1| Tscl| Mtor

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ano ano ano ano ano | ano ano

2 ano ano ano ano ano | ano ano

PbONPs/CL 3 ano ano | ano ano | ano | ano ano

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ano ano ano ano ano | ano ano

2 ano ano ano ano ano | ano ano

Pb(NOs).NPs/11w 3 ne ne ne ne ne ne ne

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ano ano ano ano ano | ano ano

2 ano ano ano ano ano | ano ano

Pb(NO3):NPs/CL 3 ne ne ne ne ne ne ne

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

Tabulka S10. Prehled provedenych analyz genové exprese v oblasti isocortexu 2.

experimentalni skupina | Cislo jedince | Cdc42 | Mapt| Pi3kr1| Pten | Akt1| Tscl| Mtor

1 ne ne ne ne ne ne ne

2 ne ne ne ne ne ne ne

ctr /6w 3 ne ne ne ne ne ne ne

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ne ne ne ne ne ne ne

2 ne ne ne ne ne ne ne

PbONPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ne ne ne ne ne ne ne

2 ne ne ne ne ne ne ne

Pb(NO3):NPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne
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experimentalni skupina | Cislo jedince | Cdc42 | Mapt| Pi3kr1| Pten | Akt1| Tscl| Mtor

1 ano ano ano ano ano | ano ano

2 ano ano ano ano ano | ano ano

ctr/11w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ano ano ano ano ano | ano ano

2 ne ne ne ne ne ne ne

PbONPs/11w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ano ano ano ano ano | ano ano

2 ano ano ano ano ano | ano ano

PbONPs/CL 3 ano ano | ano ano | ano | ano ano

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ano ano ano ano ano | ano ano

2 ano ano ano ano ano | ano ano

Pb(NOs).NPs/11w 3 ne ne ne ne ne ne ne

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ano ano ano ano ano | ano ano

2 ano ano ano ano ano | ano ano

Pb(NO3):NPs/CL 3 ne ne ne ne ne ne ne

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

Tabulka S11. Prehled provedenych analyz genové exprese v oblasti isocortexu 3.

experimentalni skupina | Cislo jedince | Cdc42 | Mapt| Pi3kr1| Pten | Akt1| Tscl| Mtor

1 ne ne ne ne ne ne ne

2 ne ne ne ne ne ne ne

ctr /6w 3 ne ne ne ne ne ne ne

4 ne ne ne ne ne ne ne

5) ne ne ne ne ne ne ne

1 ne ne ne ne ne ne ne

PbONPs/6w 2 ne ne ne ne ne ne ne

3 ne ne ne ne ne ne ne
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experimentalni skupina | ¢islo jedince | Cdc42 | Mapt|Pi3kr1| Pten | Aktl| Tscl| Mtor
4 ne ne ne ne ne ne ne
5) ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
Pb(NO3):NPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5) ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano | ano ano
2 ano ano ano ano ano | ano ano
ctr/11w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5) ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano | ano ano
2 ano ano ano ano ano | ano ano
PbONPs/11w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5) ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ano ano ano ano ano | ano ano
PbONPs/CL 3 ano ano | ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5) ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano | ano ano
2 ano ano ano ano ano | ano ano
Pb(NOs).NPs/11w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5) ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano | ano ano
2 ano ano ano ano ano | ano ano
Pb(NO3):NPs/CL 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5) ne ne ne ne ne ne ne
Tabulka S12. Prehled provedenych analyz genové exprese v oblasti ¢ichového bulbu.
experimentalni skupina | Cislo jedince | Cdc42 | Mapt| Pi3kr1| Pten | Akt1| Tscl| Mtor
1 ne ne ne ne ne ne ne
ctr/6w 2 ne ne ne ne ne ne ne
3 ne ne ne ne ne ne ne
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experimentalni skupina | ¢islo jedince | Cdc42 | Mapt|Pi3kr1| Pten | Aktl| Tscl| Mtor
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
PbONPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
Pb(NO;).NPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ano ano ano ano ano | ano ano
ctr/11w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ano ano ano ano ano | ano ano
PbONPs/11w 3 ano ano ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano | ano ano
2 ano ano ano ano ano | ano ano
PbONPs/CL 3 ano ano | ano ano | ano | ano ano
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano | ano ano
2 ano ano ano ano ano | ano ano
Pb(NO3):NPs/11w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano | ano ano
2 ano ano ano ano ano | ano ano
Pb(NO3):NPs/CL 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
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Tabulka S13. Prehled provedenych analyz genové exprese v oblasti thalamu.

