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ABSTRAKT 

Současný stav. Částice s alespoň jedním rozměrem od 1 do 100 nm jsou potenciálním rizikem 
pro živé organismy již od samotného vzniku života. S postupným vývojem společnosti a rozvojem 
dopravy či průmyslu však jejich množství rychle stoupá a nanočástice se tak stávají potenciálně 
vyšším rizikem. Olovo, které lidstvo i přes jeho stovky let známou toxicitu stále hojně využívá, vzniká 
ve formě nanočástic při mnoha průmyslových procesech a koncentrace v některých velkoměstských 
a industriálních oblastech přesahují stanovené limity. Dříve provedené experimenty se zabývaly 
toxicitou nanočástic olova, ovšem v nerozpustné formě. Tato práce na ně navazuje a zabývá se vlivem 
chronické inhalace rozpustných nanočástic olova na imunitní systém a reparační mechanismy 
v exponovaných tkáních.  

Experimentální design a použité metody. Rozpustné nanočástice olova ve formě dusičnanu 
olovnatého byly generovány ve spolupráci s Ústavem analytické chemie, v.v.i.. Modelové organismy, 
myši laboratorní, byly umístěny v celotělových inhalačních komorách, kde byly vystaveny 
generovaným nanočásticím po dobu 6 a 11 týdnů. Šestitýdenní skupina byla následně odebrána mimo 
inhalační komoru a po dobu 5 týdnů inhalovala vzduch bez generovaných nanočástic. K porovnání 
těchto dvou exponovaných skupin sloužila kontrolní skupina, jež inhalovala po dobu 11 týdnů vzduch 
bez nanočástic olova. Každá experimentální skupina zahrnovala 5 jedinců. Po odběru cílových orgánů 
(plic a jater) a jejich zvážení byly vzorky rozděleny a dále zpracovány pro histologické analýzy 
či byly zmraženy pro následné analýzy genové exprese. Pro zhodnocení histopatologických změn 
byla použita základní i specifická histologická barvení; Hematoxylin-eosin, Toluidinová modř, 
Sirius Red, Massonův zelený trichrom; dále imunohistochemické metody s využitím markerů CD68, 
MPO, SOX2, Nanog, a imunofluorescenční metody, s markery Ki67 a SOX9. Pro analýzu relativní 
genové exprese bylo vybráno několik genů: NFkB1, IL1-a, IL1-b, IL6, Sox2 a Sox9. 

Výsledky. Inhalace Pb(NO3)2NPs způsobila závažné patologické změny v plicích i v játrech. 
Reparační aktivita probíhala v tkáních intenzivně, ale mezi jedinci v rámci experimentálních skupin 
byla zaznamenána vysoká variabilita jejich intenzity. V některých oblastech byla detekována fibróza 
značící nevratné poškození tkání. V plicích došlo po inhalaci Pb(NO3)2NPs k nárůstu počtu 
progenitorových buněk, pneumocytů II. typu. Imunitní odpověď byla po inhalaci Pb(NO3)2NPs 
snížena, což potvrdily analýzy exprese vybraných imunitních buněk a prozánětlivých cytokinů. 
V plicním parenchymu byly po inhalaci Pb(NO3)2NPs detekovány neutrofilní granulocyty, počet 
žírných buněk byl vyšší. V játrech došlo podobně jako v plicích ke snížení exprese markerů typických 
pro makrofágy. 

Závěry. Po chronické inhalaci Pb(NO3)2NPs se změnila mikroskopická struktura plic a jater. Zvýšení 
proliferační aktivity a zvýšený výskyt progenitorových buněk nestačily ke kompenzaci poškození 
tkání, což potvrdil nález plicní a jaterní fibrózy i v exponované skupině po skončení eliminačního 
období. Imunitní odpověď byla po inhalaci Pb(NO3)2NPs snížena, ovšem eliminační perioda 
napomohla k návratu analyzovaných faktorů na hodnoty blízké kontrolní skupině. Vliv inhalace 
rozpustných a nerozpustných nanočástic olova se významně lišil, a to např. ve výskytu kolagenních 
vláken, proliferační aktivitě, množství progenitorových buněk a expresi některých molekul 
souvisejících s aktivitou imunitního systému. V budoucnu bude důležité se detailně zaměřit 
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na eliminační mechanismy, zejména pak na úlohu kmenových buněk, které mají mj. v medicíně velký 
potenciál. Dále bude nezbytné prohloubit znalosti efektů různých koncentrací NPs olova na cílové 
orgány v dlouhodobém měřítku. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

dusičnan olovnatý; nanočástice; inhalace; plíce; játra; imunitní odpověď; reparace; kmenové buňky  
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ABSTRACT 

Background. Nanoparticles with at least one dimension from 1 to 100 nm are a potential risk for all 
living organism from the very beginning of their life. However, with the gradual expansion of human 
society, especially increase of transport and industry, amount of nanoparticles is rapidly increasing 
in our environment, and nanoparticles represent a potentially higher risk. Despite its hundreds of 
thousands of years of known toxicity, lead has been widely used and it is produced in the form of 
nanoparticles by many industrial processes resulting in increasing lead concentrations in some 
agglomerations and industrial areas. Previous experiments analyzed the toxicity of lead nanoparticles 
in insoluble form. In recent project, we aim to determine the effect of soluble lead nanoparticles on the 
immune system and repair mechanisms following sub-chronic inhalation. 

Experimental design and utilized methods. The soluble lead nanoparticles in a form of lead II 
nitrate were generated in cooperation with Institute of Analytical Chemistry, Czech Academy 
of Sciences. Laboratory mice as model organisms were placed into a whole-body chamber, where 
they were exposed to nanoparticles for 6 and 11 weeks. Some animals were removed from the 
inhalation chamber after 6 weeks exposition and inhaled air without the nanoparticles for additional 
5 weeks. A control group of animals, which inhaled air without lead nanoparticles for 11 weeks were 
used for the comparison. Five animals were included in each experimental group. Target organs 
(lungs and liver) were weighed after their collection and further processed for histological analyses 
or were frozen for subsequent gene expression analyzes. To evaluate histopathological changes, 
routine as well as specific histological staining were used such as Hematoxylin-eosin, Toludine Blue, 
Sirius Red, Masson’s Green Trichrome. Moreover, we performed immunohistochemical labeling 
using markers CD68, MPO, SOX2, Nanog, and immunofluorescent detection with markers Ki67 and 
SOX9. To analyze gene expression changes, we selected several genes typical for tissue response to 
stress exposure: NFkB1, IL1-a, IL1-b, IL6, Sox2 a Sox9. 

Results. Inhalation of Pb(NO3)2NPs caused serious pathological changes within both lungs and liver. 
Reparative processes were detected in tissues, but a high individual variability was noted in all 
experimental groups. In some regions, we detected a fibrosis as a sign of an irreversible tissue 
damage. In lungs exposed to Pb(NO3)2NPs, the number of progenitor cells, pneumocytes type II, 
increased. Immune response was decreased after Pb(NO3)2NPs inhalation, which was confirmed by 
the analyses of selected immune cells and pro-inflammatory cytokines’ expression. Following 
Pb(NO3)2NPs inhalation, we found neutrophile granulocytes in the lung parenchyma, and the number 
of mast cell was increased. The expression of macrophage markers was decreased in liver as well as 
in lungs. 

Conclusions. After sub-chronic inhalation of Pb(NO3)2NPs, the microscopic structure of lungs and 
liver was altered. Enhanced proliferation activity and increased number of progenitor cells was not 
sufficient for effective tissue repair, which was verified by the findings of pulmonary and hepatic 
fibrosis also in an experimental group with long clearance period. Immune response was decreased 
after Pb(NO3)2NPs inhalation, however, the clearance period led to the return of investigated factors 
to values close to the control group. Inhalation of soluble and insoluble lead nanoparticles caused 
distinct effects on tissues including the occurrence of collagen fibers, proliferation activity, number 
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of progenitor cells, and in the expression of several markers typical for immune cells. In the future, it 
will be important to focus in detail on the elimination mechanisms of lead nanoparticles from cells 
and on the role of stem cells in reparative processes. Careful investigation of the effects of different 
concentrations of lead NPs in the long-term experiments will be also necessary. 

KEY WORDS 

lead II nitrate; nanoparticles; inhalation; lungs; liver; immune response; reparation; stem cells 

 



 8 

OBSAH 

1 Úvod ................................................................................................................................. 13 

2 Teoretická část ................................................................................................................ 14 

2.1 Nanočástice a jejich význam ..................................................................................... 14 

2.2 Využití olova v praxi ................................................................................................ 15 

2.3 Nanočástice olova a jejich toxicita ........................................................................... 16 

2.4 Cílové orgány exponované inhalovaným nanočásticím ........................................... 17 
2.4.1 Plíce (pulmones) ................................................................................................... 17 
2.4.2 Játra (hepar) .......................................................................................................... 21 

3 Cíle práce ......................................................................................................................... 24 

4 Praktická část .................................................................................................................. 25 

4.1 Modelový organismus ............................................................................................... 25 

4.2 Generování nanočástic .............................................................................................. 25 

4.3 Experimentální design .............................................................................................. 25 

4.4 Inhalace rozpustných nanočástic olova ..................................................................... 26 

4.5 Odběr a fixace vzorků ............................................................................................... 27 

4.6 Histologické zpracování ........................................................................................... 27 
4.6.1 Příprava a krájení parafinových řezů .................................................................... 27 
4.6.2 Histologická barvení ............................................................................................. 27 

4.7 Imunohistochemické metody .................................................................................... 30 
4.7.1 Použité markery .................................................................................................... 32 

4.8 Imunofluorescenční metody ..................................................................................... 33 
4.8.1 Použité markery .................................................................................................... 35 

4.9 Analýza genové exprese ........................................................................................... 35 
4.9.1 Izolace mRNA ...................................................................................................... 35 
4.9.2 Reverzní transkripce ............................................................................................. 36 
4.9.3 qPCR ..................................................................................................................... 36 
4.9.4 Markery použité pro analýzu genové exprese ...................................................... 37 

4.10 Statistické vyhodnocení provedených analýz ........................................................... 37 

5 Výsledky ........................................................................................................................... 38 

5.1 Změna hmotnosti cílových orgánů po inhalaci Pb(NO3)2NPs .................................. 39 

5.2 Histopatologické změny po inhalaci Pb(NO3)2NPs v cílových orgánech ................ 41 
5.2.1 Změny intenzity a rozsahu histopatologických změn v plicích ............................ 41 
5.2.2 Změny intenzity a rozsahu histopatologických změn v játrech ............................ 43 



 9 

5.3 Reparační procesy v cílových tkání po inhalaci Pb(NO3)2NPs ................................ 46 
5.3.1 Fibrotické změny v plicích a v játrech po inhalaci Pb(NO3)2NPs ........................ 46 
5.3.2 Změny počtu proliferujících buněk v obou cílových orgánech po inhalaci 
Pb(NO3)2NPs .................................................................................................................... 49 
5.3.3 Změny počtu progenitorových buněk po inhalaci Pb(NO3)2NPs ......................... 53 

5.4 Imunitní odpověď v plicích a játrech po inhalaci Pb(NO3)2NPs .............................. 59 
5.4.1 Imunitní odpověď plic po inhalaci Pb(NO3)2NPs ................................................. 59 
5.4.2 Imunitní odpověď jater po inhalaci Pb(NO3)2NPs ................................................ 65 

6 Diskuse ............................................................................................................................. 69 

6.1 Možnosti vstupu nanočástic do organismu ............................................................... 70 

6.2 Pozitivní účinky některých druhů nanočástic na živé organismy ............................. 71 

6.3 Patologické změny v plicích a v játrech ................................................................... 73 

6.4 Reparativní procesy a zachování homeostázy plic a jater ........................................ 75 

6.5 Imunitní odpověď plic a jater ................................................................................... 78 

7 Závěr ................................................................................................................................ 80 

8 Seznam obrázků .............................................................................................................. 81 

9 Seznam tabulek ............................................................................................................... 83 

10 Seznam použité literatury .......................................................................................... 85 

11 Seznam použitých internetových zdrojů ................................................................... 99 

P1: Detaily praktické části práce ......................................................................................... 103 

Charakteristika generovaných rozpustných nanočástic olova ............................................ 103 

Charakteristika experimentálních skupin ............................................................................ 103 
Kontrolní (ctr) skupina .................................................................................................... 103 
Pb(NO3)2NPs skupina ..................................................................................................... 103 
Pb(NO3)2NPs/CL skupina ............................................................................................... 103 

Vyhodnocení analýzy genové exprese ................................................................................ 103 

Nepárový Studentův t-test .................................................................................................. 104 

Přepočet počtu detekovaných buněk na 1 mm2 .................................................................. 104 

P2: Přílohy k výsledkům ...................................................................................................... 105 

Analýza hmotnosti cílových orgánů ................................................................................... 105 

Plíce…. ............................................................................................................................... 105 
Souhrn provedených analýz v plicích ............................................................................. 105 
Histopatologická analýza vzorků plic ............................................................................. 106 
Kvantifikace Ki67-pozitivních buněk v plicích .............................................................. 107 
Kvantifikace Nanog-pozitivních buněk v plicích ........................................................... 116 
Kvantifikace TB-pozitivních buněk v plicích ................................................................. 127 



 10 

Kvantifikace CD68-pozitivních buněk v plicích ............................................................ 129 

Játra…. ................................................................................................................................ 140 
Souhrn provedených analýzv játrech .............................................................................. 140 
Histopatologická analýza vzorků jater ............................................................................ 140 
Kvantifikace Ki67-pozitivních buněk v játrech .............................................................. 141 
Kvantifikace CD68-pozitivních buněk v játrech ............................................................ 152 

P3: Seznam použitého materiálu ......................................................................................... 159 

Seznam použitých chemikálií ............................................................................................. 159 

Seznam použitých roztoků .................................................................................................. 160 
Roztoky použité při histologických barveních ............................................................... 160 
Roztoky použité při imunohistochemických a imunofluorescenčních metodách .......... 160 

Seznam použitých kitů ........................................................................................................ 162 
Kity použité při imunohistochemických metodách ........................................................ 162 
Kity použité při imunofluorescenčních metodách .......................................................... 162 
Kity použité při analýze genové exprese ........................................................................ 162 

Seznam použitých protilátek ............................................................................................... 163 
Protilátky použité při imunohistochemických metodách ................................................ 163 
Protilátky použité při imunofluorescenčních metodách ................................................. 163 

Seznam použitých TaqMan ................................................................................................ 164 

Seznam použitých přístrojových pomůcek ......................................................................... 165 

Seznam použitých softwarů ................................................................................................ 166 

P4: Publikace ......................................................................................................................... 167 
 

 

  



 11 

SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

Ab – protilátka (Antibody) 
AbI – primární protilátka (Primary Antibody) 
AbII – sekundární protilátka (Secondary Antibody) 
ABC – avidin-biotinový komplex (Avidin Biotin Complex) 
AFLD – alkoholová tuková choroba jater (Alcoholic Fatty Liver Disease) 
Ag – antigen (Antigen) 
APAAP – alkalická fosfatáza-anti-alkalická fosfatáza (Alkaline Phosphatase Anti-Alkaline 
Phosphatase) 
ARDS – syndrom akutní dechové tísně (Acute Respiratory Distress Syndrome) 
AT2 – pneumocyty II. typu (Alveolar Type 2 Cells) 
CD68 – klastr diferenciace 68 (Cluster of Differentation 68) 
COPD – chronická obstrukční plicní nemoc (Chronic Obstructive Pulmonary Disease) 
ctr – kontrolní skupina (Control Group) 
cDNA – komplementární kyselina deoxyribonukleová (Complementary Deoxyribonucleic 
Acid) 
DAB – diaminobenzidin (Diaminobenzidine) 
DEPC voda – diethylpyrokarbonát voda (Diethyl Pyrocarbonate Water) 
DNA – deoxyribonukleová kyselina (Deoxyribonucleic Acid) 
ESF – Evropská vědecká agentura (The European Science Foundation) 
HE – hematoxylin-eosin (Hematoxylin-Eosin) 
IF – imunofluorescence (Immunofluorescence) 
Ig – imunoglobulin (Immunoglobulin) 
IgE – imunoglobulin E (Immunoglobulin E) 
IHC – imunohistochemie (Immunohistochemistry) 
IL1-a – interleukin 1-a(Interleukin 1-a) 
IL1-b – interleukin 1-b(Interleukin 1-b) 
IL2 – interleukin 2 (Interleukin 2) 
IL6 – interleukin 6 (Interleukin 6) 
MGT – Massonův zelený trichrom (Masson’s Green Trichrome) 
MPO – myeloperoxidáza (Myeloperoxidase) 
mRNA – mediátorová kyselina ribonukleová (Messenger Ribonucleic Acid) 
NAFLD – nealkoholická steatóza jater (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) 
NFkB1 – podjednotka 1 jaderného faktoru kappa B (Nuclear Factor Kappa B Subunit 1) 
NPs – nanočástice (Nanoparticles) 
OSHA – Správa bezpečnosti a ochrany zdraví při práci (Occupational Safety and Health 
Administration) 
PAP – peroxidáza-anti-peroxidázový komplex (Peroxidase Anti-Peroxidase Complex) 
Pb – olovo (Plumbum) 
Pb(NO3)2– dusičnan olovnatý (Lead II Nitrate) 
Pb(NO3)2NPs – nanočástice dusičnanu olovnatého (Lead II Nitrate Nanoparticles) 



 12 

Pb(NO3)2NPs/CL – nanočástice dusičnanu olovnatého/čistící se skupina (Lead II Nitrate 
Nanoparticles/Clearance Group) 
PbO – oxid olovnatý (Lead Oxide) 
PbONPs – nanočástice oxidu olovnatého (Lead Oxide Nanoparticles) 
PCNA – jaderný antigen proliferujících buněk (Proliferating Cell Nuclear Antigene) 
PCR – polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction) 
PM – hmota pevných a kapalných částic v ovzduší (Particulate Matter) 
qPCR – kvantitativní polymerázová řetězová reakce (Quantitative Polymerase Chain Reaction) 
RNA – ribonukleová kyselina (Ribonucleic Acid) 
SC – kmenové buňky (Stem Cells) 
SOX2 – Sex Determinant Region Y BOX 2 
SOX9 – Sex Determinant Region Y BOX 9 
SR – Sirius red (Sirius Red) 
TEM – transmisní elektronová mikroskopie (Transmission Electron Microscopy) 
TB – Toluidinová modř (Toluidine Blue) 
UV záření – ultrafialové záření (Ultraviolet Radiation) 
WHO – Světová zdravotnická organizace (World Health Organization)  



 13 

1 ÚVOD 

Toxicita olova je známá již od dob antiky a jeho účinky na živé organismy byly popsány 
v mnoha studiích. Byly provedeny studie, ve kterých bylo olovo v různých formách inhalováno, 
injektováno do organismu či přidáváno do potravy (Dumková a kol., 2017; Dumková a kol., 
2020a; Lebedová a kol., 2018; Sutunkova a kol., 2020; Minnema a Hammond, 1994; James 
a kol., 1985).  

Díky stále vzrůstajícímu znečištění ovzduší se inhalace částic velmi malých rozměrů stala 
v současnosti významným a diskutovaným tématem. Malé částice o velikosti v řádech mikro- 
a nano- metrů představují vážné riziko, protože se díky svým miniaturním rozměrům snadno 
dostanou do organismu, kde dokáží snadno pronikat přes plasmatické membrány a pomocí 
krevního oběhu se tak dostat do celého těla (Kreyling a kol., 2010; Dumková a kol., 2016; 
Schleh a kol., 2011). Právě nanočástice těžkých kovů, jako jsou např. olovo, kadmium nebo 
zinek, vyskytující se ve zvýšené koncentraci ve velkých městech a průmyslových oblastech, 
představují nemalé zdravotní riziko dnešní doby (Li a kol., 2013; Nováková, 2015; Querol 
a kol., 2007). 

V dříve provedených experimentech byly zkoumány účinky inhalace nanočástic oxidu 
olovnatého, tedy nerozpustných forem nanočástic olova na primární i sekundární orgány 
(Dumková a kol., 2017; Dumková a kol., 2020a). Olovo v rozpustné formě představuje zhruba 
třetinu celkového obsahu olova v ovzduší a účinky těchto rozpustných nanočástic olova 
na organismus dosud nebyly popsány. Pro náš inhalační experiment jsme proto vybrali 
nanočástice dusičnanu olovnatého, které se rozpustí ihned při interakci s povrchem sliznic 
(Coufalík a kol., 2016; Manousakas a kol., 2015; Mukhtar a Limbeck, 2013; URL  7). 

Tato práce je součástí projektu s názvem „Centrum toxických studií nanočástic“, na kterém 
spolupracuje Ústav živočišné fyziologie a genetiky Akademie věd České republiky, v.v.i., 
Ústav analytické chemie Akademie věd České republiky, v.v.i. a Ústav histologie 
a embryologie Lékařské fakulty Masarykovy univerzity v Brně. Projekt se zabývá toxickým 
vlivem inhalovaných aerosolů obsahujících kovové nanočástice na živé organismy. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Nanočástice a jejich význam 

Nanočástice (NPs) jsou částice s alespoň jedním rozměrem v rozmezí 1–100 nm (předpona 
nano vznikla z řeckého slova nanos, v překladu trpaslík). V přírodě se NPs vyskytují běžně 
a v poměrně velkém množství, např. jako aerosol mořské soli, produkt sopečných erupcí, 
z přírodních požárů, jako částice vzniklé zvětráváním v pouštních oblastech, či zvětráváním 
zeminy z polí aj. Zajímavým příkladem je produkce nanočástic uhlovodíků stromy, jejichž 
přítomnost ve vzduchu může tvořit viditelný namodralý opar (The Great Smoky Mountains, 
USA) (Jeevanandam a kol., 2018; URL 1) 

Částice s rozměry v řádech nanometrů mohou vznikat i lidskou činností. Můžeme je rozdělit 
do dvou kategorií: částice, které vznikly za konkrétním účelem, např. implementací do nějaké 
technologie, a částice, které vznikly jako vedlejší produkty průmyslových procesů. Obor, který 
se zabývá jejich generováním a použitím v technologiích a technologických postupech se 
nazývá nanotechnologie. Nanotechnologie má velký potenciál především ve zlepšování kvality 
ovzduší, vody a půdy, může významně přispět ke zlepšení kvality životního prostředí díky 
efektivnější detekci znečišťujících látek (Jeevanandam a kol., 2018). 

Mezi nejvýznamnější zdroj nežádoucích NPs vzniklých v důsledku lidské činnosti patří provoz 
vozidel s benzínovým a naftovým pohonem, který je původcem 90 % NPs uhlíku na Zemi. 
Dalším významným zdrojem NPs je spalování fosilních paliv v uhelných elektrárnách, 
svařování, rafinace a tavení rudy, demolice budov nebo třeba i kouření (Jeevanandam a kol., 
2018). 

Podle archeologických nálezů byly NPs využívány již starověkými civilizacemi. Byly nalezeny 
nádoby dekorované jílovým, později i kovovým práškem obsahující NPs, či keramické výrobky 
vyztužené nanovlákny. Lidé ve starověkém Egyptě dokázali pomocí chemických procesů 
syntetizovat nanočástice sulfidu olovnatého, který využívali k barvení vlasů. 
Ve 14. a 13. století př. n. l. uměli Egypťané a Mezopotámci využít kovové NPs ke zhotovení 
skla. Ve 4. století n. l. Římané vyráběli za pomoci NPs zlata dichroické sklo. Další významný 
zdokumentovaný posun nastal až v roce 1857, kdy Michael Faraday poprvé popsal 
přípravu NPs. Během druhé světové války pak byly generovány NPs oxidu křemičitého, jež se 
používaly jako náhrady sazí do pryžových výztuží. NPs jsou využívány ve velké míře i dnes, 
kdy se vyskytují v mnoha produktech denní potřeby: v krémech, v šampónech, v zubních 
pastách atd. (Jeevanandam a kol., 2018; Heiligtag a Niederberger, 2013). 

S vývojem společnosti a objevem nanotechnologie se množství nanočástic, především těch 
nežádoucích vzniklých v důsledku lidské činnosti, radikálně zvýšilo. Nanočástice představují 
vážné nebezpečí pro živé organismy, protože jejich vstup do organismu, především do dolních 
cest dýchacích je relativně snadný, a i nízké koncentrace mohou při dlouhodobé expozici 
způsobit fatální zdravotní komplikace (Bundschuh a kol, 2018; Jeevanandam a kol., 2018; 
Li a kol., 2013). 
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2.2 Využití olova v praxi 

Olovo (Pb – plumbum) je chemický prvek s atomovým číslem 82.  V periodické soustavě prvků 
se nachází ve skupině IV.A, v šesté periodě. Vyskytuje se s oxidačními čísly +2 a +4. Jedná se 
o měkký, světle šedý kov. Typickými vlastnostmi jsou kujnost, vysoká hustota, nízký bod tání 
a schopnost pohlcovat gama záření. Kvůli jeho toxicitě jej řadíme mezi těžké kovy (URL 2).  

Jako prvek se v přírodě olovo vyskytuje zřídka, najdeme ho především ve formě nerostů, 
například jako galenit (sulfid olovnatý; PbS), cerusit (uhličitan olovnatý; PbCO3) či anglesit 
(síran olovnatý; PbSO4) (URL 2). 

Znečištění olovem lze rozdělit na přírodní a nepřírodní. Přírodní znečištění může pocházet 
např. z lesních požárů nebo sopečných erupcí. Původcem nepřírodního znečišťování olovem je 
lidská aktivita, především pak doprava a průmysl včetně výroby baterií, zpracování kovů, 
spalování uhlí aj. (Zhang a kol., 2015; URL 3; URL 4). Rozpustné částice olova ve vzduchu 
tvoří více než třetinu celkového množství olovnatých částic ve vzduchu (Mukhtar a Limbeck, 
2013; Coufalík a kol., 2016; URL 3). 

Jedním z největších problémů novodobé historie, co se expozice olovu týče, je olovnatý benzín. 
Benzín s přidaným tetraethylolovem byl na trh poprvé uveden v roce 1923. I přes mnohá 
varování o negativním vlivu na lidské zdraví (negativní účinky olova na živé organismy jsou 
známé mnoho set let) byl olovnatý benzín dále produkován. V první polovině 70. let bylo 
tetraethylolovo přidáváno prakticky do všech druhů benzínu po celém světě. Četné studie 
poukazující na negativní účinky tetraethylolova či olova obecně na zdraví a dále pak i zjištění, 
že olovo ničí katalyzátory výfukových plynů u automobilů, přispěly k plošným zákazům 
produkce olovnatého benzínu v mnoha státech světa (Landrigan, 2002). 

Dnes je tetraethylolovo nahrazováno ferrocenem, avšak 20 % světové produkce benzínu olovo 
stále ještě obsahuje. Se zvyšující se frekvencí a dostupností letecké dopravy přibývá rovněž 
znečištění z leteckého olovnatého benzínu (Landrigan, 2002; Zhang a kol., 2015; URL 3; 
URL 4). 

Olovo se do lidského těla může dostat několika cestami, přičemž mezi ty hlavní patří inhalace 
a dále pak prostřednictvím dermálního a gastrointestinálního systému. Olovo se do trávicího 
traktu dostává konzumací kontaminované vody (např. olověné potrubí) či potravy. Nebezpečí 
představují i zemědělské plodiny, které mohou být kontaminovány již během pěstování (voda, 
půda) či během jejich transportu (kontejnery) (Zhang a kol., 2015; URL 2). 

Olovo bylo využíváno lidmi již ve starověku. Ve starověkém Římě byla z olova budována síť 
vodovodního potrubí, nádobí, mince atd., díky čemuž byly prokázány následky otravy olovem 
již v době Augusta Caesara (URL 2). 

Otrava olovem může způsobit neurologické, jaterní, renální, hematologické, imunitní, 
reprodukční, vývojové, gastrointestinální i kardiovaskulární obtíže. Náchylnější k výše 
uvedeným problémům, zejména k těm neurologického charakteru, jsou děti. Provedené studie 
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prokázaly nižší IQ, problémy s učením, delší reakční dobu, hyperaktivitu, problémy s chováním 
aj. U plodu může vést expozice olovu matkou k fatálnímu poškození nervové soustavy, 
k předčasnému porodu či dokonce k jeho letalitě (Zhang a kol., 2015). 

Olovo je i přes svoji stovky let známou toxicitu stále využíváno v relativně velké míře i dnes. 
V rámci světové zdravotnické organizace (WHO) byl stanoven limit olova v ovzduší 
na 0,5 µg/m3. V USA, v rámci ochrany pracovníků v kovodělném průmyslu, Occupational 
Safety and Health Administration (OSHA) stanovila limit expozice olova 
na průměrně 50 µg/m3 během osmihodinové směny (URL 5; URL 6). 