experimentalni skupina | ¢islo jedince | Cdc42 | Mapt|Pi3kr1| Pten | Aktl| Tscl| Mtor
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
ctr /6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
PbONPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
Pb(NO3):NPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ne ne ano | ano ne
2 ano ano ne ne ano | ano ne
ctr/11w 3 ano ano ne ne ano | ano ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ne ne ano | ano ne
2 ano ano ne ne ano | ano ne
PbONPs/11w 3 ano ano ne ne ano | ano ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ne ne ano | ano ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
PbONPs/CL 3 ano ano ne ne ano | ano ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
Pb(NOs).NPs/11w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
Pb(NO3):NPs/CL 1 ne ne ne ne ne ne ne
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experimentalni skupina | ¢islo jedince | Cdc42 | Mapt|Pi3kr1| Pten | Aktl| Tscl| Mtor
2 ne ne ne ne ne ne ne
3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
Tabulka S14. Prehled provedenych analyz genové exprese v oblasti mozecku.
experimentalni skupina | Cislo jedince | Cdc42 | Mapt| Pi3kr1| Pten | Akt1| Tscl| Mtor
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
ctr /6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
PbONPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
Pb(NO3):NPs/6w 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ne ne ano | ano ne
2 ano ano ne ne ano | ano ne
ctr/11w 3 ano ano ne ne ano | ano ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ne ne ano | ano ne
2 ano ano ne ne ano | ano ne
PbONPs/11w 3 ano ano ne ne ano | ano ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ano ano ne ne ano | ano ne
2 ano ano ne ne ano | ano ne
PbONPs/CL 3 ano ano ne ne ano | ano ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
Pb(NOs).NPs/11w 1 ne ne ne ne ne ne ne
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experimentalni skupina | ¢islo jedince | Cdc42 | Mapt|Pi3kr1| Pten | Aktl| Tscl| Mtor
2 ne ne ne ne ne ne ne
3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne ne ne
Pb(NO3):NPs/CL 3 ne ne ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne ne ne

Tabulka S15. Piehled analyz provedenych SDS-PAGE WB analyz na vzorcich hipokampu.

experimentalni skupina | ¢islo jedince | Aktin p-TAU t-TAU mTOR 2H3
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
ctr/1lw 3 ano ano ano ano ano
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
PbONPs/11w 3 ano ano ano ano ano
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
PbONPs/CL 3 ano ano ano ano ano
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne
Pb(NO3):NPs/11w 3 ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne
Pb(NO3),NPs/CL 3 ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne

Tabulka S16. Prehled analyz provedenych SDS-PAGE WB analyz na vzorcich isocortexu 1.

experimentalni skupina | ¢islo jedince| Aktin p-TAU t-TAU mTOR 2H3
1 ano ano ano ano ano

ctr/1lw
2 ano ano ano ano ano
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experimentalni skupina | ¢islo jedince| Aktin p-TAU t-TAU mTOR 2H3
3 ano ano ano ano ano
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
PbONPs/11w 3 ano ano ano ano ano
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ano ano ano ano ano
2 ano ano ano ano ano
PbONPs/CL 3 ano ano ano ano ano
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne
Pb(NO3):NPs/11w 3 ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne
1 ne ne ne ne ne
2 ne ne ne ne ne
Pb(NO3),NPs/CL 3 ne ne ne ne ne
4 ne ne ne ne ne
5 ne ne ne ne ne

146



Bunécné kultury

Prehled provedenych analyz

Tabulka S17. Piehled provedenych analyz primérnich bunéénych kultur.

qPCR ICC SDS-PAGE
casovy | opakov | vzor WB
bod ani ek | Cdc | Ma | Mt | Pi3k | p- t- | Akt | Phalloi p- Akti
42 pt | or rl | TAU |[TAU| in din TAU n
ctrl 1| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ano ano
ctrl 2| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
A ctrl 3| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb1 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ano ano
Pb2 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb3 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
ctrl 1| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
ctrl 2| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
B ctrl 3| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb1 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
" Pb2 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb3 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
ctrl1| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne
ctrl 2| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne
ctrl 3| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
ctrl4| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne
ctrl 5| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
C
Pb1| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
Pb2 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
Pb3 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
Pb4 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
Pb5 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
ctrl 1| ano | ano | ano | ano ne ne ano ano ano ano
ctrl 2| ano | ano | ano | ano ne ne ano ano
A ctrl 3| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb1 | ano | ano | ano | ano ne ne ano ano ano ano
Pb2 | ano | ano | ano | ano ne ne ano ano ne ne
48 h Pb 3| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
ctrl1| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne
ctrl 2| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne
B ctrl 3| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
ctrl4| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne
ctrl 5| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
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SDS-PAGE

qPCR ICC
casovy | opakov | vzor WB

bod ani ek | Cdc | Ma | Mt | Pi3k | p- t- | Akt | Phalloi P- Akti

42 pt | or rl | TAU |[TAU| in din TAU n

Pb1l| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

Pb2 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

Pb3 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

Pb4 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

ctrl 1| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 2| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 3| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 4| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 5| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

C ctrl 6 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

Pb1 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

Pb2 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

Pb3 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

Pb4 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

Pb5 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 1| ano | ano | ano | ano ano ano | ano ano ano ano

ctrl 2| ano | ano | ano | ano ano ano | ano ano ne ne

A ctrl 3| ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb1 | ano | ano | ano | ano ano ano | ano ano ano ano

Pb2 | ano | ano | ano | ano ano ano | ano ano ne ne

Pb3 | ano | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl1| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne

ctrl 2| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne

ctrl 3| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

ctrl4| ne | ano | ano | ne ne ne ne ne ne ne

ctrl 5| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

B
Pb1l| ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne
72 h

Pb2 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

Pb3 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

Pb4 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

Pb5 | ne | ano | ano ne ne ne ne ne ne ne

ctrl1| ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 2| ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 3| ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

G ctrl4| ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 5| ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

ctrl 6| ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

Pb1l| ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne

Pb2| ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
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casovy
bod

opakov
ani

qPCR ICC SDS-PAGE
vzor WB
ek | Cdc | Ma | Mt | Pi3k | p- t- | Akt | Phalloi P- Akti
42 | pt | or | r1 |TAU |TAU| in din TAU n
Pb3 | ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb4 | ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb5 | ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
Pb6 | ne | ano | ano | ano ne ne ne ne ne ne
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P3: SEZNAM POUZITEHO MATERIALU

Seznam pouzitych roztokua
Roztoky pouzité pri histologickych barvenich

Hematoxylin-Eosin

Mayertav hematoxylin

destilovana voda 1000 ml
hematoxylin lg
jodi¢nan sodny 02¢g
siran hlinitodraselny 50 g
kyselina citrénova lg
chloralhydrat 50 g

1 g hematoxylinu, 0,2 g jodicnanu sodného a 50 g kamence draselného rozpustime
v 11 destilované vody. Po tplném rozpusténi priddme 1 g kyseliny citronové
a 50 g chloralhydratu.

Eosin zluty

eosin zluty (rozpustny ve vode) 5g
dichroman draselny 5¢g
100% ethanol 100 ml
nasyceny roztok kyseliny pikrové 100 ml
destilovana voda 800 ml

Nisslova tigroidni substance
0,1% roztok Toluidinové modii (pH 5.6)

100 ml 0,1% roztoku Toluidinové modii pripravime smichanim 90 ml octanového tstojného
roztoku a 10 ml 1% roztoku Toluidinové modfi.

50 ml octanového tstojného roztoku pripravime smichanim 41 ml 0,2 M roztoku ledové kyseliny
octové a 9 ml 0,2 M roztoku octanu sodného.