2.3 Nanočástice olova a jejich toxicita 

Nanočástice olova jsou důležitým elementem elektrochemického průmyslu, využívají se 
např. při výrobě fotocitlivých komponentů, optických zařízeních, polovodičů v LED diodách 
nebo při produkci mazacích olejů. Společně s novými možnostmi využití nanočástic olova 
v praxi, stoupá zároveň nebezpečí jejich působení na organismus a nebezpečí potenciální otravy 
olovem (Li a kol., 2013; Nováková, 2015).  

Nanočástice a obecně jakékoliv částice olova v ovzduší představují velký zdravotní problém. 
Nejvíce zasažena jsou velká města a průmyslové oblasti, přičemž ke zhoršení situace dochází 
během zimních období. Koncentrace PM10 (particulate matter – částice menší než 10 µm) částic 
olova v těchto oblastech přesahuje 100 µg/m3 (Querol a kol., 2007; Tan a kol., 2006). 

Také v Brně byla provedena studie zabývající se složením PM1 (particulate matter – částice 
menší než 1 µm). Největší zjištěná koncentrace těchto olovnatých částic byla naměřena v zimě 
roku 2009 – 0,265 µg/m3, i přesto však nepřesáhla stanovené limity WHO (Mikuška a kol., 
2020). 

Pro naši studii jsme vybrali nanočástice dusičnanu olovnatého. Dusičnan olovnatý [Pb(NO3)2] 
je anorganická sloučenina vyskytující se ve formě bezbarvé nebo bílé krystalické látky. Tato 
sloučenina byla produkována již od středověku, kdy sloužila jako základ pro barviva na textil. 
Kvůli toxicitě olova je jeho používání omezováno a tato sloučenina je postupně nahrazována 
jinými látkami (URL 7).  

Přestože utilizace dusičnanu olovnatého je dnes minimální, zvolili jsme jej pro jeho vysokou 
rozpustnost – nanočástice dusičnanu olovnatého se ihned při interakci s povrchem sliznice 
rozpustí. Olovo ve formách rozpustných ve vodě totiž dle některých studií tvoří více než třetinu 
olovnatých částic v ovzduší. Dále jsme mohli porovnat vliv inhalace rozpustných nanočástic 
olova na cílové orgány s efektem inhalace nerozpustných nanočástic ve formě oxidu 
olovnatého (PbO) (Coufalík a kol., 2016; Manousakas a kol., 2015; Mukhtar a Limbeck, 
2013; URL 7). 
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2.4 Cílové orgány exponované inhalovaným nanočásticím 

Orgány, na které se tato práce zaměřuje, jsou plíce a játra. Plíce představují primární orgán, 
jelikož s generovanými nanočásticemi dusičnanu olovnatého byly v přímém kontaktu a játra 
jsou pak sekundárním orgánem, který slouží jako tkáň podílející se významně na detoxikaci. 
Z dříve provedených studií je známo, že se inhalované nanočástice šíří pomocí krevního oběhu 
do celého těla (Dumková a kol., 2017; Dumková a kol., 2020a; Lebedová a kol., 2018), a proto 
jsme do naší studie zařadili i tento sekundární orgán. 

2.4.1 Plíce (pulmones) 

Plíce (pulmones) jsou párový elastický orgán, který je součástí respiračního aparátu, jenž 
zajišťuje výměnu krevních plynů mezi krví a vzduchem. V dutině hrudní (cavum thoracis) 
zaujímají plíce nejvíce místa, celková kapacita myších plic dosahuje objemu okolo 1 ml. Povrch 
plic je pokryt poplicnicí (pleura visceralis), dutina hrudníku je zevnitř pokryta pohrudnicí 
(pleura parientalis), tyto serózní blány se spojují v plicní brance (hilus pulmonis), kde zároveň 
do plic vstupují průdušky (bronchi), nervy, krevní a mízní cévy. Prostor mezi poplicnicí 
a pohrudnicí se nazývá pohrudniční dutina (cavum pleurae) a je vyplněna tekutinou (Balko 
a kol., 2017; Ruberte a kol., 2017).  

Stejně jako levá lidská plíce je i myší levá plíce (pulmo sinister) menší než pravá. Na rozdíl 
od člověka, jehož levá plíce se dělí na dva laloky, je ale levá myší plíce jednolaločná. Pravá 
myší plíce (pulmo dexter) se dělí na čtyři laloky: lobus cranialis, lobus medius, lobus caudalis, 
lobus accessorius, zatímco pravou lidskou plíci tvoří celkem tři laloky. V plicích nalezneme 
dva krevní oběhy: funkční (vasa publica), jehož účelem je přívod krve pro výměnu plynů 
a odvod okysličené krve do srdce, a nutritivní (vasa privata), který má za úkol vyživovat 
průduškové a plicní tkáně (Ruberte a kol., 2017; Harkema a kol., 2012). 

2.4.1.1 Průduškový strom (arbor bronchalis) 
Průduškový strom začíná rozdvojením průdušnice (trachea) na levou a pravou hlavní průdušku 
(bronchi principales). Hlavní průdušky se rozdělují do lalokových průdušek (bronchi lobares), 
přivádějících vzduch do jednotlivých plicních laloků (viz výše). Lalokové průdušky se dělí dále 
na segmentové průdušky (bronchi segmentales), které se rozdělí na průdušinky (bronchioli), 
tvořící další úrovně rozvětvení až do konce průduškového stromu. Průduškový strom končí 
koncovými průdušinkami (bronchioli terminales) (Balko a kol., 2017).

2.4.1.2 Sklípkový strom (arbor alveolaris) 
Sklípkový strom lidských plic začíná dýchacími průdušinkami (bronchioli respiratorii), které 
se dále větví do sklípkových chodbiček. Myš ale dýchací průdušinky nemá, koncové 
průdušinky se větví přímo do sklípkových chodbiček (ductus alveolares), jež se otevírají 
do sklípkových váčků (sacculi alveolares). Terminální jednotkou plic jsou plicní sklípky 
(alveoli pulmonis) (Balko a kol., 2017; Ruperte a kol., 2017). 
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2.4.1.3 Mikroskopická stavba plic 
 

 

Obrázek 1. Schéma epitelů plicní tkáně (upraveno podle Wong a kol., 2009 a Balko a kol., 2017). V plicích 
se vyskytují čtyři základní uspořádání epitelu. Víceřadý cylindrický epitel s řasinkami se nachází 
v průduškách a skládá se z bazálních, pohárkových, serózních, řasinkových a kyjovitých buněk. 
Jednovrstevný kubický epitel s řasinkami, tvořený kyjovitými buňkami, buňkami DNES, CCSP 
a řasinkovými buňkami, s postupným rozvětvováním průduškového stromu nahrazuje víceřadý cylindrický 
epitel.  Najdeme jej na úrovni bronchiolů. Jednovrstevný nízce cylindrický až kubický epitel s řasinkami se 
nachází v dýchacích průdušinkách, které ale myš, modelový organismus této práce, nemá. Je tvořen 
bronchialveolárními kmenovými buňkami (SC – stem cells) a buňkami CCSP (subpopulací kyjovitých 
buněk). Jednovrstevný plochý epitel, také známý pod názvem respirační epitel, je terminální mikroskopickou 
jednotkou plic, ve které probíhá samotná výměna plynů. Nachází se v alveolárním stromě a jeho součástí 
jsou pneumocyty I. a II. typu, endotelové buňky a makrofágy. 

Stavba průdušek je téměř identická se stavbou průdušnice, liší se tvarem a velikostí chrupavek. 
Hyalinní chrupavka v průdušnici tvoří neúplné prstence, v průduškách (obr. 3D) se tyto neúplné 
prstence (obr. 2) zmenšují a s pokračujícím rozvětvováním se podíl chrupavky snižuje, tvoří 
pouze ostrůvky a postupně je nahrazována hladkou svalovinou, umožňující snadné roztažení 
a stažení při nádechu a výdechu. Vnější vrstvou průdušek je adventicie (tunica adventitia) 
(obr. 3D), spojující průdušky s okolní plicní tkání. Vnitřní vrstvu průdušek pokrývá víceřadý 
cylindrický epitel tvořený serózními, bazálními, řasinkovými, pohárkovými a kyjovitými 
buňkami (obr. 1) (Balko a kol., 2017; Denney a Ho, 2018; Kobayashi a Tata, 2018; McInnes, 
2014; Ruperte a kol., 2017; Wong a kol., 2009). 
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Obrázek 2. Podkovovitá chrupavka v průdušce 
vyšší úrovně. b – průduška (bronchus); 
le – epitelová vrstva (lamina epithelialis); 
lpm – vrstva z řídkého kolagenního vaziva 
(lamina propria mucosae); ta – adventicie (tunica 
adventitia); tc – hyalinní chrupavka (textus 
cartilagenius). Měřítko 100 μm. Obarveno 
pomocí Sirius Red (SR). Kolagenní vazivo je 
vizualizováno červeno-růžově, chrupavka je 
zabarvena světle modře, ostatní struktury jsou 
tmavě modré.

Průdušinky (obr. 3E) se skládají z obdobných vrstev jako průdušky, ale neobsahují hyalinní 
chrupavku, kolagenní vazivo a hladká svalovina se vyskytuje ve větší míře, stavba epitelu je 
rovněž odlišná – v průdušinkách nalezneme jednovrstevný kubický epitel s řasinkami, tvořený 
řasinkovými, kyjovitými, CCSP a DNES buňkami (obr. 1) (Balko a kol., 2017; Denney a Ho, 
2018; Kobayashi a Tata, 2018; McInnes, 2014; Ruperte a kol., 2017; Wong a kol., 2009). 

Dýchací průdušinky, které u myši nejsou vyvinuty, jsou součástí alveolárního stromu. Stavbu 
podobnou průdušinkám narušují místy se vyklenující plicní sklípky. Jednovrstevný nízce 
cylindrický až kubický epitel s řasinkami je tvořen především bronchioalveolárními 
kmenovými buňkami (SC) a CCSP buňkami, řasinek postupně s rozvětvováním ubývá (obr. 1). 
Lamina propria mucosae je složena především z řídkého kolagenního vaziva, hladká svalovina 
se vyskytuje spíše ojediněle (Balko a kol., 2017; Denney a Ho, 2018; Kobayashi a Tata, 2018; 
Wong a kol., 2009). 

Plicní sklípky jsou tvořeny jednovrstevným plochým epitelem (známý také jako respirační 
epitel) (obr. 1, obr. 3C). Respirační epitel je tvořen pneumocyty I. a II. typu. Pneumocyty I. typu 
zajišťují společně s hustou sítí vlásečnic výměnu kyslíku a oxidu uhličitého při dýchání 
(obr. 3C – p1, p2), pneumocyty II. typu vylučují látky, jež jsou součástí surfaktantu, sloučeniny 
ovlivňující povrchové napětí plicních sklípků. Mezi sklípkové přepážky (septa 
interalveolariea) oddělují epitel jednotlivých plicních sklípků. Pro vyrovnání tlaku jsou plicní 
sklípky propojeny Kohnovými póry (pori septales) (Balko a kol., 2017; Denney a Ho, 2018; 
Kobayashi a Tata, 2018; Wong a kol., 2009). 
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Obrázek 3. Mikroskopická stavba plic. A – Průduška (bI) obklopená sítí sklípkových chodbiček, váčků 
a plicních sklípků (B, ap). Obarveno pomocí Hematoxylinu-eosinu (HE). Jádra jsou zabarvena fialově, 
cytoplasma růžově. B – Průdušinky (bII); céva (v), ve které vidíme neutrofilní granulocyty (n). Obarveno 
pomocí Hematoxylinu-eosinu (HE). Jádra jsou zabarvena fialově, cytoplasma růžově. C – Sklípkové 
chodbičky (da) přecházejí do plicních sklípků (ap). Mezi plicními sklípky probíhá hustá síť vlásečnic (v), 
která zajišťuje, společně s pneumocyty I. typu (p1), výměnu plynů při dýchání. Na snímku můžeme 
ve vlásečnicích pozorovat červené krvinky (e), dále můžeme pozorovat také pneumocyty II. typu (p2). 
Obarveno pomocí Hematoxylinu-eosinu (HE). Jádra jsou zabarvena fialově, cytoplasma růžově. Erytrocyty 
v cévě jsou zbarveny červeně. D – Epitelovou vrstvu (le) průdušek (bI) tvoří víceřadý cylindrický epitel, 
jehož součástí je velké množství pohárkových a řasinkových buněk. Dále se zde nachází vrstva řídkého 
kolagenního vaziva a hladké svaloviny (lpm). Průdušky jsou vyztuženy hyalinní chrupavkou (tc). Tyto vrstvy 
spojuje s okolní tkání adventicie (ta). E – Epitelová vrstva (le) průdušinek (bII) je tvořena jednovrstevným 
kubickým epitelem s typickými kyjovitými buňkami. Vrstva hladké svaloviny a řídkého kolagenního vaziva 
(lpm) je výrazná. Vrstva adventicie (ta) spojuje s okolní tkání. Obarveno pomocí Massonova zeleného 
trichromu (MGT). Kolagenní vazivo je zbarveno zeleně, hladká svalovina červeně, buněčná jádra 
a cytoplasma jsou vizualizována hnědě. F – V plicích se často vyskytují makrofágy (m; detail ve výřezu, 
měřítko – 10 μm). Makrofágy detekovány pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické metody 
a klastru diferenciace 68 (CD68) a jsou obarveny hnědě. Negativní jádra jsou modrá, obarvena 
hematoxylinem. ap – plicní sklípky (alveoli pulmonis); bI – průdušky (bronchi); bII – průdušinky 
(bronchioli); da – sklípkové chodbičky (ductus alveolares); e – červená krvinka (erythrocytus); 
le – epitelová vrstva (lamina epithelialis); lpm – vrstva z řídkého kolagenního vaziva (lamina propria 
mucosae); m – makrofágy (macrophagus); n – neutrofilní granulocyt (neutrophil); p1 – pneumocyty I. typu; 
p2 – pneumocyty II. typu; ta – adventicie (tunica adventitia); tc – hyalinní chrupavka (textus cartilagenius); 
v – sinusoida (vas capillare). Měřítko – 100 μm, měřítko výřezu – 10 μm. 

2.4.1.4 Kmenové/progenitorové buňky v plicích dospělých jedinců 
Úlohou kmenových/progenitorových buněk (SC) je nahrazování starých či poškozených 
plicních buněk pro udržení fyziologické struktury tkání (URL 8). 
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V plicích se nachází dva typy těchto buněk, přičemž jeden typ se vyskytuje v alveolárních 
oblastech (oblasti, kde probíhá výměna plynů při dýchání), druhý se nachází v oblastech 
bronchiálních. Mezi SC plic patří bronchiální bazální buňky, kyjovité buňky, buňky DNES 
a pneumocyty II. typu (Balko a kol., 2017; URL 8). 

2.4.2 Játra (hepar) 

Játra (hepar) jsou součástí trávicího traktu. Nachází se pod pravou brániční klenbou, jsou 
částečně chráněna žebry. Na povrchu jsou kryta pobřišnicí, s bránicí jsou spojena vazem. 
Pod serózou se nachází vazivové Glissonovo pouzdro (capsula fibrosa hepatis Glissoni), jehož 
trámce pronikají do jaterního parenchymu. Cévy, nervy a žlučovody do jater vstupují 
a vystupují jaterní brankou (porta hepatis). Jedná se o největší žlázu lidského těla. Funkcí jater 
je syntéza většiny bílkovin krevní plazmy, skladování vitaminů rozpustných v tucích (A, D, E, 
K) a železa, biotransformace odpadních látek metabolismu a xenobiotik, metabolismus cukrů, 
tuků i proteinů, tvorba žluči aj. (Balko a kol., 2017; Harkema a kol., 2012; Ruperte a kol., 
2017). 

Stejně jako člověk má i myš játra rozdělena na 4 laloky: 2 větší – pravý (lobus dexter) a levý 
(lobus sinister) a dva menší – ocasatý (lobus caudatus) a čtyřhranný (lobus quadratus). 
Na rozdíl od člověka jsou ale tyto laloky dále rozděleny: levý a pravý se dělí na mediální 
a laterální, z ocasatého laloku vybíhá processus papillaris a processus caudatus. Nejmenší 
čtyřhranný lalok není nijak dále rozdělen. V játrech, podobně jako v plicích, nalezneme 
dva krevní oběhy: funkční (vasa publica) a nutritivní (vasa privata) (Balko a kol., 2017; 
Harkema a kol., 2012; Ruperte a kol., 2017). 

2.4.2.1 Mikroskopická stavba jater 
Játra jsou tvořena z velké části jaterními buňkami. Hepatocyt je buňka polygonálního tvaru, 
s jedním či dvěma velkými kulatými jádry v centru buňky. V játrech jsou dále Kupfferovy 
buňky (jaterní makrofágy) (obr. 4E) či Itoovy buňky (Balko a kol., 2017). 
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Obrázek 4. Mikroskopická stavba jater. A – V játrech se nachází hustá síť cév (vs). Stavba myších jater se 
od jiných živočichů liší tím, že klasický lalůček není jasně definován (např. vazivem). Vrcholy klasického 
lalůčku tvoří portální triády (th). Obarveno pomocí Hematoxylinu-eosinu (HE). Jádra jsou zabarvena fialově, 
cytoplasma růžově. B – Centrální žíla (vc). Hepatocyty (h) jsou uloženy v trámcích, mezi kterými probíhají 
jaterní sinusoidy (vs). Obarveno pomocí Hematoxylinu-eosinu (HE). Jádra jsou zabarvena fialově, 
cytoplasma růžově. C – V cévě vidíme červené krvinky (e) (detail ve výřezu vlevo, měřítko – 10 μm) 
a neutrofilní granulocyty (n) (detail ve výřezu vpravo, měřítko – 10 μm). Obarveno pomocí Hematoxylinu-
eosinu (HE). Jádra jsou zabarvena fialově, cytoplasma růžově. D – Portobiliární prostor (trias hepatica) se 
skládá z interlobulární žíly (vi), interlobulární tepny (ai) a interlobulárního žlučovodu (dbi). Obarveno 
pomocí Sirius Red (SR). Kolagenní vazivo je zbarveno červeno-růžově, chrupavka světle modře, ostatní 
struktury jsou tmavě modré. E – Jaterní makrofágy (m) se nazývají Kupfferovy buňky (detail ve výřezu, 
měřítko – 10 μm). Kupfferovy buňky byly vizualizovány pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické 
metody hnědě, jako marker byl použit CD68. Negativní jádra byla obarvena pomocí Hematoxylinu modře. 
ai – interlobulární tepna (arteria interlobularis); dbi – interlobulární žlučovod (ductus bilifer interlobularis); 
e – červená krvinka (erythrocytus); h – hepatocyt (hepatocito); m – Kupfferova buňka (macrophagus); 
n – neutrofilní granulocyt (neutrophil); th – portobiliární prostor (trias hepatica); vc – centrální žíla (vena 
centralis); vi – interlobulární žíla (vena interlobularis); vs – sinusoida (vas capillare). Měřítko – 100 μm, 
měřítko výřezů – 10 μm. 
 
Základní morfologickou jednotkou jater je jaterní lalůček (lobulus hepaticus classicus) 
(obr. 5A). Má tvar pravidelného šestiúhelníku. V jeho středu se nachází centrální žíla (vena 
centralis), do které teče krev ze sinusoid probíhajících podél hepatocytů, které jsou uspořádány 
do trámců směřujících od centrální žíly k okrajům lalůčku. Mezi sinusoidami a jednotlivými 
trámci hepatocytů najdeme Disseho prostor (spatium perisinusoideum). Obráceným směrem 
teče ve žlučových vlásečnicích žluč. Na vrcholech šestiúhelníku se nachází portobiliární 
vazivový prostor (trias hepatica) s trojicí struktur, které tvoří interlobulární tepna (arteria 
interlobularis), interlobulární žíla (vena interlobularis) a interlobulárním žlučovod (ductus 
bilifer interlobularis) (Balko a kol., 2017). 
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Portální lalůček (lobulus portalis) (obr. 5B) je základní oběhovou jednotkou jater. Má tvar 
trojúhelníku, jehož vrcholy tvoří centrální žíly tří sousedících klasických lalůčků a v jehož 
středu se nachází portální triáda (Balko a kol., 2017). 

Jaterní acinus (acinus hepaticus) (obr. 5C) tvoří základní funkční jednotku jater. Má tvar 
kosočtverce, jehož vrcholy tvoří dvě portální triády a dvě centrální žíly. Tkáň této jednotky lze 
rozdělit do tří kategorií podle obsahu krve. Krev s nejvyšším množstvím kyslíku, živin 
a vstřebaným obsahem xenobiotik se nachází v krátké úhlopříčce, mezi portálními triádami, 
tvoří zónu I. Krev s nejnižším obsahem kyslíku, živin a xenobiotik se nachází na vrcholech 
krátké úhlopříčky, centrálních žil a tvoří zónu III. Zóna II. je přechodem první a třetí zóny 
(Balko a kol., 2017). 

 

Obrázek 5. Jaterní lalůčky (upraveno dle Balko a kol., 2017). A – Klasický lalůček (lobulus hepaticus 
classicus) (červeně vyznačeno), má tvar šestiúhelníku. Jeho vrcholy tvoří portobiliární prostor (th), v jeho 
středu se nachází centrální žíla (vc). Krev teče podél jednotlivých hepatocytů. B – Portální lalůček (lobulus 
portalis) (červeně vyznačeno) má tvar trojúhelníku, jeho vrcholy tvoří centrální žíly sousedících klasických 
lalůčků. Směr proudu krve je vyznačen fialově. C – Jaterní acinus (acinus hepaticus) (červeně vyznačeno) 
má na průřezu tvar kosočtverce, jehož vrcholy jsou dvě centrální žíly a dvě portální triády. Podle vlastností 
krve se jaterní acinus dělí na 3 zóny, ve schématu jsou vyznačeny zóna I (z1) a zóna III (z3), zóna II tvoří 
přechod mezi zónou I a III a nemá pevné hranice. Směr proudu krve je vyznačen fialovými šipkami. 
th – portální triáda (trias hepatica); vc – centrální žíla (vena centralis); z1 – zóna I v jaterním acinu; 
z3 – zóna III v jaterním acinu. 
  

2.4.2.2 Kmenové/progenitorové buňky v játrech dospělých jedinců 
Kmenové/progenitorové buňky v játrech dospělých jedinců nebyly ještě detailně prozkoumány, 
ale důkaz o jejich přítomnosti existuje (Lagasse, 2007). 

Ve studiích, kde byla játra modelových organismů poškozena a proliferační aktivita hepatocytů 
byla zastavena, byla detekována proliferace oválných buněk (oval cells). Jedná se o buňky 
oválného tvaru, které se diferencují v hepatocyty a nahrazují ztrátu či poškození jaterního 
parenchymu. Další experimenty prokázaly, že původ oválných buněk je v epitelu žlučovodu 
(Lagasse, 2007). 

Za zdroj oválných buněk jsou považovány buňky nacházející se v tzv. Herringově kanálku, což 
je struktura, která spojuje intralobulární žlučovody, probíhající uvnitř jednotlivých trámců, 
s interlobulárními žlučovody, probíhajícími v portobiliárních prostorech (Lagasse, 2007). 
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3 CÍLE PRÁCE 

Cílem této práce je posoudit vliv inhalace rozpustných nanočástic olova na mikroskopickou 
stavbu cílových orgánů (plic a jater), na jejich imunitní odpověď a následnou reparaci. 

Dále byly stanoveny tyto dílčí cíle:  

• provedení histopatologické analýzy cílových orgánů 
• detekce kolagenních vláken v cílových orgánech 
• určení úrovně proliferační aktivity cílových orgánů 
• stanovení počtu a genové exprese vybraných markerů progenitorových buněk 

v cílových orgánech 
• analýza imunitní odpovědi plic a jater 
• určení exprese vybraných imunitních buněk 
• determinace změn genové exprese vybraných prozánětlivých cytokinů a transkripčního 

faktoru NFkB1 souvisejících s imunitní odpovědí cílových orgánů 
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4 PRAKTICKÁ ČÁST 

4.1 Modelový organismus 

Modelovým organismem pro provedené experimenty byly samice myši laboratorní ICR (CD-
1) (outbrední linie), s průměrnou hmotností do 24 g, 6–8 týdnů staré. 

Veškeré experimenty byly provedeny v souladu s etickým zákonem Ústavu živočišné 
fyziologie a genetiky AVČR, v.v.i. a se schválením komise pro laboratorní zvířata 
(no.  81/2010; 29. 3. 2010). 

4.2 Generování nanočástic 

Generování Pb(NO3)2NPs probíhalo ve spolupráci s Ústavem analytické chemie AVČR, v.v.i. 

Nanočástice byly kontinuálně generovány pneumatickou atomizací 4mM roztoku dusičnanu 
olovnatého v nebulizátoru in situ. Generovaný roztok byl následně v sušicí komoře smíchán 
s filtrovaný vzduchem. Nakonec byly generované nanočástice dusičnanu olovnatého zředěny 
proudem vzduchu. Průměrná hmotnostní koncentrace byla stanovena na 68,6 µg/m3 (P1). 

4.3 Experimentální design 

Pro experiment byly použity tři skupiny po pěti jedincích; jedna kontrolní (dále označována 
jako skupina ctr) a dvě exponované. Exponovaná skupina č. 1 [dále označována jako skupina 
Pb(NO3)2NPs] inhalovala rozpustnou formu nanočástic olova [Pb(NO3)2NPs] po dobu 
11 týdnů, 24 hodin denně, 7 dní v týdnu. Exponovaná skupina č. 2 [dále označována jako 
skupina Pb(NO3)2NPs/CL] inhalovala Pb(NO3)2NPs po dobu 6 týdnů, 24 hodin denně, 7 dní 
v týdnu, poté 5 týdnů vzduch bez obsahu generovaných Pb(NO3)2NPs. Kontrolní skupina myší 
inhalovala 11 týdnů vzduch bez generovaných nanočástic (obr. 6). 
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Obrázek 6. Experimentální design. Inhalace proběhla u tří skupin po pěti modelových jedincích. Kontrolní 
skupina inhalovala po dobu jedenácti týdnů vzduch bez generovaných nanočástic. Ve výsledcích 
provedených analýz je tato skupina označována bílým vzorem. Pb(NO3)2NPs skupina inhalovala po dobu 
jedenácti týdnů vzduch s obsahem generovaných nanočástic. Ve výsledcích provedených analýz je tato 
skupina označována křížkovým vzorem. Pb(NO3)2NPs/CL, skupina s eliminačním obdobím,inhalovala 
po dobu šesti týdnů vzduch s obsahem generovaných nanočástic a následně pět týdnů vzduch 
bez generovaných nanočástic (na časové ose je bod oddělující inhalaci vzduchu s generovanými 
nanočásticemi vyznačen červeně). Pb(NO3)2NPs/CL skupina je ve výsledcích provedených analýz 
označována vzorem s pruhy v šikmém směru. 

4.4 Inhalace rozpustných nanočástic olova 

Týden před začátkem experimentů byli všichni jedinci ponecháni v laboratorních podmínkách 
za účelem aklimatizace. Po celou dobu inhalací bylo jedincům poskytováno krmivo a voda 
ad libitum. 

Obě experimentální skupiny a kontrolní skupina byly umístěny do inhalační komory 
s inhalačními klecemi (obr. 7) se stálými podmínkami prostředí (udržovanými pomocí 
klimatizace), které byly nepřetržitě monitorovány. V inhalační komoře bylo 12 hodin světlo 
a 12 hodin tma. Zdravotní stav a chování jedinců byly kontrolovány pomocí kamerového 
systému.  

 

Obrázek 7. Inhalační komora s inhalačními klecemi (foto Eva Svozilová, DiS., Ústav analytické chemie, 
AV ČR, v.v.i.) 
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4.5 Odběr a fixace vzorků 

Po skončení inhalací byli všichni jedinci usmrceni pomocí cervikální dislokace v souladu 
s projektem pokusů a zákona 214/2011 dle vyhlášky č. 207/2004 Sb., o ochraně, chovu a využití 
pokusných zvířat. Z každého jedince byly vypreparovány cílové orgány: plíce a játra. 

Cílové orgány byly zváženy a následně byly vzorky: 

1. Určené pro histologické zpracování umístěny do 10% paraformaldehydu a následně 
skladovány při teplotě 4 °C. 

2. Určené pro analýzu genové exprese umístěny do tekutého dusíku a následně skladovány 
při teplotě -80 °C. 

4.6 Histologické zpracování 

Vzorky určené pro histologické zpracování byly následně po dobu 2 hodin promývány ve vodní 
lázni. Dalším krokem byly lázně ve vzestupné alkoholové řadě (30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 85 %, 
90 %, 95 %, 100 %), kde byly vzorky v každém roztoku ponechány po dobu dvou hodin. 
Následovaly tři lázně v xylenu po dvou hodinách pro projasnění. Nakonec byly vzorky třikrát 
prosyceny dvouhodinovými parafinovými lázněmi.  