0,2 M roztok ledové kyseliny octové
kyselina octova 2,89 ml
destilovana voda 250 ml

0,2 M roztok octanu sodného

octan sodny 6,8 g
destilované voda 250 ml
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1% roztok Toluidinové modii
Toluidinova modr
destilované voda

Luxolova modr

Luxolova modr
Luxolova modr
96% ethanol

Roztok uhli¢itanu lithného
uhli¢itan lithny

destilované voda

05¢g
50 ml

0,1g
100 ml

0,05 g
100 ml
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Roztoky pouzité pri imunohistochemickych, imunofluorescenc¢nich

a imunocytochemickych metodach

Citratovy pufr

kyselina citronova 42 g
hydroxid sodny 18 g
destilovana voda 21

42 g kyseliny citronové a 18 g hydroxidu sodného rozpustime 2 litrech destilované vody.
Nésledné upravime pH pomoci 36% kyseliny chlorovodikové na hodnotu 6. PFi pouziti béhem
imunohistochemickych a imunofluorescen¢nich metod 10x zfedime v destilované vodeé.

Fosfatovy pufr

chlorid sodny 160 g
chlorid draselny 4¢g
dihydrogenfosforecnan draselny 4g
dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného 46,8 g
hydroxid sodny 2 pecky
destilovana voda 21

Vsechny latky umistime do odmérného valce, ktery nésledné dolijeme destilovanou vodou
do 2 litrd, michdme a pri pouziti v rdmci imunohistochemickych a imunofluorescen¢nich metod

10x zfedime v destilované vodé.

PBTA

fosfatovy pufr (10X) 50 ml
BSA (hovézi sérovy albumin) 5¢g
tritonX100 1250 ml
destilovana voda do 500 ml
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Roztoky pouzité pri praci s bunécnymi kulturami

Kultiva¢ni médium (50 ml)

Neurobasal medium (Thermofisher Scientific)

Fetalni bovinni sérum (FBS)
penicilin-streptomycin (P/S)
L-Glutamin

Kultiva¢ni médium bez séra (50 ml)

Neurobasal medium (Thermofisher Scientific)

penicilin-streptomycin (P/S)
L-Glutamin

Roztoky pouzité pri izolaci proteinta

RIPA pufr

5 M NaCl

1 M Tris-HCI

Nonidet P-40

10% kyselina deoxylistova sodné sul
10% dodecylsiran sodny (SDS)
destilovana voda

1 M Tris-HCI pH 8.0
Tris
destilované voda

5 M NaCl
chlorid sodny
destilované voda

Laemmli Buffer (4X)
Tris

SDS

glycerol
B-mercaptoethanol
Bromphenol Blue

44 ml
5 ml

0,5 ml
0,5 ml

49 ml
0,5 ml
0,5 ml

3 ml
5 ml
1 ml
5 ml
1 ml
up to 100 ml

12,11 g
100 ml

292 ¢g
100 ml

1,614 g
4g

20 ml
10 ml
200 mg

Rozpustit Tris v 10 ml destilované vody, upravit na pH 6,8. Pridat glycerol a promichat. Poté

pridat SDS a Bromphenol Blue, po rozmichani pridat B-mercaptoethanol. Skladovat pti teploté

-20 °C.
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Roztoky pouzité pri metodé SDS-PAGE Western Blot

Priprava polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE

Gely pripravujeme den pred SDS-PAGE. Nejprve pripravime separacni gel, jednotlivé slozky
pridavam v poradi seznamu, protoze pridanim APS a TEMEDu se spousti polymeracni reakce.
Smeés nalijeme do prichystané formicky asi 3-4 cm od vrsku skla, prevrstvime isopropanolem
a nechame polymerovat alesponn 30 minut. Analogicky pripravujeme zaostfovaci gel,
jednotlivé slozky opét pridavame v poradi, které je uvedeno na seznamu. Ze zpolymerovaného
rozdélovaciho gelu odsajeme isopropanol a prelijeme smési zaostfovactho gelu az po okraj,
pridame plastovy hiebinek, abychom vytvorili jamky pro vzorky s proteiny. Nechame
polymerovat opét alespon 30 minut. Skla s gelem uchovavame v papife nasaklém vodou
pri teploté 4 °C.

Zaostrovaci gel

destilovana voda 6,8 ml
30% mix akrylamidi 1,7 ml
1,5 M Tris pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 100 ml
10% APS 100 ml
TEMED 10 ml

0,5 M Tris pH 6,8
destilované voda 250 ml
Tris 15,14 g

15,14 g Trisu rozpustime ve 250 ml vody, nasledné pomoci koncentrované HCl upravime pH
na 6,8.