4.6.1 Příprava a krájení parafinových řezů 

Správně orientované vzorky byly následně zality do parafinu o teplotě 56 °C. Po zatuhnutí 
(24 h) byl z parafinových bločků odstraněn přebytečný parafin tak, aby vznikl rovnoramenný 
lichoběžník s cílovým orgánem uprostřed a na rotačním mikrotomu byly nakrájeny řezy silné 
5 µm. Nakrájené řezy byly poté napnuty na vodní hladině při teplotě 39 °C a umístěny 
na podložní sklíčka. Sklíčka byla nejprve umístěna na horké desce při teplotě 38 °C, poté 
přes noc v termostatu (37 °C). Takto připravené vzorky byly skladovány při teplotě 4 °C 
a následně dále zpracovávány (histologická barvení, imunohistochemické 
a imunofluorescenční metody). 

4.6.2 Histologická barvení 

Histologická barvení byla využita pro rozlišení jednotlivých tkáňových komponent, přičemž 
jsme zapojili detekci přehlednými a specifickými barveními (Balko a kol., 2017; URL 9). 
Zatímco nám přehledná histologická barvení umožnila souhrnně obarvit celou tkáň, díky 
specifickým histologickým barvením bylo možné vizualizovat jednotlivé struktury.  

4.6.2.1 Hematoxylin-eosin 
Toto barvení využívá dvě chemické látky: hematoxylin a eosin, kde hematoxylin obarvil fialově 
kyselé (basofilní) struktury jako jsou např. buněčná jádra a organely obsahující RNA a eosin 
růžově barvil zásadité (acidofilní) struktury, tedy např. cytoplasmu či buněčné stěny (URL 10). 
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Postup: Vzorky odparafinujeme pomocí dvou lázní v xylenu po 10 minutách. Následují 
dvě lázně v 96% alkoholu pro zavodnění tkáně, opět po 10 minutách. Poté barvíme Mayerovým 
hematoxylinem (P3) kyselé nebo bazofilní struktury 5 minut, následně opláchneme v teplé vodě 
a vzorky v ní necháme 5 minut modrat. Dále barvíme zásadité struktury 3 minuty v eosinu (P3), 
poté vzorky opláchneme ve studené vodě. Následují opět dvě desetiminutové lázně 
v 96% alkoholu pro odvodnění tkáně, oplach v xylenu a dvě lázně xylenu po 10 minutách 
pro projasnění. Nakonec vzorky zamontujeme. Výsledkem je modrofialové zbarvení kyselých 
a bazofilních tkání a růžovočervené zbarvení zásaditých a acidofilních tkání (obr. 8). 

 

 

Obrázek 8. Histologické barvení Hematoxylin-
eosin. a – Kyselé (bazofilní struktury) jsou 
fialové, obarvené Mayerovým hematoxylinem. 
b – Zásadité (acidofilní) struktury jsou růžové, 
obarvené eosinem. Měřítko – 100 μm. 

 

4.6.2.2 Toluidinová modř 
Toluidinová modř (TB) je bazické barvivo, které jsme využili pro detekci mastocytů (URL 9; 
URL 11).  

Postup: Vzorky odparafinujeme ve dvou xylenových lázních po 10 minutách. Následně 
zavodníme tkáň pomocí sestupné alkoholové řady (100 %, 96 %, 70 %) a opláchneme 
v destilované vodě, každá lázeň po 5 minutách. Následuje lázeň v Toluidine Blue Working 
Solution (P3). Poté odvodníme tkáň dvěma rychlými oplachy v 96% a 100% alkoholu, 
projasníme ve dvou xylenových lázních a zamontujeme. Výsledkem je tmavě modré zabarvení 
žírných buněk a světle modré zbarvení jader (obr. 9). 

 

 

Obrázek 9. Specifické histologické barvení 
Toluidinová modř. a – buněčná jádra jsou 
obarvena světle modře, b – žírné buňky (detail; 
měřítko – 10 μm) jsou obarveny tmavě modře. 
Měřítko – 100 μm, měřítko detailu – 10 μm. 

 

4.6.2.3 Massonův zelený trichrom 
Trichromová barvení jsou tvořena kombinací tří barev, přičemž v případě námi používaného 
Massonova zeleného trichromu (MGT) jsme jej využili pro obarvení kolagenních vláken 
v zeleném odstínu (URL 9). 
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Postup: Vzorky odparafinujeme ve dvou xylenových lázních po deseti minutách. Poté vzorky 
zavodníme ve dvou lázních v 96% alkoholu po deseti minutách. Následuje lázeň ve Weigertově 
hematoxylinu (tvořen reagencií A a B v poměru 1:1; P3), jenž obarví hnědě jádra. Vzorky 
rychle opláchneme v kyselém ethanolu (96% ethanol se třemi kapkami 36% kyseliny 
chlorovodíkové) a poté 5 minut ve vodě. Následuje barvení kyselým fuchsinem, trvající 
5 minut, který obarví červeně svalovinu. Následně vzorky oplachujeme 10 sekund 
v 1% kyselině fosfowolframové. Pro obarvení kolagenních vláken použijeme roztok světlé 
zeleně, ve kterém vzorky inkubujeme 6 minut. Nakonec vzorky opláchneme ve vodě, 
po uschnutí zamontujeme. Výsledkem je hnědé zbarvení buněčných jader a cytoplasmy, 
červené zbarvení hladké svaloviny a zelené zbarvení kolagenních vláken (obr. 10).

 
 

Obrázek 10. Specifické histologické barvení 
Massonův zelený trichrom. a – hnědé zbarvení 
buněčných jader a cytoplasmy. b – červené 
zbarvení hladké svaloviny. c – zelené zbarvení 
kolagenních vláken. Měřítko – 100 μm. 

 

 

4.6.2.4 Sirius red 
Sirius red (SR) je histologické barvení, které jsme použili pro přesnější detekci kolagenních 
vláken, které se barví červeně, zatímco buněčná jádra jsou tmavě modrého zabarvení.  

Postup: Vzorky odparafinujeme ve dvou xylenových lázních po deseti minutách. Poté vzorky 
zavodníme pomocí dvou desetiminutových lázní v 96% alkoholu a tříminutové lázni 
v destilované vodě. Následuje desetiminutová lázeň v alciánové modři a desetiminutový oplach 
v teplé tekoucí vodě. Poté vzorky opláchneme v destilované vodě. Následuje dvouminutová 
lázeň v Ehrlichově hematoxylinu, poté desetiminutový oplach v teplé tekoucí vodě. Vzorky 
poté opláchneme v destilované vodě. Následně vzorky na 10 minut umístíme do 2,5% kyseliny 
fosfomolybdenové. Následuje dvouminutový oplach v destilované vodě. Poté vzorky 90 minut 
inkubujeme v tekutině Sirius red. Následují dvě minutové lázně v 0,5% kyselině octové. 
Nakonec vzorky odvodníme dvěma lázněmi v 96% alkoholu po deseti minutách a projasníme 
dvěma lázněmi v xylenu po deseti minutách. Výsledkem je tmavě modré zbarvení buněčných 
jader, světle modře zbarvená cytoplasma a červeno-růžově zbarvená kolagenní vlákna 
(obr. 11). 
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Obrázek 11. Specifické histologické barvení 
Sirius red. a – kolagenní vlákna jsou zbarvena 
červeno-růžově. b – buněčná jádra jsou zbarvena 
tmavě modře až fialově. c – cytoplasma je 
obarvena světle modře. Měřítko – 100 μm. 

 

 

4.7 Imunohistochemické metody 

Imunohistochemie (IHC) je metoda, která nám umožnila detekci specifických antigenů 
v tkáních či v buňkách (SOX2, SOX9, Ki67, MPO, ...). V našich analýzách jsme využili 
tzv. metodu nepřímou dvoustupňovou, kdy je primární protilátka proti detekovanému antigenu 
neoznačená a na primární protilátku je aplikována sekundární značená protilátka 
proti imunoglobulinům dárce AbI, čímž dochází k vizualizaci vzniklého komplexu (Beranová 
a Tonar, 2002). 

V naší práci byla využita nepřímá trojstupňová metoda, která se používá v případě nízké 
koncentrace molekul detekovaného antigenu v tkáni. Pro efektivnější vazbu protilátek v tkáních 
je nejdříve provedeno odhalení epitopů, tzv. pretreatment. Provádí se umístěním sklíček se 
vzorky zkoumané tkáně do horké lázně (zpravidla o teplotě 98℃) s citrátovým pufrem 
a následné chlazení v tomto pufru. Kroky vedoucí k odhalení epitopů lze dle potřeby 
a vlastností konkrétních protilátek libovolně upravovat. Primární protilátka je neznačená 
a v prvním kroku se naváže na specifický antigen. Na AbI se poté váže protilátka sekundární, 
která je připravena proti imunoglobulinům dárce AbI a jejíž součástí je neznačený komplex, 
který tvoří můstek mezi AbI a značeným komplexem. Na AbII můžeme aplikovat několik 
druhů značených komplexů, např. PAP (peroxidáza-anti-peroxidázový komplex), APAAP 
(alkalická fosfatáza-anti-alkalická fosfatáza) nebo ABC (avidin-biotin komplex) (obr. 12). 
ABC využívá pevné neimunologické vazby avidinu, bílkoviny vaječného bílku, s biotinem, 
vitaminem H. Avidin má schopnost vázat až čtyři molekuly biotinu (Beranová a Tonar, 2002). 
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Obrázek 12. Schéma nepřímé trojstupňové IHC metody s využitím ABC komplexu. Primární protilátka 
(AbI) se specificky naváže na tkáňový antigen (Ag). Sekundární protilátka (AbII) se naváže na AbI proti 
imunoglobulinům dárce primární protilátky. Na AbII se nakonec naváže značený komplex, v případě této 
práce se jedná o avidin-biotin komplex, skládající se z avidinu (A) a biotinu (B). A – avidin (avidin); 
AbI – primární protilátka (primary antibody); AbII – sekundární protilátka (secondary antibody); 
Ag – antigen (antigen); B – biotin (biotin). 

Postup: Skla s řezy zkoumané jaterní tkáně nejprve umístíme do termostatu (56 °C) s cílem 
řezy zafixovat a zabránit tak jejich možnému uvolnění v navazujících krocích. Následují 
dvě xylenové lázně k odparafinování. Poté vzorky zavodníme pomocí lázní v sestupné 
alkoholové řadě (100 %, 96 %, 70 %) a destilované vodě. Dalším krokem je lázeň v citrátovém 
pufru při teplotě 98 °C a následné chlazení. Délku těchto kroků lze upravovat dle potřeby 
a vlastností konkrétní protilátky. Poté vzorky opláchneme ve fosfátovém pufru, třikrát 
po třech minutách. Následuje lázeň v 3% peroxidu vodíku, jejíž délku lze opět upravit 
dle potřeby, poté znovu oplach ve fosfátovém pufru (třikrát tři minuty). Na takto připravené 
vzorky aplikujeme blokační sérum (z kitu; P3) ředěné ve fosfátovém pufru v poměru 15:1000, 
které necháme působit 20–30 minut. Následujícím krokem je aplikace primární protilátky, 
ředěné v DAKO diluentu (poměry jednotlivých protilátek v následujících kapitolách; P3). 
Následuje oplach ve fosfátovém pufru třikrát po 3 minutách. Nato aplikujeme sekundární 
protilátku (z kitu; P3), ředěnou v poměru 1:200 ve fosfátovém pufru, se kterou necháme vzorek 
inkubovat po dobu 30 minut. Poté vzorky znovu opláchneme ve fosfátovém pufru třikrát 
po 3 minutách a aplikujeme ABC roztok (z kitu; P3), ředěný ve fosfátovém pufru v poměru 
1:1:100, připravovaný současně se sekundární protilátkou. Následuje oplach ve fosfátovém 
pufru, třikrát po 3 minutách. Konkrétní antigen vizualizujeme pomocí DAB substrátu (P3), 
který připravíme smícháním jedné kapky DAB+ chromogen s 1 ml DAB+ Substrate Buffer. 
Reakcí DAB substrátu s ABC se detekovaný antigen zbarví hnědě, reakci zastavíme ponořením 
vzorků do destilované vody. Následně dobarvíme buněčná jádra Mayerovým hematoxylinem 
(2 minuty), jehož výsledné modré zabarvení získáme desetiminutovým oplachem v tekoucí 
vodě. Vzorky odvodníme ve vzestupné alkoholové řadě (70 %, 96 %, 100 %), každá lázeň po 
5 minutách a projasníme dvěma desetiminutovými lázněmi v xylenu. Sklíčka nakonec 
zamontujeme montovacím médiem. Výsledkem je hnědé zbarvení částí tkáně obsahující 
detekovaný antigen, modré zbarvení negativních jader hematoxylinem (obr. 13). 
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Obrázek 13. Imunohistochemická nepřímá 
trojstupňová metoda s využitím ABC 
komplexu. a – Pozitivní buňky jsou zbarveny 
hnědě. b – Jádra ostatních buněk jsou zbarvena 
hematoxylinem modře. Měřítko – 100 µm. 
Obarveno s markerem klastr diferenciace 68 
(CD68). 

 

4.7.1 Použité markery 

4.7.1.1 Ki67 – imunohistochemická metoda 
Ki67 (z názvu města Kiel, kde byla protilátka poprvé produkována a čísla 67 – číslo klonu 
v 96jamkové destičce) je protein související s proliferační aktivitou. Ki67 je exprimován během 
aktivních fází buněčného cyklu – G1, S a G2 fáze, ale také během mitózy. Protilátka Ki67 byla 
použita pro detekci proliferační aktivity (tab. 1; P3) (Scholzen a Gerdes, 2000). 

Tabulka 1. Podrobné informace o postupu při detekci Ki67-pozitivních buněk s využitím 
imunohistochemické metody. 

Citrátový pufr 3% H2O2 Blokovací sérum Kit Koncentrace AbI Doba inkubace AbI 
25‘ 15‘ 45‘ králičí 1:50 přes noc 

 
4.7.1.2 SOX2 
SOX2 (SRY (Sex Determinant Region Y) BOX2) je významný transkripční faktor 
v pluripotentních kmenových buňkách, který v nich společně s OCT4 a Nanog reguluje 
genovou expresi a udržuje jejich pluripotenci. SOX2 je také nezbytný pro přirozenou 
morfogenezi a homeostázu tkání, mj. nervových kmenových buněk, kmenových buněk sítnice, 
chuťových pohárků či epitelu v průdušnici a plicích, kde je exprimován v průduškách a 
průdušinkách. Společně s geny SOX1 a SOX3 patří do rodiny SOXB1 genů, s nimiž sdílí 
až 80 % sekvence. Protilátka SOX2 byla použita pro detekci progenitorových buněk 
v plicích (tab. 2; P3) (Zhang a Cui, 2014; Tompkins a kol., 2011). 

Tabulka 2. Podrobné informace o postupu při detekci SOX2-pozitivních buněk. 

Citrátový pufr 3% H2O2 Blokovací sérum Kit Koncentrace AbI Doba inkubace AbI 
20‘ 10‘ 25‘ králičí 1:100 1 h 

 
4.7.1.3 Nanog 
Nanog (pojmenován podle země věčného mládí, krásy, zdraví a radosti – Tír Na nÓg z irských 
legend) je důležitý transkripční faktor, hraje významnou roli při organogenezi během 
embryonálního vývoje, ale také během reparace poškozených tkání. Jakákoliv nerovnováha 
jeho hladiny může mít fatální následky (vývojové vady, neschopnost reparace tkání, rakovina). 
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Protilátka Nanog byla použita pro detekci progenitorových buněk v plicích (tab 3; P3) (Allouba 
a kol., 2015). 

Tabulka 3. Podrobné informace o postupu při detekciNanog-pozitivních buněk. 

Citrátový pufr 3% H2O2 Blokovací sérum Kit Koncentrace AbI Doba inkubace AbI 
25‘ 10‘ 25‘ králičí 1:100 1 h 30‘ 

 

4.7.1.4 MPO 
Pro detekci neutrofilních granulocytů byla použita protilátka MPO (myeloperoxidáza) (tab. 4; 
P3). Myeloperoxidáza je enzym, který za přítomnosti peroxidů a halogenidů dokáže usmrtit 
některé mikroorganismy. MPO se také účastní mnoha extracelulárních procesů (Tobler 
a Koeffler, 1991). 

Tabulka 4. Podrobné informace o postupu při detekci MPO-pozitivních buněk. 

Citrátový pufr 3% H2O2 Blokovací sérum Kit Koncentrace AbI Doba inkubace AbI 
20‘ 10‘ 25‘ králičí 1:100 1 h 

 
4.7.1.5 CD68 
Pro detekci tkáňových makrofágů byl použit jimi vysoce exprimovaný membránový protein 
CD68 (Cluster of Differentiation 68) (tab. 5; P3). Tento protein je také exprimován krevními 
monocyty, lymfocyty, fibroblasty či endotelovými buňkami. Je důležitou součástí fagocytózy 
tkáňových makrofágů (URL 12). 

Tabulka 5. Podrobné informace o postupu při detekci CD68-pozitivních buněk. 

Citrátový pufr 3% H2O2 Blokovací sérum Kit Koncentrace AbI Doba inkubace AbI 
25‘ 8‘ 25‘ králičí 1:100 1 h 30‘ 

 

4.8 Imunofluorescenční metody 

Imunofluorescence (IF) je histologická metoda využívající, stejně jako imunohistochemie, 
imunologickou vazbu protilátky ke specifickému antigenu v tkáních či buňkách, přičemž je 
(na rozdíl od imunohistochemických metod) primární/sekundární protilátka označená 
fluorochromem. Existuje imunofluorescenční metoda přímá a nepřímá. Při užití přímé metody 
se značená primární protilátka naváže na detekovaný antigen. Při použití nepřímé metody (obr. 
14) je primární protilátka neznačená, naváže se na ni sekundární značená protilátka proti 
imunoglobulinům dárce AbI (Odell a Cook, 2013). Stejně jako u imunohistochemických metod 
je také u imunofluorescenčních metod pro efektivnější vazbu protilátek používán roztok na 
odhalení epitopů.  
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Obrázek 14. Schéma nepřímé imunofluorescenční metody. Primární protilátka (AbI) se specificky naváže 
na antigen (Ag) v tkáni. Na primární protilátku se poté naváže sekundární protilátka (AbII) (proti 
imunoglobulinům dárce AbI), která je značená. AbI – primární protilátka (primary antibody); 
AbII – sekundární protilátka (secondary antibody); Ag – antigen (antigen). 

Postup: Vzorky odparafinujeme ve dvou xylenových lázních po 10 minutách a odvodníme 
pětiminutovými lázněmi v sestupné alkoholové řadě (100 %, 96 %, 70 %) a destilované vodě. 
Následuje lázeň v citrátovém pufru při teplotě 98 °C a poté chlazení, délky těchto kroků lze 
upravovat dle potřeby, záleží na vlastnostech konkrétní protilátky. Poté vzorky opláchneme 
ve fosfátovém pufru třikrát po 3 minutách. Následně na vzorky aplikujeme blokační sérum 
(z kitu; P3), zředěné ve fosfátovém pufru v poměru 15:1000, délku tohoto kroku lze opět 
upravovat dle potřeby. Následuje inkubace vzorků v primární protilátce (délka inkubace 
a ředění záleží na vlastnostech konkrétní protilátky). Přebytečnou primární protilátku 
opláchneme ve třech lázních ve fosfátovém pufru po třech minutách. Poté aplikujeme 
sekundární protilátku (z kitu; P3), ředěnou v poměru 1:200 ve fosfátovém pufru. Protože 
sekundární protilátka obsahuje fluorescenční značku, pracujeme ve tmě, sklíčka uchováváme 
v tmavém boxu a protilátku připravujeme v tmavé zkumavce. Následně opláchneme 
přebytečnou sekundární protilátku třemi lázněmi ve fosfátovém pufru po 3 minutách. Následuje 
aplikace montovacího média s DAPI, které barví jádra. Vzorek přikryjeme krycím sklíčkem 
a uchováváme ve tmě (výsledné zbarvení obr. 15). 

 
 

Obrázek 15. Nepřímá imunofluorescenční 
metoda. a – Pozitivní buňky jsou v tomto případě 
zbarveny červeně (záleží na druhu sekundární 
protilátky). b – Jádra buněk jsou obarvena modře 
pomocí DAPI. Měřítko – 100 µm. Obarveno 
s použitím markeru SOX9. 

 
 
 



 35 

4.8.1 Použité markery 

4.8.1.1 Ki67 – imunofluorescenční metoda 
Protein Ki67, který je popsán v kap. 4.7.1.1, byl použit pro detekci proliferační aktivity 
(tab. 6; P3) také pomocí imunofluorescenční metody. 

Tabulka 6. Podrobné informace o postupu při detekci Ki67-pozitivních buněk s využitím 
imunofluorescenční metody. 

Citrátový pufr Blokovací sérum Kit Koncentrace AbI Doba inkubace AbI 
25‘ 25‘ králičí 1:50 přes noc 

 

4.8.1.2 SOX9 
SOX9 (SRY (Sex Determinant Region Y) BOX9) je transkripční faktor zásadní při diferenciaci 
chondrocytů, v embryonálním vývoji skeletu a plic. Je exprimován i v dospělosti – udržuje 
přirozenou homeostázu a proliferační aktivitu buněk. Protilátka SOX9 byla použita 
pro vizualizaci progenitorových buněk v játrech (P3) (Yan a kol., 2020; URL 13). 

Tabulka 7. Podrobné informace o postupu při detekci SOX9-pozitivních buněk. 

Citrátový pufr Blokovací sérum Kit Koncentrace AbI Doba inkubace AbI 
25‘ 20‘ králičí 1:100 přes noc 

 

4.9 Analýza genové exprese 

Z orgánů byla nejprve izolována mRNA, jež byla následně přepsána do cDNA. Exprese 
vybraných genů byla stanovena pomocí qPCR. 

4.9.1 Izolace mRNA 

Z vybraného vzorku, skladovaného při teplotě -80 °C, odebereme jeho malou část, cca 30 mg. 
Odebranou část dáme do zkumavky s 300 µl lyzačního roztoku. Lyzační roztok připravíme 
smícháním RLT pufru (P3) s β-Mercaptoethanolem v poměru 99:1. Obsah zkumavky 
homogenizujeme. 

Následně do zkumavky přidáme 300 µl 70% EtOH, a centrifugujeme při 10 000 rpm po dobu 
15 s. Vzniklý supernatant přeneseme na kolonku a centrifugujeme při 11 000 rpm po dobu 15 s. 
Přebytečnou tekutinu ve sběrné zkumavce vylijeme. Do kolonky přidáme 700 µl RW1 pufru 
(z kitu; P3) a centrifugujeme při 11 000 rpm po dobu 15 s. Tekutinu ze sběrné zkumavky opět 
vylijeme, do kolonky přidáme 300 µl RW1 a opět centrifugujeme při 11 000 rpm po dobu 15 s. 
Obsah sběrné zkumavky vylijeme. Do kolonky přidáme 500 µl RPE (z kitu; P3) 
a centrifugujeme při 11 000 rpm po dobu 15 s. Nasbíranou tekutinu vylijeme a zopakujeme 
předchozí krok. Přebytečnou tekutinu vylijeme a přidáme 500 µl RPE a 2 minuty 
centrifugujeme při 11 000 rpm, nasbíranou tekutinu vylijeme a vyměníme sběrnou zkumavku. 
Zbytky promývacích pufrů odstraníme centrifugací (14 000/1 min). 
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Kolonku přesuneme do nové zkumavky, přidáme do ní 25 µl DEPC vody a centrifugujeme 
při 10 000 rpm po dobu 15 s. Po skončení centrifugace kolonku vyhodíme, v nové zkumavce 
je vyizolovaná mRNA. Její koncentraci změříme na spektrofotometru. Získané vzorky 
uchováváme při teplotě -80 °C. 

Celou dobu pracujeme rychle a na ledu. Pracovní povrchy ošetřujeme 70 % EtOH a přípravkem 
k eliminaci RNA kontaminace. 

4.9.2 Reverzní transkripce 

Mediátorová ribonukleová kyselina je kvůli její nestabilitě přepisována do cDNA. Tento proces 
se nazývá reverzní transkripce. Složení reakční směsi o celkovém objemu 20 µl vypočítáme 
takto: 

x µl mRNA (500 ng/µl) + 10 µl Master Mixu (P3) + y l DEPC H2O = 20 µl 

Zkumavky s připravenou reakční směsí umístíme do Termocycleru, kde je inkubujeme po dobu 
60 minut při 42 °C. Výslednou koncentraci cDNA určíme pomocí spektrofotometru, 
dle potřeby dále ředíme DEPC vodou. Vzorky uchováváme při teplotě -20 °C. 

4.9.3 qPCR 

Exprese vybraných genů byla stanovena pomocí triplikátů každého vzorku na 96jamkové qPCR 
destičce. Exprese testovaných genů byla normalizována k expresi „housekeeping“ genu, 
kterým byl aktin b (Actb). Objem jednoho triplikátu obsahoval 10 µl připravené směsi: 

5 µl Master Mix (P3) + 0,5 µl TaqMan (P3) + 0,5 µl cDNA vzorku + 4 µl DEPC H2O 

Koncentrace cDNA se pro různé analýzy lišila v závislosti na optimalizaci protokolu.  

Pro zabránění výparu se destička se vzorky přikryje fólií. Připravenou destičku umístíme 
do Lightcycleru Roche (tab.8). Počet cyklů a teplota se může měnit v závislosti na optimalizaci 
protokolu pro jednotlivé geny. 

Tabulka 8. Přehled cyklů při qPCR. 

preinkubační denaturace 1x 10 min při 95 °C 

amplifikace 45–50x 15 s při 95 °C 
60 s při 60/62 °C 

 

Výsledky vyhodnocujeme pomocí ΔΔCT metody (P1). 
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4.9.4 Markery použité pro analýzu genové exprese 

4.9.4.1 Sox2 
Sox2 (SRY (Sex Determinant Region Y) BOX2) byl vybrán jako gen důležitý pro pluripotenci 
buněk (Zhang a Cui, 2014; Tompkins a kol., 2011). 

4.9.4.2 Sox9 
Sox9 (SRY (Sex Determinant Region Y) BOX9) je gen podílející se na embryonálním vývoji 
skeletu, plic a na udržování homeostázy tkání (Yan a kol., 2020; URL 13). 

4.9.4.3 Interleukin 1-a 
Interleukin-1 alfa (IL1-a) je gen kódující prozánětlivý cytokin (endogenní pyrogen) z rodiny 
interleukinů 1. V případě zánětu jej produkují aktivované makrofágy a iniciuje se uvolňování 
interleukinu 2 (IL2), který spouští proliferaci T-lymfocytů, spouští dozrávání a proliferaci B-
lymfocytů a aktivaci fibroblastového růstového faktoru (URL 14). 

4.9.4.4 Interleukin 1-b 
IL1-b (Interleukin-1 beta) je gen kódující prozánětlivý cytokin (endogenní pyrogen) z rodiny 
interleukinů 1. Hraje důležitou roli v obranných mechanismech proti infekci a je exprimován 
v prekurzorech zhoubných nádorů (He a kol., 2011). 

4.9.4.5 Interleukin 6 
Interleukin 6 (IL6) je gen kódující prozánětlivý cytokin z rodiny interleukinů 6. Ovlivňuje 
imunitní odpověď či hematopoézu. Jeho deregulace je spojována s chronickými záněty 
a nádory hematopoetických a lymfoidních tkání (Hirano a Kishimoto, 1990).  

4.9.4.6 NFkB1 
NFkB1 (Nuclear Factor Kappa B Subunit 1) je gen kódující významný transkripční faktor, který 
je v případě zánětu aktivován a ovlivňuje expresi některých prozánětlivých cytokinů 
a chemokinů. Protein NFkB1se běžně vyskytuje v cytoplasmě v neaktivní formě a při aktivaci 
se přesouvá do jádra, kde reguluje transkripci některých genů (Hunter a de Plaen, 2014). 

4.10  Statistické vyhodnocení provedených analýz 

Provedené analýzy byly statisticky zpracovány, jejich statistická významnost byla ověřována 
pomocí nepárového Studentova t-testu. Sloupce v grafech znázorňují průměrnou hodnotu 
jedinců, variabilita mezi jedinci je vizualizována pomocí směrodatné odchylky.  

Při statistickém vyhodnocení kvantifikace pozitivních buněk a histopatologických změn byla 
použita data všech pěti jedinců (vj. Ki67), při statistickém vyhodnocení analýz genové exprese 
byl kvůli vysoké variabilitě či technickým odchylkám vyloučen jedinec s největší 
odchylkou (P1). 
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5 VÝSLEDKY 

Inhalační experiment probíhal po dobu 11 týdnů. Kontrolní skupina myší inhalovala po celou dobu 
vzduch bez generovaných NPs. Pb(NO3)2NPs skupina naopak inhalovala po celou dobu vzduch 
s obsahem generovaných NPs. Poslední experimentální skupinou byla Pb(NO3)2NPs/CL skupina, 
která po dobu šesti týdnů inhalovala vzduch s obsahem generovaných nanočástic a následně pět 
týdnů vzduch bez generovaných nanočástic. 

Cílovými orgány pro tento experiment byly plíce, centrum výměny plynů, a játra, centrum 
detoxikace. 