Separaéni gel (10%)

destilovana voda 5,9 ml
30% mix akrylamidi 5 ml
1,5 M Tris pH 8,8 3,8 ml
10% SDS 150 ml
10% APS 150 ml
TEMED 6 ml

1,5 M Tris pH 8,8
destilované voda 250 ml

Tris 4543 g

45,43 g Trisu rozpustime ve 250 ml vody, nasledné pomoci koncentrované HCl upravime pH
na 8,8.

Zakladni roztok pro pripravu dalsich pufria pro SDS-PAGE WB (10x)
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Tris
glycin
destilované voda

ELFO pufr pH 8,3

zékladni roztok pro pripravu dalsich pufra
10% SDS

destilovana voda

Blotovaci pufr pH 8,3

zékladni roztok pro pripravu dalsich pufra
methanol

destilovana voda

10x TBS roztok pH 7,6
Tris

chlorid sodny

destilovana voda

30g
144 ¢
1000 ml

100 ml
10 ml
doplnit do 11

100 ml
150 ml
doplnit do 11

24 g
88 g
doplnit do 11

24 g Trisu a 88 g chloridu sodného rozpustime v 900 ml destilované vody, nasledné upravime

pH pomoci koncentrované HCI na 7,6 a doplnime destilovanou vodu do vysledného objemu 1 1.

TBST — promyvaci pufr pH 7.4
Tween

10X TBS roztok
destilované voda

5% mléko
TBST — promyvaci pufr

susené mléko

1 ml
100 ml
900 ml

100 ml
5g
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Seznam pouzitych kit

Kity pouzité pri imunohistochemické metodé

Mysi kit - VECTASTAIN® Elite® ABC Kit, Peroxidase (Mouse IgG) (Vector Laboratories,
Inc.)

Krali¢i kit - VECTASTAIN® Elite® ABC Kit, Peroxidase (Rabbit IgG) (Vector Laboratories,
Inc.)

Redidlo Ab - DAKO Antibody Diluent with Background Reducing Components (Dako North
America, Inc.)

DAB - DAKO Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (Dako North America, Inc.)

Kity pouzité pri imunofluorescencéni metodé

Sekundarni protildtka — Alexa FluorTM 555 Donkey anti-rabbit (invitrogen by Thermo
Scientific)

Kralici kit - VECTASTAIN® Elite® ABC Kit, Peroxidase (Rabbit IgG) (Vector Laboratories,
Inc.)

Redidlo Ab - DAKO Antibody Diluent with Background Reducing Components (Dako North
America, Inc.)

DAPI - FluoroshieldTM with DAPI (Sigma)

DRAQ5 - 65-0880-92 (Thermofisher Scientific)

Kity pouzité pri analyze genové exprese

Izolace mRNA — RNeasy® Mini Kit (QIAGEN)
Reverzni transkripce — gb Elite Reverse Transcription Kit (GENERI BIOTECH s.r.o.)
Master Mix pro gPCR - gb Ideal PCR Master Mix (GENERI BIOTECH s.r.o.)

Kity pouzité pri SDS-PAGE Western Blot

Standard pro SDS-PAGE — PageRuler Plus (Thermofisher Scientific)
Sekundarni protilatka — Clarity Western Blotting Substrates (BIO-RAD)

Kit pouzity pri metodé MTT Assay

MTT Cell Proliferation Kit Ab211091 (abcam)

156



Seznam pouzitych protilatek

Protilatky pouzité pri imunohistochemickych detekcich

2H3 AB_ 2314897 (DSHB)
B-III-tubulin ab78078 (abcam)
Pan Cytokeratin ab961 (abcam)
PCNA sc-7907 (Santa Cruz)

Protilatky pouzité pri imunofluorescenc¢nich detekcich
Beta-Aktin PA5-16914 (invitrogen)

Protilatky pouzité pri imunocytochemickych detekcich

Aktin sc-1615 (Santa Cruz)

Phalloidin (Alexa 488) A12379 (Thermo Fisher Scientific)
p-TAU bs-3489R (Bioss antibodies)
t-TAU 13-6400 (Thermo Scientific)