Po analýze hmotnosti cílových orgánů (kap. 5.1) a po jejich dalším histologickémzpracování byla 
primárně provedena analýza histopatologických změn obou cílových orgánů (kap. 5.2). 
Pro podrobnější zkoumání byla vybrána dvě hlavní témata: reparace cílových orgánů (kap. 5.3) 
a imunitní odpověď cílových orgánů (kap. 5.4). 

Reparační aktivita cílových orgánů byla zkoumána na základě hodnocení tří faktorů: přítomnost 
fibrózy, proliferační aktivita a exprese progenitorových buněk. 

Pro analýzu imunitní odpovědi byly zvoleny markery některých imunitních buněk, dále pak 
prozánětlivé cytokiny a s nimi úzce související transkripční faktor NFkB1. 

V předchozích experimentech byly předmětem výzkumu nanočástice oxidu olovnatého, tedy 
nerozpustné nanočástice olova (Dumková a kol., 2016; Dumková a kol., 2020a). Obdobný 
experimentální design (skupina s jedenáctitýdenní inhalací generovaných nanočástic a skupina 
s eliminačním obdobím, obdobná Pb(NO3)2NPs/CL skupině) nám tak umožnil porovnat rozdíly 
v odpovědi tkání na expozici rozpustnými a nerozpustnými nanočásticemi olova. 
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5.1 Změna hmotnosti cílových orgánů po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

Cílové orgány byly zváženy ihned po odebrání, jejich hmotnost byla porovnána s celkovou 
tělesnou hmotností jedinců (P2). 

Podíl hmotnosti plic na celkové tělesné hmotnosti (obr. 16) jedinců z Pb(NO3)2NPs skupiny byl 
ve srovnání s kontrolní skupinou nižší (p > 0,05), avšak statisticky nevýznamně. Nejnižší podíl 
byl zjištěn po aplikaci Pb(NO3)2NPs, nejvyšší ve skupině kontrolní. U Pb(NO3)2NPs/CL skupiny 
byl podíl hmotnosti plic na tělesné hmotnosti oproti Pb(NO3)2NPs skupině mírně, statisticky 
nesignifikantně (p > 0,05), vyšší. 

 

Obrázek 16. Podíl hmotnosti plic na celkové hmotnosti jedinců (P2). Nejvyšší průměrný podíl plic na tělesné 
hmotnosti byl zaznamenán u kontrolní skupiny, kde byla ovšem také nejvyšší variabilita. Podíly hmotnosti plic 
na tělesné hmotnosti jedinců z exponovaných skupin byly ve srovnání s kontrolní skupinou nižší (p > 0,05). 

V druhém cílovém orgánu, v játrech, byl rozdíl podílu hmotnosti jater na tělesné hmotnosti 
(obr.  7) mezi Pb(NO3)2NPs a Pb(NO3)2NPs/CL skupinou signifikantní (* p < 0,05). Nejvyšší podíl 
hmotnosti jater na tělesné hmotnosti byl detekován v Pb(NO3)2NPs skupině, nejnižší 
v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. Jiné statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými 
experimentálními skupinami zaznamenány nebyly. Nejvyšší variabilita hmotnosti jater byla, stejně 
jako v případě plic, detekována v kontrolní skupině. 
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Obrázek 17. Podíl hmotnosti jater na celkové hmotnosti jedinců. Nejvyšší variabilita byla detekována 
v kontrolní skupině, stejně jako v plicích. Rozdíl podílu hmotnosti jater na tělesné hmotnosti mezi Pb(NO3)2NPs 
a Pb(NO3)2NPs/CL byl statisticky významný (* p < 0,05). Jiné rozdíly mezi jednotlivými experimentálními 
skupinami nebyly statisticky významné (p > 0,05). 
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5.2 Histopatologické změny po inhalaci Pb(NO3)2NPs v cílových 
orgánech 

Nejprve byla provedena histopatologická analýza (P2) na vzorcích obarvených Hematoxylinem-
eosinem. 

5.2.1 Změny intenzity a rozsahu histopatologických změn v plicích 

Plíce kontrolních jedinců (obr. 18A,B) měly volně průchozí bronchioly bez zahlenění a krve, 
s nepoškozeným epitelem. Septa plicních sklípků byla bez ztluštění či morfologických změn 
(zvětšení, zmenšení). Cévy byly volně průchozí, bez známek poškození.  

Ve vzorcích plic jedinců z exponovaných skupin byly oproti vzorkům z kontrolní skupiny 
nalezeny signifikantní histopatologické změny (obr. 18): 

• Atelektáza (obr. 18D,J), tj. nevzdušnost plíce či její části vedoucí ke snížení objemu plic, 
může mít malý, ale i fatální rozsah, který může vést ke kolapsu celé plíce. Atelektáza se 
projevuje zvýšenou dušností a kašlem, ojediněle může být i bezpříznaková (Kritek, 2006). 

• Hemoragie (krvácení) (obr. 18F) vzniká při poškození plicního parenchymu nebo 
endotelových buněk, někdy se vyskytuje u zánětů. Malé hemoragie se mohou objevit se 
selháváním srdce, jenž se projevuje výskytem siderofágů (makrofágů obsahující červené 
krvinky a hemosiderin) (URL 15). 

• Hemostáza (obr. 18O) je proces, při němž dochází k hromadění krve v cévách či alveolech 
(Gentry a kol., 2008). 

• Infiltráty imunitních buněk byly nalezeny okolo bronchů a bronchiolů (obr.18O) a také 
okolo cév (obr. 18I). Protože se jedná o chronický zánět, převažující složkou jsou 
leukocyty (URL 17).  

• Ztluštění alveolárních sept (obr. 18F,J). 
• Bronchiolitida (obr. 18E,K) se projevuje zánětem průdušinek a poškozením jejich 

epitelové vrstvy. Okolo průdušek a průdušinek se tvoří zánětlivý peribronchiolární infiltrát 
imunitních buněk a uvnitř vzniká hlen (Smyth a Brearey, 2006). 

• Alveolární emfyzém (obr. 18G,M) je abnormální zvětšení vzdušného prostoru v plicích ve 
spojitosti s porušením jeho stěn. Plíce ztratí svoji elasticitu a samotný proces dýchání je 
náročnější. Emfyzém se často objevuje zároveň s bronchiolitidou, tato kombinace chorob 
se nazývá chronická obstrukční plicní nemoc (COPD) (Agustí a Cosío, 2006; URL 16). 

• V peribronchiolárních infiltrátech jsou také ojediněle ložiska hemosiderinu (obr. 
18H,L,N). Jedná se o sloučeniny železa, proteinů a lipidů. Objevují se v případě nadměrné 
exprese železa a jejich přítomnost může doprovázet fibróza a další poškození tkání (Iancu, 
1992; URL 21). 

Počet histopatologických změn byl po inhalaci Pb(NO3)2NPs v porovnání s kontrolní skupinou 
signifikantně vyšší (*** p < 0,001), a to v obou exponovaných skupinách. V Pb(NO3)2NPs/CL 
skupině byl počet nalezených patologických změn i přes pětitýdenní eliminační období vyšší než 
v Pb(NO3)2NPs skupině, avšak rozdíl nebyl statisticky významný (p > 0,05). 
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Obrázek 18. Analýza histopatologických změn v plicích. A, B – Plíce kontrolních jedinců bez signifikantních 
histopatologických změn. Plicní sklípky (ap) jsou flexibilní, jejich stavba není nijak porušena. Plíce jsou 
vyživovány hustou sítí cév (v). Průdušky a průdušinky (b) jsou vzdušné, bez zahlenění či krve. C – Kvantifikace 
histopatologických změn v plicích (P2). Rozdíl mezi kontrolní a exponovanými skupinami byl statisticky 
signifikantní (*** p < 0,001). D, J – Atelektáza, ztluštění septa plicních sklípků (ap). E, K – V průdušince (b) 
se nachází erytrocyty (e) a hlen. V kombinaci se zánětlivými infiltráty se jedná o bronchiolitidu. F – Hemoragie 
(H, G, N – detaily ve výřezech, měřítko –10 µm). G, M – Alveolární emfyzém. H, L, N – Peribronchiolární 
infiltrát imunitních buněk (ilpb). I – Perivaskulární infiltrát leukocytů (ilpv). O – Hemostáza je rozeznatelná 
jako červeně vyplněná céva. Všechny histologické řezy byly obarveny pomocí Hematoxylinu-eosinu (HE). 
Jádra jsou zbarvena fialově, cytoplasma růžově, erytrocyty červeně. ap – plicní sklípek (alveolus pulmonis); 
b – průdušinka (bronchiolus); da – alveolární chodbička (ductus alveolaris); e – červená krvinka (erythrocytus); 
ilpb – peribronchiolární infiltrát leukocytů; ilvp – perivaskulární infiltrát leukocytů; v – céva (vas). 
Měřítko – 100 µm, měřítko výřezů – 10 µm. 

5.2.2 Změny intenzity a rozsahu histopatologických změn v játrech 

V játrech kontrolních jedinců (obr. 19A,B) byly nalezeny pouze minimální histopatologické 
změny. Celková struktura jater byla pravidelná, hepatocyty byly bez poškození (bez hypertrofie, 
dystrofie, megakaryocytů aj.).  

V játrech byly po inhalaci Pb(NO3)2NPs nalezeny tyto histopatologické změny: 

• Remodelace trámčitého epitelu (obr. 19D,J). 
• Hepatická hypertrofie (obr. 19E,K) je charakteristická zvětšenými hepatocyty. Vzniká 

sekudárně po expozici xenobiotikům. Nejčastěji se nachází v centrální části jater 
(URL 18). 

• Dystrofie (obr. 19G) hepatocytů je typická úbytkem buněčné hmoty. 
• Karyomegalie (obr. 19I,L) se projevuje zvěšenými jádry hepatocytů. Společně s buněčným 

jádrem se zvětšuje také objem cytoplasmy (URL 20). 
• Steatóza (obr. 19H) je způsobena ukládáním tuku (URL 19). 
• Infiltráty imunitních buněk (obr. 19N) byly nalezeny v jaterním parenchymu, ale také 

okolo cév a portobiliárního prostoru. Protože se jedná o chronický zánět, převažující 
složkou byly lymfocyty. 

• Fokální nekróza (obr. 19M), označována také jako buněčná smrt větší skupiny hepatocytů, 
byla nalezena v obou exponovaných skupinách. Její zvýšená přítomnost společně s jejím 
nemalým rozsahem je důsledkem závažného poškození (Krishna, 2017). 

• Hemostáza (obr. 19F,M) je mechanismus, při kterém dochází k hromadění krve v cévách 
(Gentry a kol., 2008). 

• Ojediněle byla zaznamenána také přítomnost ložisek hemosiderinu (obr. 19M,O). 

Rozsah nalezených histopatologických změn (obr. 19C; P2) byl v obou exponovaných skupinách 
oproti kontrolní skupině statisticky významně vyšší (** p < 0,01; *** p < 0,001). Na rozdíl od plic 
byl ale počet nalezených patologických změn v Pb(NO3)2NPs/CL skupině oproti Pb(NO3)2NPs 
mírně, statisticky nevýznamně, nižší.  
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Obrázek 19. Analýza histopatologických změn v játrech. A – Játra kontrolních jedinců jsou téměř 
bez histopatologických nálezů. Hepatocyty jsou okolo centrální žíly (vc) uloženy v pravidelných trámcích. 
B – Portální triáda v játrech kontrolních jedinců. Portobiliární prostor se skládá z interlobulární žíly (vi), 
interlobulární tepny (ai) a interlobulárního žlučovodu (dbi). C – Kvantifikace histopatologických změn v játrech 
(P2). Mezi kontrolní a Pb(NO3)2NPs skupinou a také kontrolní a Pb(NO3)2NPs/CL skupinou byl zaznamenán 
statisticky významný rozdíl (** p < 0,01; *** p < 0,001). Počet nalezených patologických změn byl 
v Pb(NO3)2NPs/CL skupině v porovnání s Pb(NO3)2NPs skupinou, na rozdíl od výsledků histopatologické 
analýzy v plicích, nižší. D, J – Játra jedinců z exponovaných skupin. Oproti kontrolní skupině nebyla struktura 
jater pravidelná, hepatocyty nejsou uspořádány v pravidelných trámcích. Počet nalezených patologických změn 
je statisticky významně vyšší než v kontrolní skupině. E, K – Hepatická hypertrofie. F – Hemostáza. 
V histologickém řezu poznáme cévu, ve které probíhá hemostáza jako červeně vyplněnou cévu. G – Hepatická 
dystrofie. H – Steatóza jater v raném stádiu. Na fotografii (detaily ve výřezu, měřítko – 10 µm) lze pozorovat 
drobné tukové kapénky. I, L – Karyomegalie, nález zvětšených jader hepatocytů (detaily ve výřezech, měřítko 
– 10 µm). M – Fokální nekróza. Na fotografii se fokální nekróza (šipka) nachází mezi dvěma cévami (v). 
Odumřelé buňky mají viditelně odlišnou růžovou barvu cytoplasmy a jinou strukturu, a nachází se po okrajích 
skupiny fialově obarvených imunitních buněk. Detail ve výřezu (měřítko – 10 µm) ukazuje hemosiderin. N – 
Infiltrát leukocytních buněk (il). M, O – Hemosiderin (ve výřezech, měřítko – 10 µm). Na snímcích je zbarven 
světle hnědě. Všechny histologické řezy na fotografiích byly obarveny pomocí Hematoxylinu-eosinu (HE). 
Jádra jsou zbarvena fialově, cytoplasma růžově, červené krvinky červeně. ai – interlobulární tepna (arteria 
interlobularis); dbi – interlobulární žlučovod (ductus bilifer interlobularis); e – červená krvinka (erythrocytus); 
il – infiltrát leukocytů; il – infiltrát leukocytů; vc – centrální žíla (vena centralis); vi – interlobulární žíla 
(vena interlobularis). Měřítko – 100 µm, měřítko výřezů– 10 µm. 
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5.3 Reparační procesy v cílových tkání po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

Schopnost reparace cílových orgánů po inhalaci Pb(NO3)2NPs byla zkoumána ze tří hledisek: 
na základě výskytu kolagenních vláken, proliferační aktivity a přítomnosti progenitorových 
buněk.  

5.3.1 Fibrotické změny v plicích a v játrech po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

Kolagenní vlákna jsou díky své pevnosti důležitou součástí tkání. Zvýšení jejich množství 
či expanze do jiných struktur je znakem reparačních či patologických procesů a nazývá se fibróza. 
Fibróza je typická pro neobnovitelné poškození tkání, kdy kolagenní vlákna nahradí jiné tkáňové 
struktury, což vede k omezení či úplné ztrátě funkce postiženého orgánu. Fibróza často doprovází 
záněty (infiltráty imunitních buněk) (URL 22). 

Pro vizualizaci kolagenních vláken jsme využili dvě metody specifického histologického barvení: 
Sirius red a Massonův zelený trichrom. Přičemž v plicích se kolagenní vlákna běžně vyskytovala 
okolo cév, kde tvoří subendotelovou vrstvu, průdušek a průdušinek, která je součástí podpůrné 
vrstvy pro epitel (obr. 20A, 21A). V exponovaných skupinách byla kolagenní vlákna detekována 
i mimo tyto oblasti. 

Ve vzorcích obarvených pomocí Sirius red (SR) byla v Pb(NO3)2NPs skupině detekována 
kolagenní vlákna i v alveolárních oblastech a okolí peribronchiolárních infiltrátů (obr. 20B,E). 
V Pb(NO3)2NPs/CL skupině žádné změny pozorovány nebyly (obr. 20F). Lze tedy říci, že plicní 
parenchym byl v Pb(NO3)2NPs/CL skupině poškozen méně než v Pb(NO3)2NPs skupině. 
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Obrázek 20. Analýza přítomnosti kolagenních vláken v plicích (1). A, D – Kolagenní vlákna (šipky) tvoří vrstvu 
řídkého kolagenního vaziva (lamina propria mucosae) průdušek a průdušinek, v těchto oblastech byla také 
v kontrolní skupině (ctr) nalezena. B, E – v Pb(NO3)2NPs skupině byla kolagenní vlákna (šipky) detekována 
i v alveolárních oblastech (detail ve výřezu, měřítko – 10 μm) a v blízkosti peribronchionálních infiltrátů. 
C, F – V Pb(NO3)2NPs/CL skupině nebyly nalezeny žádné změny týkající se výskytu kolagenních vláken. 
Všechny histologické řezy na fotografiích byly obarveny pomocí Sirius red (SR). Kolagenní vlákna jsou 
červeno-růžová, jádra buněk jsou tmavě modrá a cytoplasma je světle modrá. ap – plicní sklípek (alveolus 
pulmonis); b – průdušinka (bronchiolus); il – infiltrát leukocytů; v – céva (vas). Měřítko – 100 μm, měřítko 
výřezu – 10 μm. 
 
Ve vzorcích obarvených Massonovým zeleným trichromem (MGT), stejně jako ve vzorcích 
obarvených pomocí barvení Sirius red (SR), byla kolagenní vlákna nalezena okolo cév 
a bronchiolů (obr. 21A). Vlákna byla také detekována v alveolárních oblastech v Pb(NO3)2NPs 
skupině (obr. 21E). Změny byly v případě tohoto barvení nalezeny i v Pb(NO3)2NPs/CL skupině 
(obr. 21F). 
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Obrázek 21. Analýza kolagenních vláken v plicích (2). A, D – Kolagenní vlákna (šipky) tvoří také 
subendotelovou vrstvu cév (nachází se mezi vrstvou endotelových buněk a hladké svaloviny). V kontrolní 
skupině byla kolagenní vlákna nalezena okolo průdušek, průdušinek a cév. B, C, E, F – V obou 
exponovaných skupinách [Pb(NO3)2NPs a Pb(NO3)2NPs/CL] byla kolagenní vlákna (šipky) detekována  
v alveolárních oblastech (detaily ve výřezech, měřítko – 10 μm). Všechny histologické řezy na fotografiích byly 
obarveny pomocí Massonova zeleného trichromu (MGT). Kolagenní vlákna jsou vizualizována zeleně, hladká 
svalovina červeně a jádra a cytoplasma buněk hnědě. ap – plicní sklípek (alveolus pulmonis); b – průdušinka 
(bronchiolus); v – céva (vas). Měřítko –100 μm, měřítko výřezů – 10 μm. 

V játrech se kolagenní vlákna vyskytovala okolo cév a žlučovodů (obr. 22A, 23A). Ve vzorcích 
exponovaných jedinců byla nalezena i mimo tyto zóny, a to jak ve vzorcích obarvených pomocí 
barvení Sirius red, tak ve vzorcích barvených Massonovým zeleným trichromem (obr. 22B,C, 
23B,C). 

 

Obrázek 22. Analýza kolagenních vláken v játrech (1). A – Kolagenní vlákna (šipky) se v játrech nachází okolo 
céva v portobiláární oblasti. Portální triáda je tvořena interlobulární žílou (vi), interlobulární tepnou (ai) 
a interlobulárním žlučovodem (dbi). V kontrolní skupině se kolagenní vlákna vyskytovala právě v oblastech 
portálních triád a sinusoid (šipky). B, C – V exponovaných skupinách byla kolagenní vlákna detekována i mimo 
tyto oblasti, inhalace Pb(NO3)2NPs tedy způsobila nevratné poškození jaterního parenchymu. Všechny 
histologické řezy na fotografiích byly obarveny pomocí Sirius red (SR). Kolagenní vlákna jsou zbarvena 
červeno-růžově, jádra buněk tmavě modře a cytoplasma světle modře. vc – centrální žíla (vena centralis); 
vi – interlobulární žíla (vena interlobularis). Měřítko – 100 μm. 
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Obrázek 23. Analýza kolagenních vláken v játrech (2). A – Kolagenní vlákna (šipky) se v játrech vyskytují 
okolo cév (v), kde tvoří subendotelovou vrstvu (šipka). B, C – V exponovaných skupinách [Pb(NO3)2NPs 
a Pb(NO3)2NPs/CL] byla kolagenní vlákna (šipky) pozorována i mimo okolí cév a  žlučovodů (detaily 
ve výřezech, měřítko – 10 μm). Všechny histologické řezy na fotografiích byly obarveny Massonovým zeleným 
trichromem (MGT). Kolagenní vlákna jsou zbarvena zeleně, jádra a cytoplasma buněk hnědě. v – céva (vas). 
Měřítko – 100 μm, měřítko výřezů – 10 μm. 
 
5.3.2 Změny počtu proliferujících buněk v obou cílových orgánech 

po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

Pro analýzu proliferační aktivity buněk v plicích i v játrech byl vybrán marker Ki67. Počet Ki67-
pozitivních buněk byl v obou cílových orgánech kvantifikován (P2). V plicích byla analýza Ki67-
pozitivních buněk rozdělena do dvou částí dle zkoumaných oblastí – na bronchiolární a alveolární.  

Počet Ki67-pozitivních buněk byl nejprve kvantifikován v bronchiolárních oblastech v plicích 
(obr. 24C; P2). Rozdíly mezi jednotlivými experimentálními skupinami nebyly signifikantní 
(p > 0,05). Nejméně Ki67-pozitivních buněk bylo nalezeno v bronchiolárních oblastech kontrolní 
skupiny (obr. 22A,B). V Pb(NO3)2NPs skupině bylo oproti kontrolní skupině detekováno více 
Ki67-pozitivních buněk (obr. 24D,E,F). Nejvíce Ki67-pozitivních buněk bylo nalezeno 
v Pb(NO3)2NPs/CL skupině, kde byla ale mezi jedinci vysoká variabilita (obr. 24G,H,I). 
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Obrázek 24. Analýza Ki67-pozitivních buněk v bronchiolárních oblastech plic. A, B – V bronchiolárních 
oblastech kontrolní skupiny nebyly nalezeny téměř žádné Ki67-pozitivní buňky (šipky). C –Ki67-pozitivní 
buňky byly v bronchiolárních oblastech v plicích kvantifikovány (P2). Rozdíly mezi jednotlivými 
experimentálními skupinami nebyly statisticky významné (p > 0,05). D, E, F – V Pb(NO3)2NPs skupině bylo 
oproti kontrolní skupině nalezeno více Ki67-pozitivních buněk (šipky). G, H, I – Nejvíce Ki67-pozitivních 
buněk (šipky) v bronchiolárních oblastech bylo detekováno v Pb(NO3)2NPs/CL skupině, mezi jedinci byla 
ovšem zaznamenána velmi vysoká variabilita. Ki67-pozitivní buňky byly v řezech na všech fotografiích 
detekovány pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické metody s použitím markeru Ki67 hnědě. 
Negativní jádra jsou obarvena hematoxylinem modře. ap – plicní sklípek (alveolus pulmonis); b – průdušinka 
(bronchiolus); v – céva (vas). Měřítko – 100 μm. 

Dále byly kvantifikovány Ki67-pozitivní buňky v alveolárních oblastech (obr. 25C; P2). Trend 
výsledků kvantifikace byl podobný jako v oblastech bronchiolárních. Rozdíly mezi jednotlivými 
experimentálními skupinami nebyly signifikantní (p > 0,05). Nejméně Ki67-pozitivních buněk 
bylo detekováno v kontrolní skupině (obr. 25A,B). V Pb(NO3)2NPs skupině bylo oproti kontrolní 
skupině nalezeno více Ki67-pozitivních buněk, nicméně rozdíl v počtech byl bez statistické 
významnosti (obr. 25D,E,F; p > 0,05). Nejvíce Ki67-pozitivních buněk bylo detekováno 
v Pb(NO3)2NPs/CL skupině (obr. 25G,H,I). V obou exponovaných skupinách byla oproti 
kontrolní skupině detekována relativně vysoká variabilita mezi jedinci. 
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Obrázek 25. Analýza Ki67-pozitivních buněk v alveolárních oblastech plic. A, B – V alveolárních oblastech 
kontrolní skupiny byly Ki67-pozitivní především pneumocyty II. typu (šipky). C – Ki67-pozitivní buňky byly 
v alveolárních oblastech v plicích kvantifikovány (P2). Rozdíly mezi jednotlivými experimentálními skupinami 
nebyly statisticky signifikantní (p > 0,05). D, E, F – V Pb(NO3)2NPs skupině byl oproti kontrolní skupině 
detekován větší počet Ki67-pozitivních buněk (šipky), rozdíl byl ovšem bez statistické významnosti. 
G, H, I – Nejvíce Ki67-pozitivních buněk (šipky) bylo nalezeno v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. Ki67-pozitivní 
buňky byly v řezech na všech fotografiích detekovány pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické 
metody s použitím markeru Ki67 hnědě. Negativní jádra jsou obarvena hematoxylinem modře. ap – plicní 
sklípek (alveolus pulmonis); da – sklípková chodbička (ductus alveolaris). Měřítko – 100 μm. 
 
Pro detekci proliferační aktivity v játrech byl použit také marker Ki67, pozitivní buňky byly ovšem 
detekovány jednak pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemická metody, ale také pomocí 
nepřímé imunofluorescenční metody. Ki67-pozitivní v játrech byly hepatocyty, Kupfferovy buňky 
i buňky okolo cév a žlučovodů.  

Ki67-pozitivní buňky byly kvantifikovány s využitím imunohistochemické detekce (obr. 26C; 
P2). Nejméně buněk bylo detekováno v kontrolní skupině (obr. 26A,B,D,E,F). V Pb(NO3)2NPs 
skupině (obr. 26G,H,I,J,K,L) bylo oproti kontrolní skupině buněk více. Nejvyšší počet Ki67-
pozitivních buněk byl nalezen v Pb(NO3)2NPs/CL skupině (obr. 26M,N,O,P,Q,R), jejich počet byl 
ovšem mezi jedinci opět vysoce variabilní. Rozdíly v počtech Ki67-pozitivních buněk mezi 
jednotlivými experimentálními skupinami nebyly statisticky významné (p > 0,05). 
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Obrázek 26. Analýza Ki67-pozitivních buněk v játrech. A, B, D, E, F – V játrech kontrolních jedinců bylo 
nalezeno nejméně Ki67-pozitivních buněk (šipky). Ki67-pozitivní buňky byly hepatocyty, Kupfferovy buňky, 
buňky okolo cév a žlučovodů. C – Ki67-pozitivní buňky byly kvantifikovány (P2). Rozdíly mezi jednotlivými 
experimentálními skupinami nebyly statisticky signifikantní (p > 0,05). G, H, I, J, K, L – Ve vzorcích jater 
Pb(NO3)2NPs bylo nalezeno více Ki67-pozitivních buněk (šipky) než ve skupině kontrolní, rozdíl nebyl 
signifikantní (p > 0,05). Ki67-pozitivní buňky byly nalezeny také v infiltátrech leukocytů (il). M, N, O, P, Q, R 
– V Pb(NO3)2NPs/CL skupině bylo nalezeno nejvíce Ki67-pozitivních buněk (šipky). Mezi jedinci v této skupině 
byla zaznamenána poměrně vysoká variabilita. A, B, G, H, I, M, N, O – Ki67-pozitivní buňky byly 
na histologických řezech detekovány pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické metody s použitím 
markeru Ki67(DAB, hnědě). Negativní jádra jsou obarvena hematoxylinem (modře). D, E, F, J, K, L, P, Q a R 
– Ki67-pozitivní buňky na histologických řezech detekovány pomocí nepřímé imunofluorescenční metody 
s vizualizací markeru Ki67 pomocí Alexa555 (červeně). Negativní jádra jsou zbarvena pomocí DAPI (modře). 
il – infiltrát leukocytů; v – céva (vas). Měřítko – 100 μm. 

5.3.3 Změny počtu progenitorových buněk po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

Úlohou progenitorových buněk je nahrazovat odumřelé a poškozené buňky, a tím udržovat 
homeostázu tkání. Progenitorové buňky v plicích jsou pneumocyty II. typu a některé buňky tvořící 
epitel průdušek a průdušinek (obr. 27). 

V alveolárních oblastech byl pro detekci kmenových/progenitorových buněk vybrán marker 
Nanog (Barkauskas a kol., 2013) a pro jejich detetekci v bronchiolárních oblastech byly vybrány 
dva markery (SOX2 a SOX9).  

 

Obrázek 27. Schéma výskytu detekovaných markerů v progenitorových buňkách plic. 

5.3.3.1 SOX2-pozitivní buňky v alveolárních oblastech po inhalaci Pb(NO3)2NPs 
Exprese SOX2 na proteinové úrovni byla patrna v bronchiolárních oblastech u kontrolních zvířat 
(obr. 28A,B). Po inhalaci Pb(NO3)2NPs byly SOX2-pozitivní buňky nalezeny i v oblastech 
alveolárních (obr. 28E,F,H,I).  

Analýzy mRNA úrovně (obr. 28C) prokázaly nejvyšší expresi transkripčního faktoru Sox2 
v kontrolní skupině, ovšem s vysokou variabilitou mezi jedinci. V Pb(NO3)2NPs oproti kontrolní 
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skupině byla exprese Sox2 nižší, v Pb(NO3)2NPs/CL byla detekovaná exprese ze všech skupin 
nejnižší. Rozdíly mezi jednotlivými experimentálními skupinami nebyly statisticky významné 
(p > 0,05). 

 

Obrázek 28. Analýza exprese proteinu SOX2 a genu Sox2 v plicích. A, B – SOX2-pozitivní buňky byly 
v kontrolní skupině detekovány pouze v bronchiolárním epitelu, kde je jejich exprese fyziologická. 
Ve sklípkovém stromatu žádné pozitivní buňky pozorovány nebyly. Dle výsledků analýzy genové exprese 
(pro gen Sox2) byla exprese Sox2 v kontrolní skupině oproti exponovaným skupinám nejvyšší, ale hodnoty jsou 
u jednotlivých jedinců vysoce variabilní. C – Relativní exprese genu Sox2 v plicích. Výsledky analýzy genové 
exprese ukazují statisticky nevýznamný pokles Pb(NO3)2NPs skupiny vůči kontrolní skupině. Exprese genu 
Sox2 byla v Pb(NO3)2NPs/CL skupině oproti ostatním skupinám nejnižší. Rozdíly v expresi genu Sox2 mezi 
experimentálními skupinami nebyly statisticky významné (p > 0,05). D, E, F – V Pb(NO3)2NPs skupině byly 
SOX2-pozitivní buňky (šipky), stejně jako v kontrolní skupině, detekovány v bronchiolárním epitelu, ale také 
v alveolárních oblastech. G, H, I – V Pb(NO3)2NPs/CL skupině byly SOX2-pozitivní buňky (šipky) nalezeny, 
stejně jako v Pb(NO3)2NPs skupině, v bronchiálním i alveolárním stromě. SOX2-pozitivní buňky byly v řezech 
detekovány pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické metody s použitím markeru SOX2 (DAB, 
hnědě). Negativní jádra jsou obarvena hematoxylinem (modře). ap – plicní sklípek (alveolus pulmonis); b – 
průdušinka (bronchiolus); da – sklípková chodbička (ductus alveolaris); ilpb – peribronchiolární infiltrát 
leukocytů; v – céva (vas). Měřítko – 100 µm 
 
5.3.3.2 Statisticky významně nižší genová exprese Sox9 v plicích po inhalaci Pb(NO3)2NPs 
Dalším markerem, vybraným pro analýzu progenitorových buněk v plicích, byl gen Sox9. 
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Analýza genové exprese Sox9 na mRNA úrovni (obr. 29) ukázala signifikantní rozdíl mezi 
kontrolní skupinou, kde byla relativní exprese Sox9 nejvyšší, a Pb(NO3)2NPs, kde byla exprese 
genu Sox9 naopak nejnižší (* p < 0,05). Exprese genu Sox9 na úrovni mediátorové RNAv plicích 
jedinců jednotlivých experimentálních skupin byla vysoce variabilní, nejvyšší variabilita byla 
zaznamenána v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. 

Protokol na imunohistochemickou detekci proteinu SOX9 se i po řadě pokusů nepodařilo 
optimalizovat, nebylo tedy možné porovnat výsledky exprese na genové a proteinové úrovni.  

 

Obrázek 29. Analýza relativní genové exprese Sox9 v plicích. Nejvyšší exprese genu Sox9 v plicích byla 
detekována v kontrolní skupině, nejnižší v Pb(NO3)2NPs skupině, rozdíl mezi těmito skupinami byl statisticky 
významný (* p<0,05). V jednotlivých experimentálních skupinách byla mezi jedinci zaznamenána vysoká 
variabilita. 

5.3.3.3 Zvýšení výskytu Nanog-pozitivních buněk po inhalaci Pb(NO3)2NPs v alveolárních 
oblastech 

Počet Nanog-pozitivních buněk byl kvantifikován v alveolárních oblastech (obr. 30C; P2). Počet 
Nanog-pozitivních buněk v těchto oblastech se v obou exponovaných skupinách oproti kontrolní 
skupině (obr. 30A,B) signifikantně zvýšil (*** p < 0,001). Nejvíce pozitivních buněk bylo 
detekováno v Pb(NO3)2NPs/CL skupině (obr. 30G,H,I). 
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Obrázek 30. Analýza Nanog-pozitivních buněk v alveolárních oblastech plic. A, B – V plicích kontrolních 
jedinců je přirozená homeostáza plicní tkáně a dochází k její postupné obnově. Vybrané Nanog-pozitivní buňky 
jsou označeny šipkami. C – Nanog-pozitivní buňky byly rovněž kvantifikovány na řezech (P2). Rozdíly mezi 
jednotlivými experimentálními skupinami byly statisticky významné (*** p < 0,001). Nejméně Nanog-
pozitivních buněk bylo nalezeno v kontrolní skupině, nejvíce v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. D, E, F – 
V Pb(NO3)2NPs skupině byl počet Nanog-pozitivních buněk (šipky) oproti kontrolní skupině signifikantně 
vyšší. G, H, I – Největší počet Nanog-pozitivních buněk (šipky) byl zaznamenán v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. 
Nanog-pozitivní buňky byly v řezech na všech fotografiích detekovány pomocí nepřímé trojstupňové 
imunohistochemické metody s použitím markeru Nanog (DAB, hnědě). Negativní jádra jsou obarvena 
hematoxylinem (modře). ap – plicní sklípek (alveolus pulmonis); b – průdušinka (bronchiolus); da – sklípková 
chodbička (ductus alveolaris); v – céva (vas). Měřítko – 100 µm. 
 

5.3.3.4 Vysoká variabilita genové exprese Sox9 v játrech 
Progenitorové buňky v játrech byly vizualizovány pomocí nepřímé imunofluorescenční metody 
a markeru SOX9 na proteinové úrovni. Byla provedena také analýza genové exprese Sox9 
na mRNA úrovni. 

SOX9-pozitivní buňky byly nalezeny okolo cév a portobiliárního prostoru (obr. 31). Žádné 
signifikantní rozdíly mezi jednotlivými skupinami nalezeny nebyly, množství SOX9-pozitivních 
buněk bylo podmíněno spíše velikostí dané cévy či portobiliárního prostoru v analyzovaném řezu.  

Dle analýzy genové exprese (obr. 31C) byla exprese genu na mRNA úrovni Sox9 nejvyšší 
v kontrolní skupině, v Pb(NO3)2NPs skupině byla genová exprese nižší a nejnižší genová exprese 
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byla zaznamenána u Pb(NO3)2NPs/CL skupiny. Exprese Sox9 byla u kontrolní a Pb(NO3)2NPs  
skupiny i po vyloučení jedince s největší odchylkou od průměru velmi variabilní. Rozdíly mezi 
jednotlivými experimentálními skupinami nebyly signifikantní (p > 0,05).  
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Obrázek 31. Analýza exprese proteinu SOX9 a genu Sox9 v játrech. A, B – V játrech kontrolních jedinců byly 
SOX9-pozitivní buňky (šipky) nalezeny okolo cév a žlučovodů. C – Relativní exprese genu Sox9v játrech. 
V kontrolní aPb(NO3)2NPs skupině byla pozorována vysoká variabilita. Nejnižší genová exprese Sox9 
na mRNA úrovni byla změřena v Pb(NO3)2NPs/CL skupině, nejvyšší v kontrolní. Rozdíly mezi jednotlivými 
experimentálními skupinami nejsou statisticky významné (p > 0,05). D, E, F – Exprese SOX9-pozitivních buněk 
(šipky) v játrech jedinců z Pb(NO3)2NPs skupiny se oproti jedincům kontrolní skupiny nezměnila. Buňky byly 
detekovány v oblastech cév a žlučovodů a jejich množství bylo podmíněno velikostí dané cévy či žlučovodu. G, 
H, I – Stejně jako v kontrolní a Pb(NO3)2NPs skupině byly i v Pb(NO3)2NPs/CL skupině detekovány SOX9-
pozitivní buňky (šipky) okolo cév a žlučovodů. Jejich množství se oproti ostatním skupinám nelišilo. SOX9-
pozitivní buňky byly detekovány pomocí nepřímé imunofluorescenční metody s použitím markeru SOX9 a jsou 
vizualizovány Alexa555 (červeně). Jádra negativních buněk jsou zbarvena pomocí DAPI (modře). vi – 
interlobulární žíla (vena interlobularis); vs – sinusoida (vas capillare). Měřítko – 100 µm. 
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5.4 Imunitní odpověď v plicích a játrech po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

5.4.1 Imunitní odpověď plic po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

Pro analýzu imunitní odpovědi plic po inhalaci Pb(NO3)2NPs bylo vybráno několik spolu 
souvisejících markerů (obr. 32). Byla provedena analýza neutrofilních granulocytů, plicních 
makrofágů a mastocytů, a poté analýza genové exprese některých prozánětlivých cytokinů 
a jednoho prozánětlivého transkripčního faktoru (Allen a kol., 2015; Navegantes a kol., 2017; 
Monticelli a Leoni, 2017). 

 

Obrázek 32. Schéma námi selektovaných imunitních markerů v plicích a jejich vzájemných souvislostí. 
Transkripční faktor NFkB1 je v případě zánětu aktivován a reguluje expresi některých prozánětlivých cytokinů 
(Hunter a de Plaen, 2014). Prozánětlivé cytokiny jsou přímo vylučovány např. makrofágy (Arango Duque 
a Descoteaux, 2014). Žírné buňky, čili mastocyty, dokáží pomocí vyloučených chemických látek způsobit 
chemotaxi neutrofilních granulocytů a makrofágů (Halova a kol., 2012; Springer a kol., 2017), zároveň ale také 
vylučují některé prozánětlivé cytokiny (URL 27). Přítomnost neutrofilních granulocytů je také specificky 
regulována a plicní makrofágy ji ovlivňují pomocí chemokinů aj. Neutrofily vznikají v kostní dřeni, následně se 
přesouvají do krevního oběhu a v případě zánětu či jiných podnětů se přesunou do tkání, kde mohou fagocytovat 
buněčný debris (Balko a kol., 2017). 

5.4.1.1 MPO-pozitivní buňky jsou po inhalaci nanočástic detekovány také mimo plicní cévy 
Neutrofilní granulocyt, buňka pravidelného kulatého tvaru, je nejpočetnější leukocyt v krvi (tvoří 
60–70 % všech bílých krvinek). Neutrofily vznikají v kostní dřeni, následně se přesouvají do krve, 
kde přežijí zhruba jeden den, v případě zánětu či infekce se přesunou do tkání, kde setrvají jeden 
až dva dny. Podobně jako makrofágy mají schopnost fagocytózy. Díky své schopnosti fagocytovat 
bakterie bývají také nazývány mikrofágy (Balko a kol., 2017). 
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Neutrofilní granulocyty byly detekovány pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické 
metody s využitím ABC komplexu, pomocí markeru MPO (myeloperoxidáza), což je enzym ze 
skupiny peroxidáz, který je uložen v azurofilních granulech neutrofilů a je uvolňován 
do mezibuněčného prostoru při degranulaci. 

Neutrofilní granulocyty se v plicích kontrolních zvířat vyskytovaly zejména v luminu cév 
(obr. 33A). Po inhalaci Pb(NO3)2NPs byly MPO-pozitivní buňky nalezeny také v alveolárních 
oblastech (obr. 33B,C). 

 

Obrázek 33. Analýza MPO-pozitivních buněk v plicích. A – MPO-pozitivní buňky (šipka, detail ve výřezu, 
měřítko – 10 µm) se běžně vyskytují v cévách (šipka). B, C – V experimentálních skupinách byly MPO-pozitivní 
buňky (šipky) detekovány také v alveolárních oblastech.MPO-pozitivní buňky byly v řezech detekovány pomocí 
nepřímé trojstupňové imunohistochemické metody s použitím markeru MPO (DAB, hnědě). Jádra negativních 
buněk jsou obarvena hematoxylinem (modře). v – céva (vas); ap – plicní sklípek (alveolus pulmonis). 
Měřítko – 100 µm, měřítko výřezu – 10 µm. 

5.4.1.2 Zvýšený počet mastocytů v plicích po expozici Pb(NO3)2NPs 
Mastocyty (obr. 34A– detail ve výřezu) neboli žírné buňky se nachází zejména v pojivové tkáni. 
Na povrchu mají receptory s afinitou k imunoglobulinu E (IgE). Po připojení IgE s navázaným 
antigenem k receptoru dojde k degranulaci – spustí se alergická či zánětlivá reakce (Siraganian, 
1998; Balko a kol., 2017). 

Pro vizualizaci žírných buněk bylo použito specifické histologické barvení Toluidinovou modří 
(TB). 

TB-pozitivní buňky byly detekovány především v alveolárních oblastech, kde jsme je 
kvantifikovali (P2). Počet TB-pozitivních buněk se v Pb(NO3)2NPs skupině (obr. 34D,E,F) oproti 
kontrolní skupině (obr. 34A,B) statisticky nevýznamně zvýšil (p > 0,05). Pětitýdenní eliminační 
období vedlo k dalšímu statisticky nevýznamnému (p > 0,05) zvýšení počtu TB-pozitivních buněk 
(obr. 34G,H,I), ovšem jejich počet byl velmi variabilní (obr. 31C).  
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Obrázek 34. Analýza mastocytů v plicích. A, B – Počet TB-pozitivních buněk (šipka, detail ve výřezu, měřítko 
– 10 μm) byl v kontrolní skupině oproti exponovaným skupinám nejnižší. C – Kvantifikace počtu TB-
pozitivních buněk (P2). Rozdíly v počtu TB-pozitivních buněk mezi jednotlivými skupinami nebyly statisticky 
signifikantní (p > 0,05). Nejvíce TB-pozitivních buněk bylo nalezeno v Pb(NO3)2NPs skupině, nejméně 
ve skupině kontrolní. D, E, F – V Pb(NO3)2NPs skupině byl počet TB-pozitivních buněk (šipky) oproti kontrolní 
skupině statisticky nevýznamně vyšší. G, H, I – Největší počet TB-pozitivních buněk (šipky) byl detekován v 
Pb(NO3)2NPs/CL skupině, jejich počet byl ale mezi jedinci vysoce variabilní. TB-pozitivní buňky byly 
detekovány pomocí specifického histologického barvení Toluidinovou modří (tmavě modře až fialově). 
Negativní jádra jsou obarvena také pomocí roztoku Toluidinové modři (světle modře) (P3). ap – plicní sklípek 
(alveolus pulmonis); v – céva (vas). Měřítko – 100 μm, měřítko výřezu – 10 μm. 
 

5.4.1.3 Signifikantně snížené množství CD68-pozitivních buněk v plicích po inhalaci 
Pb(NO3)2NPs 

Makrofág (obr. 35A – výřez) je buňka imunitního systému, vznikající diferenciací krevních 
monocytů. Má mnoho funkcí, mezi ty nejdůležitější patří fagocytóza, chemotaxe, pohlcení 
poškozených a odumřelých buněk a cizorodých částic aj. Makrofágy se vyskytují v mnoha 
různých tkáních, mj. v játrech, kde se označují jako Kupfferovy buňky (Balko a kol., 2017).  

Makrofágy byly detekovány v plicích i v játrech pomocí nepřímé trojstupňové IHC metody 
s využitím ABC komplexu, pomocí markeru CD68 (Cluster of Differentiation 68). 

CD68-pozitivní buňky byly kvantifikovány ve všech experimentálních skupinách (obr. 35C; P2). 
Počet CD68-pozitivních buněk se napříč všemi skupinami signifikantně měnil. V plicích bylo 
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nejvíce CD68-pozitivních buněk nalezeno v kontrolní skupině (obr. 35A,B), v Pb(NO3)2NPs 
skupině byl počet CD68-pozitivních buněk oproti kontrolní skupině statisticky významně nižší 
(obr. 35D,E,F) (** p < 0,01). V experimentální skupině s eliminačním obdobím se počet CD68-
pozitivních lehce zvýšil (obr. 35G,H,I). Rozdíl mezi touto a kontrolní skupinou byl statisticky 
signifikantní (* p < 0,05). 

 

Obrázek 35. Analýza CD68-pozitivních buněk v plicích. A, B – V plicích kontrolní skupiny bylo nalezeno 
nejvíce CD68-pozitivních buněk (šipky, detail ve výřezu, měřítko – 10 μm). C –Kvantifikace CD68-pozitivních 
buněk v plicích (P2). Rozdíly mezi jednotlivými experimentálními skupinami byly statisticky významné 
(* p < 0,05; ** p < 0,01). D, E, F – V Pb(NO3)2NPs skupině bylo detekováno nejméně CD68-pozitivních buněk 
(šipky). G, H, I – V Pb(NO3)2NPs/CL byl počet CD68-pozitivních buněk (šipky) oproti Pb(NO3)2NPs skupině 
vyšší, ovšem bez statistické významnosti. CD68-pozitivní buňky byly detekovány pomocí nepřímé trojstupňové 
histologické metody s použitím markeru CD68 (DAB, hnědě). Jádra negativních buněk jsou pomocí 
hematoxylinu obarvena modře. ap – plicní sklípek (alveolus pulmonis); v – céva (vas). Měřítko – 100 µm, 
měřítko výřezu – 10 μm. 

5.4.1.4 Nižší exprese vybraných prozánětlivých cytokinů po inhalaci Pb(NO3)2NPs v plicích 
Relativní exprese vybraných prozánětlivých cytokinů, IL1-a, IL1-b a IL6 byla detekovánana 
mRNA úrovniv plicích i v játrech pomocí analýzy genové exprese.  

Dle výsledků analýzy genové exprese byla exprese interleukinu 1-a v plicích (obr. 36A) nejvyšší 
v kontrolní skupině, ovšem s vysokou variabilitou mezi jedinci. Mezi kontrolní a Pb(NO3)2NPs 
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skupinou bylo zaznamenáno mírné snížení exprese. Nejnižší genová exprese byla detekována 
v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. Rozdíly mezi jednotlivými experimentálními skupinami ovšem 
nejsou statisticky významné (p > 0,05). 

Nejvyšší genová exprese interleukinu 1-b byla zaznamenána v kontrolní skupině (obr. 36B). 
Detekovaná exprese v Pb(NO3)2NPs skupině byla v porovnání s kontrolní skupinou nižší, avšak 
rozdíl byl statisticky nevýznamný.Nejnižší exprese byla v Pb(NO3)2NPs/CL skupině, tento pokles 
byl vzhledem ke kontrolnía Pb(NO3)2NPs skupině statisticky významný (* p < 0,05). 

 

 
Obrázek 36. Analýza relativní genové exprese interleukinu 1-a a interleukinu 1-b v plicích. A – Relativní 
exprese genu IL1-a byla nejvyšší v kontrolní skupině, ve které byla zároveň zaznamenána poměrně vysoká 
variabilita. V Pb(NO3)2NPs skupině byla oproti kontrolní skupině genová exprese nižší. Nejnižší exprese IL1-a 
byla v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. Rozdíly mezi jednotlivými experimentálními skupinami nebyly statisticky 
významné (p > 0,05). B – Nejvyšší genová exprese IL1-b byla v kontrolní skupině. V obou exponovaných 
skupinách byla detekována genová exprese oproti kontrolní skupině nižší, rozdíly mezi kontrolní a Pb(NO3)2NPs 
skupinou, Pb(NO3)2NPs a Pb(NO3)2NPs/CL skupinou byly statisticky signifikantní (* p < 0,05). 

Posledním detekovaným interleukinem v plicích byl interleukin 6 (IL6) (obr. 37). Nejvyšší exprese 
byla zaznamenána, stejně jako u předchozích interleukinů, v kontrolní skupině, kde byla nicméně 
mezi jedinci vysoká variabilita. Rozdíl mezi kontrolní a Pb(NO3)2NPs skupinou byl signifikantní 
(** p < 0,01). Rozdíl exprese interleukinu 6 mezi Pb(NO3)2NPs/CL skupinou 
a kontrolní i Pb(NO3)2NPs skupinou byl také statisticky významný (* p < 0,05). Nejnižší exprese 
byla detekována v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. 
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Obrázek 37. Analýza relativní genové exprese interleukinu 6 v plicích. Nejvyšší exprese byla nalezena 
v kontrolní skupině, kde byla ovšem zaznamenána relativně vysoká variabilita mezi jedinci. Mezi kontrolní 
a Pb(NO3)2NPs skupinou byl zaznamenán statisticky významný rozdíl (** p < 0,01). Rozdíly v genové expresi 
IL6 mezi kontrolní a Pb(NO3)2NPs skupinou a Pb(NO3)2NPs a Pb(NO3)2NPs/CL skupinou jsou také statisticky 
signifikantní (* p < 0,05). 

5.4.1.5 Statisticky významně nižší exprese NFkB1 v plicích po inhalaci Pb(NO3)2NPs 
Nejvyšší relativní exprese genu NFkB1 (obr. 38) byla zaznamenána v kontrolní skupině, kde byla 
zároveň detekována rovněž největší variabilita mezi jedinci. V Pb(NO3)2NPs skupině byla nejnižší 
exprese NFkB1, v Pb(NO3)2NPs/CL skupině byl oproti Pb(NO3)2NPs skupině zaznamenán mírný 
nárůst. Rozdíly mezi jednotlivými experimentálními skupinami nebyly statisticky významné 
(p > 0,05). Výsledky této analýzy korespondují s výsledky analýzy genové exprese interleukinu 6 
a tím potvrzují souvislost těchto genů při imunitní reakci (obr. 32). 

 

Obrázek 38. Analýza relativní exprese genu NFkB1 v plicích. Nejvyšší genová exprese zároveň s největší 
variabilitou mezi jedinci byla detekována v kontrolní skupině. Nejnižší exprese byla zaznamenána 
v Pb(NO3)2NP skupině. Rozdíly genové exprese NFkB1 nejsou mezi jednotlivými experimentálními skupinami 
statisticky signifikantní (p > 0,05). 
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V plicích byla po jedenáctitýdenní inhalaci Pb(NO3)2NPs snížena imunitní odpověď. Pětitýdenní 
eliminační období ovšem dopomohlo k návratu analyzovaných faktorů na hodnoty blízké kontrolní 
skupině.

5.4.2 Imunitní odpověď jater po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

Pro analýzu imunitní reakce jater po inhalaci Pb(NO3)2NPs bylo vybráno, podobně jako v plicích, 
několik spolu souvisejících markerů (obr.39). Pomocí markeru CD68 byla provedena analýza 
Kupfferových buněk, dále pak byly stanoveny rozdíly v genové expresi vybraných prozánětlivých 
cytokinů (IL1-a, IL1-b a IL6) a transkripčního faktoru NFkB1 (Liaskou a kol., 2012; Elsharkawy 
a Mann, 2007). 

 

Obrázek 39. Schéma detekovaných imunitních markerů v játrech a jejich vzájemných souvislostí. Exprese 
prozánětlivých cytokinů je regulována aktivovaným transkripčním faktorem NFkB1 (Hunter a de Plaen, 2014). 
Prozánětlivé cytokiny jsou vylučovány Kupfferovými buňkami, které navíc vylučují chemokiny a další látky 
ovlivňující chemotaxi neutrofilních granulocytů (a naopak) (Arango Duque a Descoteaux, 2014). Deregulovaná 
exprese prozánětlivých cytokinů může aktivovat Itoovy buňky, jež vylučují kolagen, způsobující fibrózu 
a nevratné poškození tkání (Tsukada a kol., 2006; Liu a kol., 2012). 

5.4.2.1 Počet CD68-pozitivních buněk je v játrech signifikantně snížen po inhalaci 
Pb(NO3)2NPs  

Makrofágy byly detekovány také v játrech, kde jsme je kvantifikovali (obr. 40C; P2). Změna počtu 
CD68-pozitivních buněk odpovídala trendu v plicích. Nejvíce CD68-pozitivních buněk bylo 
nalezeno v kontrolní skupině (obr. 40A,B). Počet CD68-pozitivních buněk byl v Pb(NO3)2NPs 
skupině oproti kontrolní skupině signifikantně nižší (*** p < 0,001, obr. 40D,E,F). 
V Pb(NO3)2NPs/CL skupině se počet CD68-pozitivních buněk ke kontrolní skupině přiblížil, stále 
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byl ale nižší oproti kontrole (obr. 40G,H,I). Rozdíl v počtu CD68-pozitivních buněk mezi 
Pb(NO3)2NPs a Pb(NO3)2NPs/CL byl statisticky významný (* p < 0,05). 

 
Obrázek 40. Analýza CD68-pozitivních buněk v játrech. A, B – Počet CD68-pozitivních buněk (šipky) byl 
v kontrolní skupině nejvyšší. C – Kvantifikace CD68-pozitivních buněk (P2). Nejvíce CD68-pozitivních buněk 
bylo detekováno v kontrolní skupině, rozdíl mezi kontrolní skupinou a Pb(NO3)2NPs skupinou byl statisticky 
signifikantní (*** p < 0,001). Počet CD68-pozitivních buněk byl v Pb(NO3)2NPs/CL ve srovnání 
s Pb(NO3)2NPs skupinou vyšší, rozdíl byl statisticky významný (* p < 0,05), stále byl však nižší než v kontrolní 
skupině. D, E, F – Ve skupině Pb(NO3)2NPs byl ve srovnání s kontrolní skupinou statisticky nižší počet CD68-
pozitivních buněk (šipky). G, H, I – V Pb(NO3)2NPs/CL byl počet CD68-pozitivních buněk (šipky) vyšší 
než v Pb(NO3)2NPs skupině (* p < 0,05), stále byl však nižší než v kontrolní skupině. CD68-pozitivní buňky 
byly detekovány pomocí nepřímé trojstupňové histologické metody s použitím markeru CD68 (DAB, hnědě). 
Negativní jádra buněk jsou obarvena za pomocí hematoxylinu (modře). Měřítko – 100 µm. 

5.4.2.2 Nižší exprese interleukinů v játrech po inhalaci Pb(NO3)2NPs 
Stejně jako v plicích byla i v játrech provedena analýza genové exprese vybraných prozánětlivých 
cytokinů, interleukinu 1-a, interleukinu 1-b a interleukinu 6. 

Nejvyšší genová exprese interleukinu 1-a byla zaznamenána u kontrolní skupiny (obr. 41A). 
Naopak nejnižší exprese byla detekována v Pb(NO3)2NPs skupině, pokles mezi kontrolní 
a Pb(NO3)2NPs skupinou byl signifikantní (*** p < 0,001). Rozdíly v relativní genové expresi 
v Pb(NO3)2NPs/CL skupině byly vzhledem ke kontrolní i Pb(NO3)2NPs skupině statisticky 
významné (* p<0,05). 
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Exprese genu interleukinu 1-b v játrech vykazovala rozdíly mezi jednotlivými experimentálními 
skupinami, které ale byly statisticky nevýznamné (p > 0,05) (obr. 41B). Nejvyšší exprese spolu 
s největší variabilitou mezi jedinci byla zaznamenána v kontrolní skupině. V Pb(NO3)2NPs 
skupině byla genová exprese interleukinu 1-b oproti kontrolní skupině nižší, ale nejnižší exprese 
byla zaznamenána v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. Rozdíly mezi jednotlivými experimentálními 
skupinami nebyly statisticky významné (p > 0,05). 

 

Obrázek 41. Analýza relativní genové exprese interleukinu 1-a a interleukinu 1-b v játrech. A – Rozdíly mezi 
jednotlivými experimentálními skupinami byly statisticky významné (* p < 0,05; *** p < 0,001). Největší 
relativní genová exprese interleukinu 1-a byla zaznamenána v kontrolní skupině, nejnižší naopak 
v Pb(NO3)2NPs skupině. B – Nejvyšší exprese interleukinu 1-b byla detekována v kontrolní skupině, mezi 
jedinci byla ovšem vysoká variabilita. Genová exprese byla v Pb(NO3)2NPs skupině nižší než ve skupině 
kontrolní, nejnižší exprese byla nicméně zaznamenána v Pb(NO3)2NPs/CL skupině. 

Rozdíly v expresi interleukinu 6 mezi jednotlivými experimentálními skupinami v játrech byly 
statisticky nevýznamné (p > 0,05) (obr. 42). Nejvyšší exprese byla zaznamenána 
v Pb(NO3)2NPs/CL skupině, nejnižší v Pb(NO3)2NPs skupině. V kontrolní a Pb(NO3)2NPs 
skupině byla zaznamenána vyšší variabilita mezi jedinci. 

 

Obrázek 42. Analýza relativní genové exprese interleukinu 6 v játrech. Nejvyšší exprese interleukinu 6 byla 
detekována v Pb(NO3)2NPs/CL skupině, nejnižší naopak v Pb(NO3)2NPs skupině. Rozdíly mezi jednotlivými 
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experimentálními skupinami nebyly statisticky významné (p > 0,05). V kontrolní a Pb(NO3)2NPs/CL skupině 
byla mezi jedinci zaznamenána vyšší variabilita. 