Protilatky pouzité pri metodé SDS-PAGE Western Blot

2H3 AB_ 2314897 (DSHB)
Aktin PA5-16914 (invitrogen)
p-TAU bs-3489R (Bioss antibodies)
t-TAU 13-6400 (Thermo Scientific)
mTOR ab109268 (abcam)
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Seznam pouzitych TagqMan

Gapdh
Akt1
Cdc42
Mapt
Pik3ri1
Pten
Tscl

Mtor

ID Mm99999915 gl
ID Mm01331626_m1
ID Mm01194005 gl
ID Mm00521988

ID Mm00803159 gl
ID Mm00477208 m1
ID Mm00452208 m1

ID Mm00444968_m1
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Seznam pouzitych pristrojovych pomicek

Centrifuga

Elektroforeticka vana

Fluorescenéni mikroskop

Horka deska

Kamera

Konfokalni mikroskop

pH metr
Pipety

qPCR cycler
Rotac¢ni mikrotom
Spektrofotometr

Svételny mikroskop

Termocykler
Trepacka

Vaha

Vodni lazen
Western Blot IS
Zalévaci stanice

D108 (DLAB)

Mini Spin Plus (Eppendorf)

Mini-PROTEAN® Tetra Cell #1658000 (BIORAD)
Leica DM2000 & 2000 LED system (Leica Microsystems)
Leica TH1220 (Leica Microsystems)

Leica DFC320 Release Notes (Leica Microsystems)
SP2 AOBS (Leica Microsystems)

edge pH (Hanna Instruments)

Micropipette Research 0-2,5 pnl (Eppendorf)
Micropipette Research 2-20 pl (Eppendorf)
Micropipette Research 2-200 pl (Eppendorf)
Micropipette Research 100-1000 pul (Eppendorf)
LightCycler 480 Instrument II (Roche)

Leica RM2145 (Leica Microsystems)

NanoDrop One/One Microvolume OD600
(Thermo Scientific)

Leica DM LB Video Microscope (Leica Microsystems)
Leica DM LB2 Video Microscope (Leica Microsystems)
MasterCycler (Eppendorf)

M37610-26 (Barnstead/Thermolyne)

A200S (Sartorius Analytic)

Leica TH1210 (Leica Microsystems)

Azure Microsystems

DP500 (Bio Optica)
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Seznam pouzitych softwart

Fotografie na mikroskopech

Analyza dat z qPCR cycleru

Uprava fotografii

Analyzy fluorescenc¢niho signalu
Statistické hodnoceni, zpracovani grafa

Vlastni ikony a schémata

LAS X

Roche LC96 System
Adobe Photoshop 2023
Fiji

GraphPad Prism 5
Procreate
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P4: STREDOSKOLSKE SOUTEZE A KONFERENCE

Cena Ceské udené spole¢nosti, Praha, 15. 5. 2023

Inhalace nanocastic olova zptlisobuje degenerativni zmény mozkové tkané

Expo-Sciences Luxembourg v Lucemburku, Lucembursko, 6. — 10. 10. 2022

Immune response and reparation of target organs after soluble lead nanoparticles inhalation

Regeneron ISEF v Atlanté, USA, 7. — 13. 5. 2022

Cytoskeletal remodelation in brain tissue exposed to lead nanoparticles

Narodni finale soutéze EXPO SCIENCE AMAVET v Praze, 11. — 13. 4. 2022

Prestavba cytoskeletu v mozkové tkani po expozici nanocasticim olova

Krajské kolo soutéze EXPO SCIENCE AMAVET v Hradci Kralové, 25. 3. 2022

Prestavba cytoskeletu v mozkové tkani po expozici nanocasticim olova

Nominace ze Sirsiho vybéru na zahranic¢ni soutéze, Praha, 16. 9. 2021

Immune response and reparation of target organs after soluble lead nanoparticles inhalation

Celostatni prehlidka Stredoskolské odborné c¢innosti, 11. — 13. 6. 2021

Imunitni reakce a reparace cilovych organt po inhalaci rozpustnych nanocastic olova

Krajské kolo Stredoskolské odborné cinnosti, 11. 5. 2021
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