5.4.2.3 Nižší exprese NFkB1 v játrech po inhalaci Pb(NO3)2NPs 
Trend rozdílů genové exprese NFkB1 se v játrech měnil velmi podobně jako v plicích, rozdíly 
mezi jednotlivými experimentálními skupinami byly taktéž nesignifikantní (p > 0,05) (obr. 43). 
Nejnižší exprese byla zaznamenána v Pb(NO3)2NPs skupině, nejvyšší v kontrolní skupině.  

 

Obrázek 43. Analýza relativní genové exprese NFkB1 v játrech. Nejvyšší genová exprese NFkB1 byla 
detekována v kontrolní skupině, nejnižší naopak v Pb(NO3)2NPs skupině. Rozdíly mezi jednotlivými 
experimentálními skupinami nebyly statisticky významné (p > 0,05). 

Stejně jako v plicích byla i v játrech po inhalaci Pb(NO3)2NPs imunitní odpověď snížena. 
Pětitýdenní eliminační perioda, stejně jako v plicích, dopomohla k návratu analyzovaných faktorů 
na hodnoty blízké kontrolní skupině. 
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6 DISKUSE 

Nanočástice vznikají přirozeně při mnoha přírodních procesech (sopečná aktivita, rozsáhlé požáry, 
eroze) a jsou produkovány rovněž při řadě lidských činností, zejména v souvislosti s průmyslovou 
výrobou, energetikou a dopravou (Li a kol., 2013; Nováková, 2015; Dongarra a Varrica, 1998). 
Lidstvo tak svojí aktivitou významnou měrou přispívá ke zvyšování jejich množství a tím 
i ke znečišťování životního prostředí, ohrožujícímu samotný život na Zemi (Buzea a kol., 2007). 

Potenciální riziko představují nanočástice těžkých kovů, neboť těžké kovy jsou v přírodě špatně 
rozložitelné a pro živé organismy toxické. Mezi nejčastěji se vyskytující těžké kovy v ovzduší 
patří mj. olovo, kadmium či zinek (Kemp, 2002; Pacyna a kol., 2007). Výzkum jejich negativních 
účinků na živé organismy je stále aktuální, protože mnohé mechanismy jejich působení 
na organismus nebyly dosud popsány.  

Částice s alespoň jedním rozměrem od 1 do 100 nm se díky svým unikátním vlastnostem mohou 
snadno dostat do těl živých organismů, kde se pak dokáží snadno a rychle šířit (Elsaesser 
a Howard, 2012). 
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6.1 Možnosti vstupu nanočástic do organismu 

Mezi tři nejčastější způsoby vstupu NPs do organismu patří (Elsaesser a Howard, 2012): 

1. Inhalace. Nebezpečí inhalovaných NPs spočívá právě v jejich velikosti, protože jsou 
natolik malé, že nejsou zachyceny v nosní dutině, ale pokračují dál až do dolních cest 
dýchacích, kde mohou způsobit vážné změny (Jeevanandam a kol., 2018; Li a kol., 2013). 
Na druhou stranu byly provedeny studie, které využívají inhalaci léků o velikosti NPs 
k terapeutickým účelům, např. k léčbě rakoviny plic (Lee a kol., 2015). Efekt inhalace NPs 
různých druhů (organických i anorganických) byl popsán již v mnoha studiích. Většina 
výzkumů využívá jako modelový organismus myš či krysu (Dumková a kol., 2016; 
Dumková a kol., 2020a; Kim a kol., 2011; Li a kol., 2013; Sung a kol., 2009; Sung a kol., 
2011). Úskalím využití těchto modelových organismů je odlišná stavba jejich nosní dutiny, 
která je oproti člověku složitější – slizniční povrch, kde se mohou inhalované částice 
zachytit, je členitější díky početnějším skořepám, (Harkema a kol., 2012). Studie 
využívající člověka jako modelový organismus sice také existují, ale nejsou zdaleka tak 
časté (Andujar a kol., 2014; Miller a kol., 2017) a většinou se jedná o krátkodobé 
experimenty. 
 

2. Gastrointestinální cesta. Nanočástice se v potravě přirozeně vyskytují, ovšem mohou se 
do ní dostat nežádoucí, odpadní NPs vytvořené v souvislosti s průmyslovými procesy, ať 
již při výrobě daného potravinového produktu nebo při jeho balení. V potravě se tak mohou 
vyskytovat například nanočástice stříbra, oxidu zinečnatého, oxidu železitého, oxidu 
titaničitého atd., u kterých byl již dříve prokázán jejich negativní účinek na živé organismy 
(McClements a Xiao, 2017). 
 

3. Dermální cesta. NPs se mohou do lidského těla dostat také přes kůži. Do mnoha 
kosmetických produktů jsou přidávány NPs pro zvýšení vstřebávání daného produktu 
(jedná se např. o lipidové vesikuly) nebo také pro blokování slunečního UV záření – NPs 
oxidu zinečnatého a oxidu titaničitého, které navíc dodávají kosmetickému produktu 
transparentnost (Choksi a kol., 2010; Katz a kol., 2015). Přestože byla u těchto druhů NPs 
prokázána toxicita při jejich inhalaci (Pujalté a kol., 2017; Rossner a kol., 2018), 
při dermálním použití produktů obsahujících tyto druhy NPs žádný prokazatelně negativní 
efekt pozorován nebyl (Katz a kol., 2015). 
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6.2 Pozitivní účinky některých druhů nanočástic na živé organismy 

Ačkoli jsou živé organismy vystaveny expozici NPs od jejich samotného vzniku, stále zvyšující 
se množství NPs v životním prostředí může zásadně ohrozit jejich zdraví. Přestože bylo 
publikováno mnoho studií zabývajících se negativním vlivem NPs na živé organismy, trend jejich 
produkce má v současnosti nadále stoupající tendenci. Na druhou stranu existují ideje a koncepty, 
které ukazují na unikátní vlastnosti NPs a na jejich možnosti využití ke zlepšování kvality života 
(Freitas, 2005; Jeevanandam a kol., 2018; URL 23). 

Jedním z oborů, které mají snahu o využití nanočástic ve prospěch člověka a jeho zdraví, je 
nanomedicína – aplikace nanotechnologie v medicíně. The European Science Foundation (ESF) 
definuje nanomedicínu jako vědu a technologii uplatňující se v diagnostice, léčbě, prevenci nemocí 
a zranění, snižování bolesti, ochraně a zlepšování lidského zdraví s využitím molekulárních 
nástrojů a poznatků o fungování lidského těla na molekulární úrovni (Aydin a kol., 2012). 

Za klíčový pro vznik tohoto nového medicínského oboru lze považovat rok 2002, kdy americký 
Institut zdraví zveřejnil program nanovědy a nanotechnologie v medicíně. Primárním konceptem 
nanomedicíny byly tzv. nanoroboti (léčba jednotlivých buněk na molekulární úrovni pomocí 
robotů o velikosti v řádech nanometrů), který vycházel z idejí fyzika Richarda Feynmana, jenž již 
v roce 1959 navrhoval použití obráběcích strojů na výrobu menších obráběcích strojů, které by 
vyráběly ještě menší obráběcí stroje atd., až by vznikly stroje řádově velikosti atomů. Práce se 
stroji této velikosti by přinesla přesné, spolehlivé, kontrolovatelné a v neposlední řadě ekonomické 
postupy v medicíně, které mají potenciál zlepšit kvalitu života lidstva. Ačkoli se nanomedicína 
rozvinula do mnoha různých směrů, Feynmanův pohled na ni zůstává stále aktuální (Freitas, 
2005). 

Třebaže je nanomedicína dosud poměrně kontroverzním oborem (existují spory o jejím úspěchu 
a efektivitě), okolo 50 postupů je dnes již součástí lékařské praxe a více než 400 dalších se klinicky 
testuje. Mezi rozšířené metody patří např. využití nanočástic (nejčastěji o velikosti 5–250 nm) jako 
nosičů léčiv k cílovým tkáním (nanosized drug delivery system). Tato metodika slouží 
ke specifické aplikaci léčiv v konkrétních oblastech s cílem snížit jejich toxicitu a zásah 
do lidského organismu a používá se např. při léčbě akutní myeloidní leukémie (správného poměru 
léčiv lze kvůli jejich rozdílným vlastnostem dosáhnout pouze „zapouzdřením“ do nanoobjektu). 
Jedním z největších úspěchů nanomedicíny je bezesporu zavedení metody využívající aplikaci 
nukleových kyselin pacientům trpícím některým ze vzácných onemocnění (Aydin a kol., 2012, 
Germain a kol., 2020). 

Přes nesporný pozitivní přínos nanočástic v biomedicínských odvětvích je nezbytné zohlednit 
i jejich negativní působení na organismus. Riziko je např. ve velkých městských aglomeracích, 
kde se mj. nachází nezanedbatelné množství NPs těžkých kovů. Efekty inhalovaných nanočástic 
olova na živé organismy byly již v minulosti zkoumány, ale studie používaly nejčastěji NPs oxidu 
olovnatého (PbO), tedy olova v nerozpustné formě (Coufalík a kol., 2016; Dumková a kol., 2017; 
Dumková a kol., 2020a; Al Nagar a kol., 2020; Sutunkova a kol., 2020; Lebedová a kol., 2018; 
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Zhang a kol., 2015; URL 24). Nicméně rozdíly v efektech rozpustné a nerozpustné formy 
olovnatých nanočástic dosud porovnány nebyly. 

Mechanismy imunitní odpovědi a reparační procesy po inhalaci nanočástic těžkých kovů 
představují komplexní problém, který dosud nebyl zcela objasněn. Tato práce se tedy zabývala 
vlivem inhalace vysoce rozpustných NPs dusičnanu olovnatého na imunitní systém a reparaci plic 
a jater a umožnila porovnat rozdíly jejich vlivu oproti nerozpustným formám nanočástic olova 
(Coufalík a kol., 2016; Dumková a kol., 2020b). Rozdíly v rozpustnosti nanočástic dusičnanu 
olovnatého a oxidu olovnatého (Dumková a kol., 2020a) jsou na první pohled patrné z analýzy 
z transmisní elektronové mikroskopie (TEM). Zatímco nerozpustné nanočástice oxidu olovnatého 
byly nalezeny v plicích, játrech i ledvinách (Dumková a kol., 2020a), v experimentu s rozpustnou 
formou olova, dusičnanem olovnatým, žádné nanočástice v TEM nalezeny nebyly (Dumková 
a kol., 2020b). 
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6.3 Patologické změny v plicích a v játrech 

V primárním cílovém orgánu, v plicích, byly rozdíly mezi kontrolní skupinou a skupinami 
exponovanými statisticky významné, podobně jako v experimentu s nerozpustnou formou olova 
prováděném s podobným experimentálním designem (Dumková a kol., 2020a). Významné 
histopatologické změny v plicích byly detekovány také v jiných pracech zabývajících se toxicitou 
nanočástic, např. při inhalačních experimentech využívajících oxid kademnatý (Dumková a kol., 
2016) či oxid ceričitý (Rice a kol., 2015). Podobně byly signifikantní změny nalezeny 
ve vzorcích plic svářečů, kteří jsou vystaveni NPs různých kovů (největší podíl zde tvoří železo, 
mangan a chrom) (Andujar a kol., 2014). 

V souvislosti s expozicí člověka nanočásticím je v současné době nejvíce diskutovaná chronická 
obstrukční plicní nemoc (COPD – chronic obstructive pulmonary disease), která se manifestuje 
jako kombinace bronchiolitidy a emfyzému, tedy změn podobných, jaké byly nalezeny u našich 
experimentálních jedinců (Agustí a Cosío, 2006). Tato choroba je i v dnešní době moderní 
medicíny rizikovým stavem, představujícím častou příčinu úmrtí po celém světě. V rozvinutých 
zemích se jedná o pátou nejčastější příčinu úmrtí (Mannino a Buist, 2007), v USA dokonce čtvrtou 
(po infarktu, mrtvici a rakovině) (Hurd, 2000) a v rozvojových zemích pak o šestou. Celosvětový 
podíl COPD na úmrtí je tak vysoký i přesto, že se této chorobě dá podle Světové zdravotnické 
organizace (WHO) snadno předejít. Mezi důležité faktory ovlivňující COPD patří především 
kvalita ovzduší a snížení množství nežádoucích inhalovaných částic, dále pak např. i omezení 
kouření (Mannino a Buist, 2007). V současné době existují koncepty, které navrhují nanočástice 
některých druhů polymerů jako možný prostředek k aplikaci léčiva při terapii COPD (Yhee a kol., 
2016; Mohamed a kol., 2019). 

V játrech byly v našich obou experimentálních skupinách nalezeny signifikantní histopatologické 
změny. V experimentu s nanočásticemi nerozpustné formy olova (Dumková a kol., 2020a) 
a s obdobným experimentálním designem ale histopatologické změny statisticky významné 
nebyly. Nicméně histopatologické nálezy byly svým charakterem velmi podobné těm 
detekovaným po inhalaci PbONPs (Dumková a kol., 2020a; Dumková a kol., 2017). Ovšem nejen 
NPs olova způsobují závažné histologické změny na játrech. Negativní účinky na stavbu jaterního 
parenchymu byly potvrzeny i po inhalaci nanočástic stříbra (Sung a kol., 2009), po tracheální 
injekci nanočástic oxidu železitého (Sadeghi a kol., 2015), po žilní injekci NPs oxidu křemičitého 
(Nishimori a kol., 2009) nebo také po požití vody obsahující NPs oxidu zinečnatého (Kuang a kol., 
2016). 

Steatóza jater, přestože byla zachycena v raném stádiu, vždy přestavuje potenciální riziko 
pro postiženého jedince. Steatóza jater vzniká při narušení metabolismu tuků. Nadbytečný tuk je 
ukládán do hepatocytů. Důležitým rizikovým faktorem při vzniku a rozvoji steatózy je konzumace 
alkoholu. Existují dva základní diagnostické typy jaterní steatózy: NAFLD (non-alcoholic fatty 
liver disease), která vzniká u jedinců nekonzumujících alkohol a AFLD (alcoholic fatty liver 
disease) vznikající u jedinců konzumujících alkohol (URL 19). NAFLD je v současné době 
nejrozšířenější jaterní chorobou (Byrne a Targher, 2015) a podle odhadů je jí postiženo až 24 % 
světové populace. Největší procento populace tato choroba postihuje v Jižní Africe, na Blízkém 
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Východu, v USA, Evropě a Asii (Younossi a kol., 2018), a to především kvůli nezdravému 
životnímu stylu. NAFLD navíc nepostihuje pouze játra, nýbrž snižuje funkci i jiných orgánů, a tím 
může způsobovat další komplikace (Byrne a Targher, 2015). Přílišná akumulace lipidů v játrech 
může pak vést k jaterní fibróze (Hernández-Peréz a kol., 2016). Změna v metabolismu ukládání 
tuků v játrech je také spojována se změnou akumulace glykogenu (URL 25). Analýza přítomnosti 
glykogenu v játrech v naší práci provedena nebyla, nicméně výsledky experimentu s použitím 
nerozpustných nanočástic olova (Smutná, 2018) tento trend potvrzují. Po jedenáctitýdenní inhalaci 
PbONPs došlo ke snížení hladiny uloženého glykogenu v játrech (Smutná, 2018).  

Fokální nekróza se běžně nachází během akutního i chronického poškození jater a často bývá 
doprovázena fibrózou (Krishna, 2017). Tuto skutečnost potvrzují i výsledky naší práce. Fokální 
nekróza byla také nalezena v inhalačním experimentu s využitím nerozpustných nanočástic olova 
(PbONPs) (Dumková a kol., 2020a). V jiném experimentu s jedenáctitýdenní inhalací PbONPs 
(Smutná, 2018) byla přítomnost fokální nekrózy v játrech potvrzena rovněž. U těchto vzorků byla 
provedena i analýza programované buněčné smrti jaterních buněk, kdy ani u jedenáctitýdenní 
expozice PbONPs hladina apoptózy změněna nebyla (Smutná, 2018). 

Eliminační období se neukázalo jako zcela efektivní, přestože množství detekovaného olova 
po inhalaci bylo ve většině cílových orgánů relativně nízké. Naopak ve femuru byly naměřené 
hodnoty olova i po pětitýdenním eliminačním období i nadále poměrně vysoké (Dumková a kol., 
2020b). Olovo se po inhalaci ukládá do tvrdých tkání a odtud může být kontinuálně uvolňováno 
do krevního řečiště, kde následně negativně působí na organismus, přestože inhalace olovnatých 
nanočástic již neprobíhá (Dumková a kol., 2017). 
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6.4 Reparativní procesy a zachování homeostázy plic a jater 

Reparativní chování tkání, následující po toxickém poškození, které může vést ke smrti 
jednotlivých buněk či ke kolapsu celého orgánu, se dá rozdělit do tří kategorií v závislosti na tom, 
jak efektivně se tkáně dokáží po jejich narušení obnovit (Hogan a kol., 2014; URL 22; URL 26). 

1. Tkáně, které se mohou díky vysoce rozvinuté hierarchii kmenových buněk snadno 
reparovat, např. pokožka, střevo aj. (Hogan a kol., 2014). 

2. Tkáně, které mají nízkou obměnu buněk v normálním stavu, ale po poranění dokáží rychle 
reagovat výměnou poškozených buněk, např. plíce, játra, břišní slinivka atd. (Hogan a kol., 
2014). 

3. Tkáně, které se díky nízkému počtu kmenových buněk nemohou efektivně reparovat, 
např. mozek nebo srdce (Hogan a kol., 2014). 

Předpokládali jsme, že zvýšená obnova plicní i jaterní tkáně by tedy po inhalaci Pb(NO3)2NPs 
měla probíhat, což výsledky naší studie skutečně potvrzují. 

Nález fibrózy v obou experimentálních skupinách v plicích i v játrech nicméně vypovídá 
o nevratném poškození tkání obou cílových orgánů. Množství kolagenních vláken ale 
kvantifikováno nebylo, tudíž není možné určit rozdíly mezi Pb(NO3)2NPs a Pb(NO3)2NPs/CL 
skupinou. 

Plicní choroba, která je způsobena inhalací kovových a minerálních částic je typem plicní fibrózy 
a je klasifikována jako pneumokonióza. Tato choroba je rozšířena především v rozvojových 
zemích (nejčastěji vzdušné částice z těžby nerostných surovin). V Mongolsku v letech 1967–2004 
tvořila pneumokonióza v kombinaci s chronickou bronchitidou 67,8 % případů nemoci z povolání, 
v Číně je každoročně diagnostikováno 10 až 15 tisíc nových případů. V rozvinutých zemích 
mortalita v posledních letech, díky lepším hygienickým podmínkám sice klesá, mezi lety 1968–
2000 v USA ale na tuto chorobu zemřelo ročně průměrně skoro 4000 lidí (Byrne a Baugh, 2008). 
Naproti tomu experiment s inhalací nerozpustných nanočástic olova (PbONPs) žádnou fibrózu 
či jiné změny v množství kolagenních vláken neprokázal, a to ani v experimentální skupině, která 
inhalovala nanočástice oxidu olovnatého (PbONPs) po dobu 11 týdnů (ekvivalent Pb(NO3)2NPs 
skupiny), ani ve skupině, která inhalovala PbONPs po dobu 6 týdnů a následně 5 týdnů inhalovala 
vzduch bez generovaných PbONPs (ekvivalent Pb(NO3)2NPs/CL skupiny) (Dumková a kol., 
2020a). Plicní fibróza byla nalezena i v dalších experimentech využívající nanočástice; 
po intratracheální instilaci nanočástic oxidu cerečitého či po injekci uhlíkových nanotrubiček 
do plic (Ma a kol., 2012; Muller a kol., 2005) 

Fibróza v játrech v současnosti představuje významný zdravotní problém a její léčba je stálou 
medicínskou výzvou (Tsukada a kol., 2006). Jaterní fibróza může vést ke smrtelné cirhóze jater 
(Hernández-Peréza kol., 2016). Fibróza v játrech je spojena se zvýšenou aktivitou Itoových buněk, 
které se z klidového stavu aktivují na buňky produkující enormní množství kolagenu. Přestože 
aktivita Itoových buněk souvisí s expresí prozánětlivých cytokinů, které byly po inhalaci 
Pb(NO3)2NPs sníženy, fibróza byla u našich vzorků detekována. Vysvětlením je zvýšená exprese 
proteinu a-SMA, který Itoovy buňky aktivuje (Tsukada a kol., 2006; Liu a kol., 2012; Dumková 
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a kol., 2020b). V experimentu s nerozpustnými nanočásticemi olova (PbONPs) a obdobným 
experimentálním designem (Dumková a kol., 2020a), nebyly jaterní fibróza a ani jiné změny 
týkající se množství či umístění kolagenních vláken detekovány (barveno SR) (Dumková a kol., 
2020a). Na druhou stranu jsou to právě nanočástice, jež mají značný potenciál jaterní fibrózu léčit. 
Bylo provedeno mnoho studií zabývajících se tímto tématem a některé z nich přinesly nadějné 
výsledky (např. nanočástice oxidu cerečitého, nanočástice zlata aj). (Surendran a kol., 2017; Hu 
a kol., 2019). 

Proliferační aktivita tkáně slouží k udržení homeostázy, její nadměrné zvýšení je však často 
spojováno s výskytem nádorů (Donato a kol., 2002; Chowers a kol., 2001). V souladu s touto 
skutečností byla vyšší proliferační aktivita zaznamenána v alveolárních oblastech v plicích 
po jedenáctitýdenní inhalaci PbONPs (barveno PCNA). V játrech se na druhou stranu množství 
PCNA-pozitivních buněk po inhalaci nerozpustných nanočástic olova (PbO) neměnilo (Dumková 
a kol., 2020a). Po aplikaci rozpustných nanočástic olova (Pb(NO3)2NPs) byl počet Ki67-
pozitivních buněk v exponovaných skupinách vyšší než v kontrolní skupině, a to v obou cílových 
orgánech.  

V jiných experimentech bylo nicméně prokázáno, že některé druhy NPs působí na buňky naopak 
anti-proliferativně (Asharani a kol., 2009). Je ovšem nezbytné zdůraznit, že pro detekci 
proliferujících buněk po aplikaci rozpustných nanočástic olova byla v našem experimentu použita 
detekce Ki67-pozitivních buněk, jako jedna z nejpoužívanějších metod v patologii. Pro jejich 
analýzu v dříve publikovaných studiích bylo ale využito značení PCNA-pozitivních buněk. Tedy 
celkový počet pozitivních buněk nelze porovnat, jelikož značí různé fáze buněčného dělení 
(Köhler a kol., 2010) a lze porovnat jen trendy mezi experimentálními skupinami uvnitř 
jednotlivých experimentů. 

Progenitorové buňky, jejich vlastnosti a mechanismy diferenciace jsou již u řady tkání známy, 
nicméně v plicích a játrech jsou stále předmětem výzkumu (Rawlins, 2008). 

V našem experimentu byly progenitorové buňky v plicích detekovány pomocí markerů 
SOX9, SOX2 a Nanog. SOX2-pozitivní buňky se nacházely v epitelové vrstvě bronchů 
a bronchiolů a Nanog-pozitivní buňky v alveolárních oblastech. SOX9-pozitivní buňky se i přes 
mnoho optimalizací protokolu nepodařilo vizualizovat. Jejich exprese v plicích dospělých jedinců 
je stále předmětem studií, a proto nelze jednoznačně určit relevanci analýzy genové exprese (může 
totiž podobně jako u markeru SOX2 záležet na odebrané části vzorku) (Rawlins, 2008). 

Výsledky analýzy exprese proteinu SOX2 a genu Sox2 neprokázaly stejný trend na úrovni 
proteinové a genové exprese. Zatímco výsledky analýzy genové exprese na mRNA úrovni ukazují 
statisticky nevýznamný pokles, při detekci pomocí imunohistochemických metod byly SOX2-
pozitivní buňky (exprese na proteinové úrovni) detekovány i v alveolárních oblastech, kde se 
běžně nevyskytují. SOX2-pozitivní buňky normálně udržují homeostázu tkání a v případě 
poškození se diferencují a zvyšují proliferační aktivitu. V případě inhalace Pb(NO3)2NPs se 
proliferační aktivita v bronchiolárních oblastech statisticky nevýznamně zvýšila. Výskyt SOX2-
pozitivních buněk v alveolárních oblastech lze vysvětlit tím, že SOX2 dokáže částečně 
přeprogramovat pneumocyty II. typu na různé typy buněk bronchiálního epitelu (Tompkins a kol., 
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2011). V inhalačním experimentu s využitím nanočástic oxidu olovnatého zůstala exprese SOX2-
pozitivních buněk i po jedenácti týdnech inhalace generovaných nanočástic nezměněná (Smutná, 
2018). 

Nanog-pozitivní buňky byly pneumocyty II. typu (AT2), které byly již dříve prokázány jako 
progenitorové buňky plic dospělých jedinců (Barkauskas a kol., 2013). Tyto buňky mají schopnost 
regulovat imunitní odpověď a jsou klíčovým zdrojem pro reparaci plicního parenchymu při jeho 
poškození. Jejich zvýšené množství po inhalaci Pb(NO3)2NPs ukazuje intenzivní reparaci 
poškozených tkání. V současné medicíně mají AT2 velký potenciál, protože by mohly být 
využívány při terapii kmenovými buňkami (Olajuyin a kol., 2019). Nanog také bývá často 
označován jako prognostický marker rakoviny plic, který by v budoucnosti mohl být nápomocný 
i při její léčbě. Výsledky studie ukázaly, že zvýšená exprese proteinu Nanog v plicích vedla k horší 
prognóze pacientů s rakovinou plic. V Nanog-pozitivních buňkách byl protein pomocí 
imunohistochemických metod detekován v cytoplasmě (Du a kol., 2013), podobně jako tomu bylo 
u některých buněk ve vzorcích jedinců z exponovaných skupin v naší práci, ale většina vykazovala 
expresi i v jádrech. 

V játrech byl pro analýzu progenitorových buněk vybrán protein SOX9 a gen Sox9, jehož exprese 
byla detekována okolo cév a portálních triád. Dle výsledků analýzy genové exprese se po inhalaci 
Pb(NO3)2NPs exprese genu Sox9 statisticky nevýznamně snížila, ovšem s vysokou variabilitou 
mezi jedinci v jednotlivých skupinách. Výsledky analýzy SOX9-pozitivních buněk jsou 
nejednotné, protože jejich množství je podmíněno velikostí dané cévy či portální triády, kde se 
nacházejí. Změny v expresi Sox9 a SOX9 tedy není snadné kvantifikovat v malých vzorcích. 
V inhalačním experimentu s PbONPs byla v exponované skupině po jedenáctitýdenní inhalaci 
nanočástic detekována zvýšená exprese SOX9-pozitivních buněk (Smutná, 2018).  
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6.5 Imunitní odpověď plic a jater 

Imunitní systém je obranný mechanismus organismů, který se skládá ze specializovaných buněk 
a signálních molekul. Imunitní odpověď lze rozdělit na dvě kategorie, nicméně mezi oběma 
existují spojitosti (Mackay a kol., 2000): 

1. Vrozená imunitní odpověď. Využívá imunitní buňky se schopností fagocytózy, 
makrofágy či neutrofily atd., dále pak buňky, které dokáží vyloučit mediátory zánětlivé 
reakce, žírné buňky, bazofilní granulocyty aj. a lymfocyty. Mezi další součásti patří 
např. cytokiny (Mackay a kol., 2000). Úlohou vrozené imunitní odpovědi je okamžitá 
obrana organismu hostitele (Parkin a Cohen, 2001).  
 

2. Adaptivní imunitní odpověď. Spočívá v antigen-specifických reakcích využívajících 
lymfocyty. Její vývoj je dlouhý, trvá několik dní až týdnů. Díky specifitě je efektivnější 
a na rozdíl od vrozené imunitní odpovědi nedochází při jejím uplatnění k poškození tkání 
(Parkin a Cohen, 2001). 

Snížená imunitní reakce způsobuje těžké infekce či se může podílet na vzniku nádorů, zvýšená 
naopak alergické reakce a autoimunitní onemocnění (Parkin a Cohen, 2001). 

Dosud byla publikována již řada studií, zabývajících se imunitní odpovědí organismu po inhalaci 
nanočástic. Výsledky ovšem nebyly konzistentní, protože imunitní reakce organismu závisí 
na fyzických i chemických vlastnostech daných nanočástic (Kononenko a kol., 2015). 
Dlouhodobá inhalace nanočástic může způsobovat chronický zánět, který je pro organismus 
poškozující a může vést k destrukci tkání (Gabay, 2006), jak bylo již popsáno v několika studiích 
(Dumková a kol., 2016). Tento trend jednoznačně potvrzují i výsledky našeho experimentu. 

Neutrofilní granulocyty se během poškození tkáně pomocí chemotaxe přesunou z krve 
na poškozené místo. Neutrofilní granulocyty se v plicním parenchymu vyskytují také 
při sekundárním poškození plic, např. při chronické obstrukční nemoci plic (COPD) nebo 
syndromu akutní dechové tísně (ARDS) (Hyun a Hong, 2017). Několik studií potvrdilo souvislost 
neutrofilů a akutního i chronického zánětu s nanomateriály (nanomateriály zvyšují zánět). Přestože 
neutrofily tvoří „první vlnu“ imunitní odpovědi, interakce nanočástic a neutrofilů je v současné 
době stále předmětem výzkumu. Naopak dobře prostudovaným tématem jsou makrofágy, tvořící 
„druhou vlnu“ imunitní reakce (Keshavan a Fadeel, 2020). Neutrofily jsou důležitou součástí 
mechanismu odstraňování nanočástic (pomocí fagocytózy) (Keshavan a Fadeel, 2020). Neutrofily 
byly v plicích po inhalaci Pb(NO3)2NPs detekovány v alveolárních oblastech. Tato skutečnost 
potvrdila závažnost nalezených patologických změn. 

Žírné buňky souvisejí s alergickou reakcí, ovšem změna v jejich množství po inhalaci 
Pb(NO3)2NPs nebyla i přes zaznamenaný nárůst statisticky významná. Reakce žírných buněk 
záleží na fyzických i chemických vlastnostech konkrétních NPs, jak bylo prokázáno například 
u NPs stříbra (Aldossari a kol., 2015). Mastocyty jsou také často spojovány s kouřením. 
Dle provedených studií je množství žírných buněk v plicích kuřáka vyšší, než v plicích nekuřáka 
(Andersson a kol., 2015). Množství žírných buněk se také zvyšuje za přítomnosti fibrózy (Cha 
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a kol., 2012), což se potvrzuje i v případě skupin exponovaných Pb(NO3)2NPs. Rozdíly mezi 
jednotlivými experimentálními skupinami nebyly ovšem signifikantní a mezi jedinci v každé 
skupině byla pozorována vysoká variabilita. Dalším z důležitých aspektů studia žírných buněk je 
jejich aktivace, která ale v této práci zohledněna nebyla (Andersson a kol., 2015). Přestože počet 
žírných buněk v plicích byl po inhalaci Pb(NO3)2NPs vyšší, exprese prozánětlivých cytokinů 
v plicích byla naopak nižší, i přesto, že mastocyty cytokiny vylučují (URL 27). Může to být 
způsobeno nižším počtem žírných buněk oproti plicním makrofágům. V experimentu, kde byly do 
buněčné kultury žírných buněk z kostní dřeně aplikovány nanočástice stříbra (Aldossari a kol., 
2015), indukovaly stříbrné nanočástice degranulaci žírných buněk, a tím spustily alergickou reakci 
(Aldosarri a kol., 2015), nicméně proces degranulace jsme zde podrobně nesledovali. 

Počet makrofágů byl po inhalaci Pb(NO3)2NPs v obou cílových orgánech statisticky významně  
nižší, v Pb(NO3)2NPs/CL skupině se hodnoty blížilye kontrolní skupině. V PbONPs inhalačním 
experimentu s obdobným experimentálním designem (Dumková a kol., 2020a) se množství 
makrofágů naopak zvýšilo při detekci makrofágů stejnou metodou i markerem (CD68) (Dumková 
a kol., 2020a). Po inhalaci NPs oxidu titaničitého (Grassian a kol., 2007) (inhalační experiment 
s obdobným experimentálním designem jako náš experiment) došlo také ke zvýšení množství 
makrofágů, ve skupině s eliminačním obdobím se ale hodnoty, stejně jako v naší práci přiblížily, 
k hodnotám kontrolní skupiny (Grassian a kol., 2007).  

Snížení počtu plicních makrofágů souvisí také s expresí prozánětlivých markerů (Gabay, 2006). 
Přestože relativní exprese vybraných prozánětlivých cytokinů se po inhalaci Pb(NO3)2NPs snížila, 
po inhalaci jiných druhů nanočástic, např. po inhalaci nanočástic oxidu titaničitého (Armand 
a kol., 2013), se naopak zvýšila. Exprese mnoha prozánětlivých cytokinů je také ovlivněna 
transkripčním faktorem NFkB1 (Hunter a de Plaen, 2014). Snížení plicních a jaterních makrofágů 
tedy společně se snížením exprese NFkB1 přispělo ke snížení exprese prozánětlivých cytokinů.  
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7 ZÁVĚR 

Cílem této práce bylo stanovit vliv inhalace rozpustných nanočástic olova na imunitní systém 
a následnou reparaci plic a jater na modelovém organismu laboratorní myši: 

• Hmotnost obou cílových orgánů byla po inhalaci Pb(NO3)2NPs oproti kontrolní skupině nižší. 
• Po inhalaci Pb(NO3)2NPs statisticky signifikantně vzrostl rozsah nalezených 

histopatologických změn v obou cílových orgánech.  
o Eliminační období v Pb(NO3)2NPs/CL skupiněv plicích nepřineslo, na rozdíl od jater, 

zlepšení v počtu nalezených histopatologických změn. 
• V obou cílových orgánech probíhala po inhalaci Pb(NO3)2NPs intenzivní reparace tkání: 

o Místy byla tkáň nenávratně poškozena, byla zde nalezena počínající fibróza. 
o Proliferační aktivita se v obou cílových orgánech po inhalaci Pb(NO3)2NPs statisticky 

nevýznamně zvýšila, mezi jedinci byla ovšem zaznamenána vysoká variabilita. 
o Počet progenitorových buněk se v alveolárních oblastech plic po inhalaci Pb(NO3)2NPs 

zvýšil. 
o Reparace tkání byla v exponované skupině s eliminačním obdobím vysoce variabilní. 

• Po inhalaci Pb(NO3)2NPs došlo ke snížení imunitní odpovědi: 
o Genová exprese vybraných prozánětlivých cytokinů a transkripčního faktoru NFkB1 

byla po inhalaci Pb(NO3)2NPs nižší. 
o Počet makrofágů se v obou cílových orgánech po inhalaci Pb(NO3)2NPs snížil. 
o Pětitýdenní eliminační období v Pb(NO3)2NPs/CL skupině vedlo k vyšší imunitní 

odpovědi v játrech. 
o Neutrofilní granulocyty byly v plicích po inhalaci Pb(NO3)2NPs  nalezeny 

také mimo cévy, počet žírných buněk po inhalaci Pb(NO3)2NPs vzrostl. 
• Efekty inhalace rozpustných a nerozpustných nanočástic olova se lišily v nálezu kolagenních 

vláken, počtu makrofágů, proliferační aktivity v plicích i v játrech a nálezu progenitorových 
buněk v játrech. 

V budoucnu bude nezbytné se podrobněji zaměřit na eliminační mechanismy, především pak 
na úlohu kmenových buněk a jejich diferenciaci, jež mají zejména v medicíně velký potenciál. 
Dále bude třeba zkoumat efekty různých koncentrací nanočástic v dlouhodobém měřítku.  

Tato práce je součástí článku publikovaného v časopise International Journal of Molecular 
Sciences (IF = 4,5) (P4). 
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P1: DETAILY PRAKTICKÉ ČÁSTI PRÁCE 

Charakteristika generovaných rozpustných nanočástic olova 

Nanočástice dusičnanu olovnatého byly generovány ve spolupráci s Ústavem analytické 
chemie, v.v.i. 

Tabulka 9. Charakteristika generovaných rozpustných nanočástic olova. 

forma olova dusičnan olovnatý – Pb(NO3)2NPs 
koncentrace 1,94 * 105 NPs/cm3 
hmotnostní koncentrace 68,6 µg/m3 
medián generovaných nanočástic 31,3 nm 
odhadovaná uložená dávka po 11 týdnech 
inhalace generovaných nanočástic 

0,774 µg/g (generované NPs/gram hmotnosti 
těla) 

 
Charakteristika experimentálních skupin 

Kontrolní (ctr) skupina 

datum: 6. 3. 2018 – 21. + 23. 5. 2018 
průběh inhalace: 11 týdnů bez generovaných Pb(NO3)2NPs 
 
Pb(NO3)2NPs skupina 

datum: 6. 3. 2018 – 21. + 23. 5. 2018 
průběh inhalace: 11 týdnů generovaných Pb(NO3)2NPs 
 

Pb(NO3)2NPs/CL skupina 

datum: 6. 3. 2018 – 21. + 23. 5. 2018 
průběh inhalace: 6 týdnů generovaných Pb(NO)2NPs; 5 týdnů bez generovaných Pb(NO3)2NPs 
 
Vyhodnocení analýzy genové exprese 

R (ratio)…udává relativní změnu exprese 
ΔCTK…kontrolní vzorek 
ΔCTPb…testovaný vzorek 
ΔCTTG…testovaný gen 
ΔCTHG…housekeeping gen 
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R = 2-ΔΔCT 

ΔΔCT = ΔCTPb – ΔCTK 

ΔCTPb = ΔCTTG – ΔCTHG 

ΔCTK = ΔCTTG – ΔCTHG 

Nepárový Studentův t-test 

Nepárový Studentův t-test testuje statistickou hypotézu na základě porovnání středních hodnot 
dvou experimentálních skupin (většinou jedné kontrolní a jedné s proměnnou) (URL 28). Test byl 
proveden navzájem mezi všemi experimentálními skupinami, pro vyhodnocení byl použit 
GraphPad Prism 5 (P3). 

Přepočet počtu detekovaných buněk na 1 mm2 

Velikost fotografie z mikroskopu: 2088 x 1550 px (zvětšení 40x) 
Velikost měřítka (100 µm): 622 px 
Koeficient:11,954146762016 
 
Výsledná plocha jednoho řezu (10 fotografií): 0,8365298 mm2 
 
Výsledná plocha jedné experimentálnískupiny při kvantifikaci dvou řezů z pěti jedinců 
(játra: analýza CD68-pozitivních buněk): 8,365298 mm2 
 
Výsledná plocha jedné experimentální skupiny při kvantifikaci čtyř řezů z pěti jedinců (plíce: 
analýza Nanog-pozitivních a CD68-pozitivních buněk, játra: analýza Ki67-
pozitivních buněk): 16,730596 mm2 
 
Výsledná plocha jedné experimentálnískupiny při kvantifikaci dvou řezů po dvaceti fotografiích 
ze tří jedinců (plíce: analýza Ki67-pozitivních buněk v alveolárních oblastech): 10,0383576 mm2 
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P2: PŘÍLOHY K VÝSLEDKŮM 

Analýza hmotnosti cílových orgánů 

Tabulka 10. Analýza hmotnosti cílových orgánů. Kontrolní skupina. 

číslo jedince hmotnost [g] plíce [g] % průměr játra [g] % průměr 
36 28,62 0,3138 1,096436 

0,91444 

1,4674 5,127184 

5,285029 
37 31,37 0,3544 1,129742 1,6372 5,218999 
38 37,81 0,4310 1,139910 2,4912 6,588733 
39 29,16 0,1595 0,546982 1,4097 4,834362 
40 39,81 0,2624 0,659131 1,8535 4,655865 

 
Tabulka 11. Analýza hmotnosti cílových orgánů. Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo jedince hmotnost [g] plíce [g] % průměr játra [g] % průměr 
36 29,28 0,2335 0,797473 

0,754389 

1,6207 5,535178 

5,389941 
37 32,15 0,2241 0,697045 1,8458 5,741213 
38 27,47 0,2413 0,878413 1,4361 5,227885 
39 34,68 0,2124 0,612457 1,7760 5,121107 
40 28,86 0,2270 0,786556 1,5366 5,324324 

 

Tabulka 12. Analýza hmotnosti cílových orgánů. Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo jedince hmotnost [g] plíce [g] % průměr játra [g] % průměr 
6 34,64 0,2565 0,740473 

0,792811 

1,6321 4,711605 

4,94867 
7 31,07 0,2548 0,820084 1,5204 4,893466 
8 25,00 0,2149 0,859600 1,3335 5,334000 
9 28,22 0,2249 0,796953 1,3114 4,647059 
10 31,93 0,2385 0,746946 1,6467 5,157219 

 

Plíce 

Souhrn provedených analýz v plicích 

Tabulka 13. Souhrn provedených analýz na vzorcích plic. 

metoda 
analýza 

hmotnosti 

histologická barvení IHC qPCR 

označení 
jedince 

histopatologick
á analýza 

M
GT 

S
R 

T
B 

Ki
67 

SO
X2 

Na
nog 

M
PO 

CD
68 

SO
X2 

SO
X9 

IL
1-a 

IL
1-b 

I
L
6 

NFk
B1 

ctr 36 + + - - + - + + + + + + + + + + 
ctr 37 + + + + + + + + + + + + + - - + 
ctr 38 + + - - + + + + + + - + + + + + 
ctr 39 + + + + + + + + + + + - + + + + 
ctr 40 + + + + + - + + + + + + - + + - 

Pb(NO3)2NP
s 36 + + - - + + + + + + + + + - + + 

Pb(NO3)2NP
s 37 + + + + + + + + + + + + + + + + 
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metoda 
analýza 

hmotnosti 

histologická barvení IHC qPCR 

označení 
jedince 

histopatologick
á analýza 

M
GT 

S
R 

T
B 

Ki
67 

SO
X2 

Na
nog 

M
PO 

CD
68 

SO
X2 

SO
X9 

IL
1-a 

IL
1-b 

I
L
6 

NFk
B1 

Pb(NO3)2NP
s 38 + + - + + + + + + + + - + + + + 

Pb(NO3)2NP
s 39 + + + + + - + + + + - + - + - + 

Pb(NO3)2NP
s 40 + + + - + - + + + + + + + + + - 

Pb(NO3)2NP
s/CL 6 + + - - + - + + + + + + + - + + 

Pb(NO3)2NP
s/CL 7 + + + - + + + + + + + + - + - + 

Pb(NO3)2NP
s/CL 8 + + + + + + + + + + - - + + + - 

Pb(NO3)2NP
s/CL 9 + + - + + + + + + + + + + + + + 

Pb(NO3)2NP
s/CL 10 + + + + + - + + + + + + + + + + 

 

Histopatologická analýza vzorků plic 

Z každého jedince byly pořízeny dva řezy, které byly obarveny Hematoxylinem-eosinem. 
Nalezené histopatologické změny byly kvantifikovány (tab. 15–17) dle kritérií v tab. 14.  

Tabulka 14. Kritéria pro hodnocení histopatologických změn. 

+ Změna byla ve vzorku zaznamenána. 
++ Změna se ve vzorku vyskytovala několikrát. 

+++ Změna se ve vzorku vyskytovala velmi často. 
 

Tabulka 15. Histopatologická analýza plic. Kontrolní skupina. 

číslo 
jedince 

číslo 
řezu 

infiltrát 
peribronchiolárn
í 

infiltrát 
perivaskulární 

atelek
táza 

bronchio
litida 

ztluštěná 
septa 

alveolární 
emfyzém 

hemor
agie 

hemos
táza 

36 
1         + +     
2         +       

37 
1   +     +   +  + 
2         +   +  + 

38 
1 ++       ++ + +   
2 +       ++ + +   

39 
1         + + +   
2         +   +   

40 
1 +       + + +  ++ 
2 +       ++   +  + 
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Tabulka 16. Histopatologická analýza plic. Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo 
jedince 

číslo 
řezu 

infiltrát 
peribronchiolárn
í 

infiltrát 
perivaskulární 

atelek
táza 

bronchio
litida 

ztluštěná 
septa 

alveolární 
emfyzém 

hemor
agie 

hemos
táza 

36 
1 +   +   ++ ++ +   
2 +   +   ++ ++ + + 

37 
1 ++ +     ++   +++ ++ 
2 +   +   ++   ++ + 

38 
1 +++ ++ +   ++ ++ + + 
2 ++ ++     ++ ++ + + 

39 
1 + +     ++ + ++ ++ 
2   +     ++ + ++ ++ 

40 
1 ++ +   ++ + ++ + +++ 
2 +   ++ + ++ ++ ++ + 

 

Tabulka 17. Histopatologická analýza plic. Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo 
jedince 

číslo 
řezu 

infiltrát 
peribronchiolárn
í 

infiltrát 
perivaskulární 

atelek
táza 

bronchio
litida 

ztluštěná 
septa 

alveolární 
emfyzém 

hemor
agie 

hemos
táza 

6 
1 ++ + + + +++ ++ +++ + 
2 +++ ++ +   ++ + +++ + 

7 
1 ++       +++ + +++ ++ 
2 +     + +++ + +++ + 

8 
1   +     +++ + ++   
2   ++     ++ + ++ + 

9 
1 +     ++ ++ + ++ ++ 
2 ++ +     +++   + +++ 

10 
1 +++   + + +++   +++ ++ 
2 +++ +     ++   ++ ++ 

 

Kvantifikace Ki67-pozitivních buněk v plicích 

Ze tří jedinců byly pomocínepřímé trojstupňové imunohistochemické metody a markeru Ki67 
obarveny dva řezy, ve kterých byly kvantifikovány Ki67-pozitivní buňky. Kvantifikace byla 
rozdělena do dvou částí dle dvou vybraných oblastí plic: bronchiolární a alveolární.  

Z bronchiolárních oblastí (tab. 18–20) bylo z každého řezu pořízeno 5 snímků o velikosti 1550 x 
2088 px se zvětšením 40x. Výsledné hodnoty byly přepočítány tak, aby odpovídaly 
ploše 1 mm2 (P1). 

Tabulka 18. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v bronchiolárních oblastech v plicích. 
Kontrolní skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

37 1 

1 1 

0,2 0,6 0,95 

2 0 
3 0 
4 0 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
5 0 

2 

1 0 

1 

2 0 
3 0 
4 2 
5 3 

38 

1 

1 - 

- 

- 

2 - 
3 - 
4 - 
5 - 

2 

1 - 

- 

2 - 
3 - 
4 - 
5 - 

39 

1 

1 0 

1 

1,3 

2 3 
3 2 
4 0 
5 0 

2 

1 0 

1,6 

2 2 
3 3 
4 0 
5 3 

 

Tabulka 19. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v bronchiolárních oblastech v plicích. 
Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

36 

1 

1 3 

1,4 

2,2 

2 

2 2 
3 1 
4 0 
5 1 

2 

1 3 

3 

2 5 
3 2 
4 1 
5 4 

37 

1 

1 4 

3,4 

2,5 

2 1 
3 9 
4 1 
5 2 

2 

1 3 

1,6 

2 3 
3 0 
4 2 
5 0 

38 1 

1 2 

0,6 1,3 

2 0 
3 0 
4 1 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
5 0 

2 

1 1 

2 

2 0 
3 2 
4 3 
5 4 

 

Tabulka 20. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v bronchiolárních oblastech v plicích. 
Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

7 

1 

1 0 

0,4 

0,4 

3,633333333 

2 0 
3 0 
4 0 
5 2 

2 

1 0 

0,4 

2 2 
3 0 
4 0 
5 0 

8 

1 

1 0 

1,4 

1,4 

2 0 
3 3 
4 1 
5 3 

2 

1 3 

1,4 

2 1 
3 1 
4 2 
5 0 

9 

1 

1 14 

10,6 

9,1 

2 4 
3 21 
4 7 
5 7 

2 

1 5 

7,6 

2 8 
3 12 
4 5 
5 8 

 

Z alveolárních oblastí (tab. 21–23) bylo z každého řezu pořízeno 20 snímků o velikosti 1550 x 
2088 px se zvětšením 40x. Výsledné hodnoty byly přepočítány tak, aby odpovídaly ploše 
1 mm2 (P1). 

Tabulka 21. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v alveolárních oblastech v plicích. 
Kontrolní skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

37 1 
1 13 

14,3 11,725 12,26666667 2 15 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
3 11 
4 17 
5 12 
6 22 
7 21 
8 14 
9 6 

10 8 
11 16 
12 11 
13 11 
14 15 
15 16 
16 21 
17 9 
18 24 
19 7 
20 17 

2 

1 5 

9,15 

2 5 
3 6 
4 14 
5 6 
6 8 
7 22 
8 7 
9 5 

10 2 
11 12 
12 6 
13 6 
14 10 
15 6 
16 13 
17 31 
18 7 
19 8 
20 4 

38 1 

1 12 

13,15 12,325 

2 9 
3 20 
4 17 
5 12 
6 13 
7 18 
8 9 
9 17 

10 7 
11 15 
12 14 
13 8 
14 12 
15 18 
16 11 
17 12 
18 9 
19 16 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
20 14 

2 

1 25 

11,5 

2 17 
3 10 
4 13 
5 16 
6 16 
7 7 
8 4 
9 9 

10 13 
11 7 
12 3 
13 11 
14 13 
15 18 
16 8 
17 17 
18 7 
19 10 
20 6 

39 

1 

1 16 

12,1 

12,75 

2 12 
3 8 
4 10 
5 10 
6 17 
7 16 
8 15 
9 12 

10 3 
11 14 
12 8 
13 12 
14 21 
15 13 
16 11 
17 11 
18 18 
19 10 
20 5 

2 

1 18 

13,4 

2 22 
3 9 
4 7 
5 11 
6 18 
7 14 
8 16 
9 10 

10 12 
11 13 
12 10 
13 9 
14 16 
15 15 
16 18 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
17 14 
18 14 
19 14 
20 8 

 

 

Tabulka 22. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v alveolárních oblastech v plicích. 
Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

36 

1 

1 18 

9,95 

9,9 

13,2 

2 6 
3 16 
4 10 
5 10 
6 7 
7 8 
8 4 
9 11 

10 10 
11 10 
12 16 
13 14 
14 11 
15 2 
16 11 
17 10 
18 12 
19 11 
20 2 

2 

1 5 

9,85 

2 5 
3 15 
4 14 
5 12 
6 11 
7 14 
8 14 
9 5 

10 13 
11 16 
12 9 
13 7 
14 7 
15 10 
16 6 
17 5 
18 9 
19 9 
20 11 

37 1 

1 16 

13,55 16,05 

2 19 
3 12 
4 10 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
5 20 
6 15 
7 5 
8 6 
9 10 

10 4 
11 17 
12 18 
13 27 
14 4 
15 6 
16 17 
17 19 
18 15 
19 15 
20 16 

2 

1 20 

18,55 

2 34 
3 33 
4 11 
5 19 
6 18 
7 10 
8 15 
9 27 

10 12 
11 27 
12 20 
13 12 
14 15 
15 15 
16 23 
17 6 
18 13 
19 19 
20 22 

38 
1 

1 17 

9,5 
13,65 

2 22 
3 11 
4 9 
5 10 
6 13 
7 10 
8 6 
9 6 

10 6 
11 6 
12 15 
13 7 
14 3 
15 6 
16 10 
17 14 
18 6 
19 5 
20 8 

2 1 6 17,8 



 

 114 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
2 5 
3 20 
4 14 
5 11 
6 21 
7 8 
8 20 
9 22 

10 22 
11 32 
12 27 
13 27 
14 11 
15 12 
16 28 
17 47 
18 3 
19 8 
20 12 

 

Tabulka 23. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v alveolárních oblastech v plicích. 
Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

7 

1 

1 13 

10,9 

11,3 14,68333333 

2 13 
3 6 
4 10 
5 2 
6 9 
7 20 
8 11 
9 13 

10 6 
11 5 
12 5 
13 9 
14 18 
15 19 
16 11 
17 7 
18 8 
19 21 
20 12 

2 

1 10 

11,7 

2 10 
3 9 
4 13 
5 9 
6 11 
7 18 
8 22 
9 1 

10 15 
11 6 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
12 5 
13 9 
14 5 
15 19 
16 4 
17 18 
18 23 
19 17 
20 10 

8 

1 

1 27 

18,8 

16,7 

2 20 
3 20 
4 11 
5 15 
6 13 
7 26 
8 18 
9 31 

10 17 
11 15 
12 20 
13 24 
14 19 
15 24 
16 15 
17 19 
18 11 
19 14 
20 17 

2 

1 19 

14,6 

2 16 
3 13 
4 20 
5 24 
6 25 
7 19 
8 16 
9 8 

10 10 
11 12 
12 22 
13 10 
14 13 
15 14 
16 8 
17 13 
18 13 
19 8 
20 9 

9 1 

1 18 

16,2 16,05 

2 6 
3 19 
4 28 
5 14 
6 19 
7 19 
8 17 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
9 22 

10 15 
11 20 
12 10 
13 13 
14 19 
15 1 
16 7 
17 19 
18 22 
19 14 
20 22 

2 

1 3 

15,9 

2 13 
3 8 
4 15 
5 16 
6 16 
7 18 
8 16 
9 23 

10 13 
11 13 
12 17 
13 28 
14 23 
15 9 
16 18 
17 24 
18 13 
19 20 
20 12 

 

Kvantifikace Nanog-pozitivních buněk v plicích 

Z každého jedince byly pomocí nepřímé trojstupňovéimunohistochemické metody a markeru 
Nanog obarveny čtyři řezy. Následně bylo z každého řezu pořízeno 10 fotografií o velikosti 2088 
x 1550 px se zvětšením 40x, ve kterých byly kvantifikovány nalezené pozitivní buňky (tab. 24–
26). Počet pozitivních buněk byl nakonec přepočítán tak, aby odpovídal ploše 1 mm2(P1). 

Tabulka 24. Kvantifikované výsledky Nanog-pozitivních buněk v plicích. Kontrolní skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

36 11 

1 60 

48,1 48,025 42,7 

2 46 
3 43 
4 61 
5 39 
6 41 
7 55 
8 50 
9 49 

10 37 



 

 117 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

12 

1 52 

41,2 

2 36 
3 46 
4 33 
5 36 
6 51 
7 36 
8 50 
9 34 

10 38 

21 

1 41 

47,7 

2 48 
3 54 
4 41 
5 51 
6 43 
7 55 
8 42 
9 37 

10 65 

22 

1 57 

55,1 

2 51 
3 59 
4 50 
5 43 
6 49 
7 54 
8 60 
9 61 

10 67 

37 

11 

1 43 

42,5 

46,2 

2 46 
3 33 
4 50 
5 47 
6 52 
7 33 
8 39 
9 44 

10 38 

12 

1 38 

36,7 

2 45 
3 30 
4 35 
5 41 
6 40 
7 54 
8 33 
9 26 

10 25 

21 

1 70 

52,1 

2 55 
3 30 
4 56 
5 49 
6 54 
7 54 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
8 49 
9 53 

10 51 

22 

1 50 

53,5 

2 60 
3 52 
4 48 
5 65 
6 65 
7 45 
8 39 
9 38 

10 73 

38 

11 

1 61 

54,4 

41,7 

2 59 
3 51 
4 64 
5 51 
6 46 
7 67 
8 43 
9 48 

10 54 

12 

1 50 

45,9 

2 49 
3 52 
4 45 
5 41 
6 45 
7 47 
8 50 
9 36 

10 44 

21 

1 29 

30,8 

2 27 
3 30 
4 34 
5 46 
6 34 
7 30 
8 11 
9 36 

10 31 

22 

1 33 

35,7 

2 40 
3 41 
4 40 
5 39 
6 39 
7 44 
8 28 
9 27 

10 26 

39 11 

1 42 

39,9 33,825 

2 43 
3 36 
4 31 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
5 22 
6 45 
7 58 
8 47 
9 39 

10 36 

12 

1 45 

41,6 

2 42 
3 19 
4 45 
5 41 
6 49 
7 38 
8 44 
9 50 

10 43 

21 

1 20 

24,8 

2 22 
3 14 
4 35 
5 28 
6 36 
7 21 
8 29 
9 21 

10 22 

22 

1 27 

29 

2 28 
3 31 
4 24 
5 24 
6 45 
7 29 
8 29 
9 22 

10 31 

40 

11 

1 52 

47,8 

43,75 

2 51 
3 51 
4 54 
5 56 
6 60 
7 45 
8 38 
9 43 

10 28 

12 

1 43 

42,2 

2 53 
3 44 
4 30 
5 44 
6 44 
7 38 
8 46 
9 37 

10 43 
21 1 43 44,9 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
2 39 
3 41 
4 53 
5 47 
6 40 
7 47 
8 48 
9 39 

10 52 

22 

1 25 

40,1 

2 35 
3 55 
4 21 
5 40 
6 70 
7 27 
8 42 
9 45 

10 41 
 

Tabulka 25. Kvantifikované výsledky Nanog-pozitivních buněk v plicích. Pb(NO3)2NPs  skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

36 

11 

1 37 

45 

66,8 63,295 

2 47 
3 52 
4 45 
5 46 
6 51 
7 48 
8 52 
9 46 

10 26 

12 

1 80 

71,9 

2 68 
3 94 
4 63 
5 85 
6 75 
7 72 
8 40 
9 63 

10 79 

21 

1 60 

73 

2 89 
3 71 
4 50 
5 71 
6 78 
7 75 
8 82 
9 91 

10 63 

22 
1 85 

77,3 2 87 



 

 121 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
3 69 
4 59 
5 81 
6 83 
7 87 
8 79 
9 68 

10 75 

37 

11 

1 68 

64,4 

61,75 

2 69 
3 64 
4 55 
5 61 
6 50 
7 65 
8 65 
9 67 

10 80 

12 

1 67 

56,2 

2 66 
3 49 
4 60 
5 58 
6 41 
7 52 
8 61 
9 56 

10 52 

21 

1 65 

60,9 

2 68 
3 69 
4 53 
5 67 
6 68 
7 40 
8 60 
9 56 

10 63 

22 

1 58 

65,5 

2 75 
3 80 
4 54 
5 70 
6 66 
7 57 
8 74 
9 68 

10 53 

38 1 1 

1 46 

53,3 58,725 

2 54 
3 44 
4 55 
5 44 
6 69 
7 50 
8 63 
9 54 



 

 122 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
10 54 

12 

1 51 

50,4 

2 78 
3 43 
4 53 
5 44 
6 52 
7 67 
8 40 
9 37 

10 39 

2_1 

1 65 

62,6 

2 47 
3 67 
4 71 
5 72 
6 64 
7 63 
8 55 
9 60 

10 62 

22 

1 53 

68,6 

2 65 
3 77 
4 61 
5 53 
6 62 
7 71 
8 98 
9 69 

10 77 

39 

11 

1 56 

57 

64,425 

2 56 
3 55 
4 52 
5 46 
6 62 
7 75 
8 56 
9 51 

10 61 

12 

1 66 

54,1 

2 63 
3 50 
4 60 
5 58 
6 55 
7 61 
8 42 
9 37 

10 49 

21 

1 73 

72 

2 80 
3 74 
4 75 
5 70 
6 60 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
7 79 
8 73 
9 67 

10 69 

22 

1 59 

74,6 

2 59 
3 83 
4 88 
5 44 
6 87 
7 83 
8 82 
9 67 

10 94 

40 

11 

1 65 

61,1 

64,775 

2 72 
3 58 
4 61 
5 56 
6 60 
7 59 
8 64 
9 53 

10 63 

12 

1 62 

58,5 

2 73 
3 52 
4 54 
5 77 
6 54 
7 50 
8 56 
9 51 

10 56 

21 

1 62 

75,1 

2 84 
3 81 
4 83 
5 70 
6 68 
7 73 
8 72 
9 87 

10 71 

22 

1 68 

64,4 

2 66 
3 68 
4 58 
5 65 
6 70 
7 71 
8 50 
9 63 

10 65 
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Tabulka 26. Kvantifikované výsledky Nanog-pozitivních buněk v plicích. Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

6 

1 1 

1 69 

78,9 

76,1 

68,305 

2 87 
3 87 
4 89 
5 98 
6 92 
7 73 
8 69 
9 57 

10 68 

1 2 

1 88 

73,9 

2 81 
3 75 
4 91 
5 73 
6 89 
7 53 
8 65 
9 59 

10 65 

2 1 

1 79 

80,8 

2 81 
3 97 
4 82 
5 78 
6 70 
7 66 
8 86 
9 99 

10 70 

2 2 

1 67 

70,8 

2 79 
3 62 
4 65 
5 70 
6 54 
7 76 
8 96 
9 68 

10 71 

7 

1 1 

1 56 

64,1 

64,05 

2 89 
3 74 
4 69 
5 65 
6 56 
7 51 
8 70 
9 56 

10 55 

1 2 

1 71 

59,8 

2 92 
3 74 
4 53 
5 70 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
6 40 
7 47 
8 47 
9 67 

10 37 

2 1 

1 54 

66,5 

2 65 
3 57 
4 76 
5 64 
6 36 
7 83 
8 79 
9 68 

10 83 

2 2 

1 81 

65,8 

2 77 
3 84 
4 69 
5 26 
6 49 
7 68 
8 82 
9 55 

10 67 

8 

1 1 

1 81 

75,4 

73,075 

2 76 
3 71 
4 86 
5 71 
6 73 
7 76 
8 84 
9 84 

10 52 

1 2 

1 80 

70,6 

2 78 
3 75 
4 59 
5 71 
6 68 
7 52 
8 74 
9 72 

10 77 

2 1 

1 50 

74,9 

2 77 
3 91 
4 75 
5 80 
6 57 
7 74 
8 86 
9 82 

10 77 

2 2 
1 63 

71,4 2 59 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
3 78 
4 83 
5 75 
6 68 
7 66 
8 62 
9 94 

10 66 

9 

1 1 

1 65 

57,8 

58,775 

2 37 
3 39 
4 56 
5 57 
6 59 
7 63 
8 65 
9 66 

10 71 

1 2 

1 40 

51,8 

2 43 
3 71 
4 49 
5 64 
6 42 
7 51 
8 57 
9 33 

10 68 

2 1 

1 64 

65 

2 54 
3 71 
4 53 
5 73 
6 70 
7 50 
8 82 
9 69 

10 64 

2 2 

1 65 

60,5 

2 61 
3 81 
4 51 
5 41 
6 54 
7 54 
8 75 
9 72 

10 51 

10 1 1 

1 57 

64,3 69,525 

2 61 
3 62 
4 61 
5 71 
6 64 
7 56 
8 75 
9 60 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
10 76 

1 2 

1 71 

69,4 

2 71 
3 63 
4 65 
5 71 
6 81 
7 64 
8 64 
9 88 

10 56 

2 1 

1 66 

72,4 

2 85 
3 77 
4 78 
5 63 
6 56 
7 82 
8 65 
9 55 

10 97 

2 2 

1 81 

72 

2 76 
3 53 
4 75 
5 52 
6 61 
7 71 
8 66 
9 88 

10 97 
 

Kvantifikace TB-pozitivních buněk v plicích 

Z každého jedince byly obarveny Toluidinovou modří 4 řezy. Následně byl kvantifikován celkový 
počet pozitivních buněk v jednotlivých řezech (tab. 27–29).  

Tabulka 27. Kvantifikované výsledky TB-pozitivních buněk v plicích. Kontrolní skupina. 

číslo jedince číslo řezu počet pozitivních buněk průměr/jedinec průměr/skupina 

36 

1 1 3 

1,25 

1,9 

1 2 0 
2 1 2 
2 2 0 

37 

1 1 0 

1,25 1 2 3 
2 1 1 
2 2 1 

38 

1 1 0 

0 1 2 0 
2 1 0 
2 2 0 

39 1 1 0 0 1 2 0 
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2 1 0 
2 2 0 

40 

1 1 4 

7 1 2 4 
2 1 5 
2 2 15 

 

Tabulka 28. Kvantifikované výsledky TB-pozitivních buněk v plicích. Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo jedince číslo řezu počet pozitivních buněk průměr/jedinec průměr/skupina 

36 

1 1 1 

3 

3,85 

1 2 5 
2 1 2 
2 2 4 

37 

1 1 8 

7,5 1 2 9 
2 1 6 
2 2 7 

38 

1 1 10 

5,75 1 2 6 
2 1 5 
2 2 2 

39 

1 1 0 

0,5 1 2 2 
2 1 0 
2 2 0 

40 

1 1 5 

2,5 1 2 1 
2 1 2 
2 2 2 

 

Tabulka 29. Kvantifikované výsledky TB-pozitivních buněk v plicích. Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo jedince číslo řezu počet pozitivních buněk průměr/jedinec průměr/skupina 

6 

1 1 13 

5,75 

6,65 

1 2 1 
2 1 4 
2 2 5 

7 

1 1 0 

0,25 1 2 0 
2 1 1 
2 2 0 

8 

1 1 16 

16,25 1 2 19 
2 1 14 
2 2 16 

9 

1 1 8 

5,25 1 2 3 
2 1 4 
2 2 6 

10 

1 1 5 

5,75 1 2 5 
2 1 4 
2 2 9 
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Kvantifikace CD68-pozitivních buněk v plicích 

Z každého jedince byly pomocínepřímé trojstupňové imunohistochemické metody a markeru 
CD68 obarveny čtyři řezy. Následně bylo z každého řezu pořízeno 10 fotografií o velikosti 2088 
x 1550 px se zvětšením 40x, ve kterých byly kvantifikovány nalezené pozitivní buňky (tab. 30–
32). Počet pozitivních buněk byl nakonec přepočítán tak, aby odpovídal ploše 1 mm2 (P1). 

Tabulka 30. Kvantifikované výsledky CD68-pozitivních buněk v plicích. Kontrolní skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 

36 

1 1 

1 14 

16 

17,575 

19,97 

2 15 
3 16 
4 16 
5 11 
6 17 
7 13 
8 18 
9 19 

10 21 

1 2 

1 17 

18 

2 14 
3 13 
4 15 
5 21 
6 19 
7 20 
8 20 
9 18 

10 23 

2 1 

1 13 

18,6 

2 23 
3 17 
4 15 
5 17 
6 24 
7 20 
8 24 
9 18 

10 15 

2 2 

1 14 

17,7 

2 16 
3 18 
4 17 
5 20 
6 21 
7 9 
8 22 
9 18 

10 22 

37 1 1 

1 36 

22,6 20,4 

2 28 
3 25 
4 13 
5 30 
6 21 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
7 12 
8 17 
9 23 

10 21 

1 2 

1 21 

19,3 

2 18 
3 20 
4 21 
5 14 
6 18 
7 19 
8 16 
9 20 

10 26 

2 1 

1 18 

19,6 

2 48 
3 16 
4 17 
5 16 
6 13 
7 21 
8 16 
9 15 

10 16 

2 2 

1 18 

20,1 

2 18 
3 24 
4 20 
5 19 
6 24 
7 18 
8 14 
9 21 

10 25 

38 

1 2 

1 17 

15,8 

19,325 

2 17 
3 15 
4 17 
5 16 
6 19 
7 16 
8 12 
9 17 

10 12 

1 2 

1 31 

22 

2 18 
3 23 
4 14 
5 25 
6 22 
7 21 
8 23 
9 20 

10 23 

2 1 

1 22 

20,9 
2 14 
3 24 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
4 29 
5 27 
6 23 
7 16 
8 21 
9 21 

10 12 

2 2 

1 20 

18,6 

2 17 
3 24 
4 19 
5 19 
6 12 
7 16 
8 22 
9 20 

10 17 

39 

1 1 

1 28 

19,1 

22,75 

2 25 
3 11 
4 16 
5 22 
6 19 
7 19 
8 21 
9 11 

10 19 

1 2 

1 21 

20,5 

2 21 
3 27 
4 22 
5 11 
6 20 
7 24 
8 14 
9 17 

10 28 

2 1 

1 25 

26 

2 24 
3 17 
4 26 
5 35 
6 28 
7 24 
8 23 
9 25 

10 33 

2 2 

1 32 

25,4 

2 26 
3 28 
4 28 
5 24 
6 31 
7 18 
8 24 
9 17 

10 26 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 

40 

1 1 

1 24 

22 

19,8 

2 21 
3 25 
4 26 
5 17 
6 18 
7 23 
8 21 
9 21 

10 24 

1 2 

1 23 

17,9 

2 15 
3 14 
4 16 
5 20 
6 21 
7 17 
8 17 
9 18 

10 18 

2 1 

1 30 

20,9 

2 25 
3 20 
4 18 
5 21 
6 14 
7 20 
8 16 
9 23 

10 22 

2 2 

1 22 

18,4 

2 33 
3 16 
4 20 
5 19 
6 20 
7 13 
8 13 
9 14 

10 14 
 

Tabulka 31. Kvantifikované výsledky CD68-pozitivních buněk v plicích. Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 

36 

1 1 

1 16 

18,4 

16,85 14,955 

2 34 
3 14 
4 10 
5 19 
6 30 
7 15 
8 14 
9 15 

10 17 

1 2 
1 12 

15,8 2 17 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
3 21 
4 14 
5 13 
6 11 
7 28 
8 19 
9 11 

10 12 

2 1 

1 10 

15,3 

2 13 
3 14 
4 31 
5 13 
6 15 
7 11 
8 15 
9 14 

10 17 

2 2 

1 16 

17,9 

2 25 
3 27 
4 12 
5 15 
6 14 
7 19 
8 16 
9 21 

10 14 

37 

1 1 

1 13 

13,3 

15,1 

2 12 
3 13 
4 11 
5 11 
6 15 
7 12 
8 15 
9 17 

10 14 

1 2 

1 10 

14,8 

2 10 
3 15 
4 15 
5 14 
6 18 
7 22 
8 14 
9 11 

10 19 

2 1 

1 20 

18 

2 22 
3 17 
4 18 
5 19 
6 21 
7 11 
8 17 
9 17 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
10 18 

2 2 

1 12 

14,3 

2 8 
3 10 
4 12 
5 24 
6 16 
7 14 
8 23 
9 11 

10 13 

38 

1 1 

1 22 

14,6 

14,575 

2 14 
3 10 
4 20 
5 14 
6 15 
7 10 
8 7 
9 25 

10 9 

1 2 

1 18 

15,1 

2 19 
3 13 
4 10 
5 13 
6 10 
7 14 
8 16 
9 21 

10 17 

2 1 

1 15 

13,6 

2 16 
3 8 
4 13 
5 25 
6 10 
7 13 
8 16 
9 11 

10 9 

2 2 

1 23 

15 

2 15 
3 11 
4 15 
5 16 
6 14 
7 18 
8 10 
9 17 

10 11 

39 1 1 

1 13 

19,6 15,9 

2 22 
3 14 
4 31 
5 23 
6 25 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
7 19 
8 13 
9 16 

10 20 

1 2 

1 17 

12,6 

2 14 
3 11 
4 12 
5 10 
6 13 
7 11 
8 16 
9 13 

10 9 

2 1 

1 12 

15,3 

2 18 
3 25 
4 14 
5 14 
6 18 
7 10 
8 11 
9 16 

10 15 

2 2 

1 9 

16,1 

2 14 
3 25 
4 20 
5 20 
6 23 
7 24 
8 9 
9 6 

10 11 

40 

1 1 

1 14 

11,5 

12,35 

2 10 
3 7 
4 13 
5 11 
6 12 
7 10 
8 12 
9 18 

10 8 

1 2 

1 14 

13,2 

2 15 
3 16 
4 16 
5 15 
6 12 
7 12 
8 14 
9 8 

10 10 

2 1 

1 13 

13 
2 24 
3 10 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
4 14 
5 8 
6 17 
7 8 
8 10 
9 15 

10 11 

2 2 

1 14 

11,7 

2 11 
3 9 
4 8 
5 10 
6 13 
7 19 
8 10 
9 16 

10 7 
 

Tabulka 32. Kvantifikované výsledky CD68-pozitivních buněk v plicích. Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 

6 

1 1 

1 23 

18,8 

17,9 16,595 

2 24 
3 23 
4 19 
5 11 
6 23 
7 14 
8 17 
9 16 

10 18 

1 2 

1 22 

20,2 

2 24 
3 25 
4 17 
5 11 
6 20 
7 25 
8 21 
9 13 

10 24 

2 1 

1 19 

17,7 

2 21 
3 15 
4 22 
5 20 
6 20 
7 14 
8 15 
9 15 

10 16 

2 2 

1 9 

14,9 

2 13 
3 15 
4 20 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
5 13 
6 15 
7 12 
8 12 
9 15 

10 25 

7 

1 1 

1 29 

19,2 

18,275 

2 11 
3 15 
4 9 
5 24 
6 21 
7 24 
8 19 
9 16 

10 24 

1 2 

1 18 

19,6 

2 25 
3 21 
4 18 
5 22 
6 20 
7 15 
8 21 
9 18 

10 18 

2 1 

1 17 

17,2 

2 17 
3 15 
4 14 
5 15 
6 18 
7 18 
8 22 
9 10 

10 26 

2 2 

1 12 

17,1 

2 22 
3 16 
4 26 
5 11 
6 18 
7 17 
8 18 
9 17 

10 14 

8 
1 1 

1 27 

15,5 
16,5 

2 26 
3 10 
4 11 
5 16 
6 14 
7 14 
8 12 
9 18 

10 7 
1 2 1 15 16,6 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
2 10 
3 34 
4 9 
5 16 
6 12 
7 35 
8 17 
9 10 

10 8 

2 1 

1 12 

17,3 

2 15 
3 18 
4 20 
5 12 
6 36 
7 18 
8 15 
9 10 

10 17 

2 2 

1 18 

16,6 

2 16 
3 7 
4 27 
5 14 
6 13 
7 19 
8 11 
9 30 

10 11 

9 

1 1 

1 14 

15,2 

15,325 

2 10 
3 12 
4 19 
5 10 
6 17 
7 23 
8 22 
9 11 

10 14 

1 2 

1 15 

16,1 

2 24 
3 12 
4 18 
5 14 
6 15 
7 16 
8 11 
9 16 

10 20 

2 1 

1 14 

16,2 

2 22 
3 16 
4 14 
5 14 
6 20 
7 13 
8 15 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotografie počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr skupiny 
9 17 

10 17 

2 2 

1 13 

13,8 

2 16 
3 8 
4 17 
5 13 
6 11 
7 24 
8 16 
9 8 

10 12 

10 

1 1 

1 19 

15,7 

14,975 

2 10 
3 18 
4 14 
5 18 
6 19 
7 10 
8 20 
9 12 

10 17 

1 2 

1 10 

15,9 

2 14 
3 12 
4 15 
5 31 
6 11 
7 16 
8 11 
9 25 

10 14 

2 1 

1 15 

13,9 

2 12 
3 11 
4 13 
5 20 
6 21 
7 15 
8 10 
9 11 

10 11 

2 2 

1 14 

14,4 

2 11 
3 11 
4 18 
5 13 
6 9 
7 26 
8 20 
9 9 

10 13 
 



 

 140 

Játra 

Souhrn provedených analýzv játrech 

Tabulka 33. Souhrn provedených analýz na vzorcích jater. 

metoda analýza 
hmotnosti 

histologická barvení IHC IF qPCR 
označení 
jedince 

histopatologická 
analýza 

MG
T 

S
R 

Ki
67 

CD
68 

SO
X9 

Ki
67 

SO
X9 

IL1
-a 

IL1
-b 

IL
6 

NFk
B1 

ctr 36 + + - + + + + - + + - + + 
ctr 37 + + + - + + + - + + + + - 
ctr 38 + + + - + + + + + - + + + 
ctr 39 + + + + + + + + + + + - + 
ctr 40 + + - + + + + + - + + - + 

Pb(NO3)2NPs 
36 + + - + + + + + + - - - - 

Pb(NO3)2NPs 
37 + + + + + + + - + + + + + 

Pb(NO3)2NPs 
38 + + + - + + + + - + + - + 

Pb(NO3)2NPs 
39 + + - + + + + + + + + + + 

Pb(NO3)2NPs 
40 + + + - + + + - + + + - + 

Pb(NO3)2NPs/
CL 6 + + + - + + + - + + - + + 

Pb(NO3)2NPs/
CL 7 + + + + + + + + + + + + + 

Pb(NO3)2NPs 
/CL 8 + + - + + + + + - - + - + 

Pb(NO3)2NPs 
/CL 9 + + - + + + + - + + + - + 

Pb(NO3)2NPs 
/CL 10 + + + - + + + + + + + - - 

 

Histopatologická analýza vzorků jater 

Z každého jedince byly pořízeny dva řezy, které byly obarveny pomocí přehledného 
histologického barvení Hematoxylin-eosin. Nalezené histopatologické změny byly kvantifikovány 
(tab. 34–36) dle kritérií v tab. 14. 

Tabulka 34. Histopatologická analýza jater. Kontrolní skupina. 

číslo 
jedince 

číslo 
řezu 

infiltrát 
leukocytů 

fokální 
nekróza 

steat
óza 

hemos
táza 

remodelace 
trámcového epitelu 

hepatická 
dystrofie 

karyom
egalie 

hepatická 
hypertrofie 

36 
1 +   + +       + 
2 +     +       + 

37 
1  1 1     +     +   
2       +         

38 
1       ++   ++     
2 +     ++   +     

39 
1 +     +         
2 +     +         
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číslo 
jedince 

číslo 
řezu 

infiltrát 
leukocytů 

fokální 
nekróza 

steat
óza 

hemos
táza 

remodelace 
trámcového epitelu 

hepatická 
dystrofie 

karyom
egalie 

hepatická 
hypertrofie 

40 
1                
2 +               

 

Tabulka 35. Histopatologická analýza jater. Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo 
jedince 

číslo 
řezu 

infiltrát 
leukocytů 

fokální 
nekróza 

steat
óza 

hemos
táza 

remodelace 
trámcového epitelu 

hepatická 
dystrofie 

karyom
egalie 

hepatická 
hypertrofie 

36 
1 +     + ++ + +   
2 ++       + +     

37 
1 +     + + + + + 
2 +     + ++ + +   

38 
1 + +   ++ ++ + + + 
2 ++ +   + ++ + ++   

39 
1 + + + ++ ++ + ++ + 
2 ++ + + ++ ++ ++ ++ + 

40 
1     ++ ++ ++ + ++   
2 +   ++ + +++ + +   

 

Tabulka 36. Histopatologická analýza jater. Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo 
jedince 

číslo 
řezu 

infiltrát 
leukocytů 

fokální 
nekróza 

steat
óza 

hemos
táza 

remodelace 
trámcového epitelu 

hepatická 
dystrofie 

karyom
egalie 

hepatická 
hypertrofie 

6 
1 +   + ++ ++ + ++ + 
2 ++   + ++ + + + + 

7 
1 ++ + + + ++ +   ++ 
2 ++ +   + ++ +   + 

8 
1 +     ++ ++ + +   
2       ++ + + ++   

9 
1 +     + + + + + 
2 ++     + +   + + 

10 
1 ++ +   ++ + ++ + + 
2 ++     ++ + + + + 

 

Kvantifikace Ki67-pozitivních buněk v játrech 

Z každého jedince byly pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické metody a markeru 
Ki67 obarveny čtyři řezy. Následně bylo z každého řezu pořízeno 10 fotografií o velikosti 2088 x 
1550 px se zvětšením 40x, ve kterých byly kvantifikovány nalezené pozitivní buňky (tab. 37–39). 
Počet pozitivních buněk byl nakonec přepočítán, aby odpovídal ploše 1 mm2 (P1). 

Tabulka 37. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v játrech. Kontrolní skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

36 1 1  

1 0 

1,4 2,45 5,36 

2 0 
3 0 
4 0 
5 2 
6 3 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
7 2 
8 0 
9 3 

10 4 

 1 2 

1 1 

0,7 

2 1 
3 2 
4 0 
5 1 
6 0 
7 0 
8 0 
9 1 

10 1 

2 1  

1 6 

4,3 

2 5 
3 2 
4 4 
5 3 
6 7 
7 6 
8 2 
9 4 

10 4 

 2 2 

1 4 

3,4 

2 1 
3 3 
4 5 
5 7 
6 2 
7 4 
8 3 
9 4 

10 1 

37 

1 1 

1 9 

6 

6,225 

2 4 
3 6 
4 7 
5 3 
6 7 
7 6 
8 5 
9 10 

10 3 

 1 2 

1 8 

7,1 

2 13 
3 6 
4 9 
5 1 
6 4 
7 7 
8 7 
9 8 

10 8 

2 1  

1 9 

6,3 
2 9 
3 6 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
4 10 
5 5 
6 6 
7 5 
8 2 
9 4 

10 7 

 2 2 

1 4 

5,5 

2 6 
3 11 
4 6 
5 4 
6 3 
7 4 
8 5 
9 6 

10 6 

38 

 1 1 

1 9 

10,1 

10,15 

2 14 
3 12 
4 5 
5 7 
6 10 
7 7 
8 10 
9 17 

10 10 

1 2  

1 6 

8,1 

2 10 
3 12 
4 11 
5 4 
6 8 
7 8 
8 6 
9 6 

10 10 

 2 1 

1 7 

9,4 

2 5 
3 16 
4 15 
5 11 
6 9 
7 7 
8 4 
9 10 

10 10 

 2 2 

1 14 

13 

2 13 
3 13 
4 14 
5 13 
6 14 
7 9 
8 15 
9 16 

10 9 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

39 

 1 1 

1 4 

4 

4,175 

2 3 
3 8 
4 4 
5 3 
6 6 
7 4 
8 2 
9 4 

10 2 

1 2 

1 2 

3,6 

2 1 
3 2 
4 6 
5 3 
6 3 
7 3 
8 5 
9 9 

10 2 

 2 1 

1 5 

3,8 

2 3 
3 5 
4 5 
5 4 
6 2 
7 3 
8 4 
9 4 

10 3 

 2 2 

1 5 

5,3 

2 7 
3 4 
4 5 
5 2 
6 5 
7 5 
8 9 
9 9 

10 2 

40 

 1 1 

1 2 

4,4 

3,8 

2 6 
3 5 
4 2 
5 3 
6 2 
7 3 
8 6 
9 9 

10 6 

 1 2 

1 4 

3,7 

2 4 
3 4 

1 14 5 
5 3 
6 3 
7 2 



 

 145 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
8 2 
9 6 

10 4 

 2 1 

1 3 

3,6 

2 5 
3 2 
4 4 
5 4 
6 5 
7 3 
8 3 
9 0 

10 7 

2 2  

1 5 

3,5 

2 8 
3 2 
4 0 
5 4 
6 1 
7 5 
8 5 
9 2 

10 3 
 

Tabulka 38. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v játrech. Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

36 

1 1 

1 7 

8,7 

7,275 7,24 

2 3 
3 8 
4 8 
5 5 
6 6 
7 8 
8 19 
9 12 

10 11 

1 2  

1 9 

7,7 

2 7 
3 6 
4 10 
5 9 
6 6 
7 11 
8 9 
9 5 

10 5 

2 1 

1 5 

6,1 

2 1 
3 4 
4 6 
5 8 
6 5 
7 8 
8 10 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
9 9 

10 5 

2 2 

1 3 

6,6 

2 8 
3 8 
4 5 
5 4 
6 10 
7 7 
8 8 
9 7 

10 6 

37 

1 1 

1 14 

9,3 

8,825 

2 10 
3 8 
4 10 
5 10 
6 6 
7 8 
8 11 
9 10 

10 6 

1 2  

1 10 

9,4 

2 9 
3 10 
4 8 
5 16 
6 9 
7 6 
8 9 
9 8 

10 9 

2 1 

1 4 

8 

2 13 
3 4 
4 15 
5 4 
6 7 
7 6 
8 5 
9 16 

10 6 

2 2 

1 9 

8,6 

2 5 
3 10 
4 8 
5 12 
6 9 
7 2 
8 9 
9 14 

10 8 

38 1 1 

1 5 

4 5,675 

2 2 
3 6 
4 6 
5 5 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
6 3 
7 4 
8 4 
9 2 

10 3 

1 2  

1 3 

3,4 

2 2 
3 3 
4 4 
5 1 
6 5 
7 3 
8 4 
9 5 

10 4 

2 1 

1 5 

5,4 

2 4 
3 4 
4 5 
5 12 
6 7 
7 3 
8 10 
9 1 

10 3 

2 2 

1 16 

9,9 

2 6 
3 16 
4 12 
5 8 
6 4 
7 4 
8 20 
9 5 

10 8 

39 

1 1 

1 4 

8,3 

7,925 

2 9 
3 17 
4 7 
5 11 
6 6 
7 6 
8 13 
9 7 

10 3 

1 2  

1 7 

8,2 

2 8 
3 12 
4 10 
5 4 
6 6 
7 6 
8 18 
9 3 

10 8 

2 1 
1 9 

6,4 2 8 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
3 5 
4 7 
5 4 
6 5 
7 6 
8 6 
9 6 

10 8 

2 2 

1 14 

8,8 

2 4 
3 9 
4 15 
5 6 
6 7 
7 12 
8 2 
9 11 

10 8 

40 

1 1 

1 10 

8,8 

6,5 

2 9 
3 5 
4 9 
5 14 
6 8 
7 3 
8 9 
9 11 

10 10 

1 2  

1 11 

6,3 

2 10 
3 8 
4 3 
5 3 
6 10 
7 4 
8 5 
9 5 

10 4 

2 1 

1 3 

5 

2 4 
3 3 
4 4 
5 8 
6 3 
7 8 
8 8 
9 3 

10 6 

2 2 

1 6 

5,9 

2 4 
3 4 
4 4 
5 3 
6 6 
7 8 
8 11 
9 8 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
10 5 

 

Tabulka 39. Kvantifikované výsledky Ki67-pozitivních buněk v játrech. Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

6 

1 1 

1 25 

28,2 

27,425 

13,86 

2 26 
3 26 
4 33 
5 37 
6 31 
7 37 
8 23 
9 23 

10 21 

1 2  

1 38 

27,6 

2 18 
3 31 
4 38 
5 15 
6 24 
7 31 
8 25 
9 32 

10 24 

2 1 

1 21 

29,7 

2 20 
3 20 
4 27 
5 32 
6 34 
7 61 
8 31 
9 20 

10 31 

2 2 

1 19 

24,2 

2 24 
3 19 
4 33 
5 20 
6 18 
7 24 
8 31 
9 31 

10 23 

7 1 1 

1 9 

19,4 19,65 

2 15 
3 16 
4 28 
5 37 
6 19 
7 30 
8 11 
9 13 

10 16 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

1 2  

1 17 

18,7 

2 15 
3 10 
4 20 
5 11 
6 40 
7 21 
8 17 
9 13 

10 23 

2 1 

1 46 

19,1 

2 12 
3 52 
4 9 
5 6 
6 9 
7 10 
8 7 
9 19 

10 21 

2 2 

1 14 

21,4 

2 13 
3 31 
4 16 
5 37 
6 8 
7 11 
8 33 
9 29 

10 22 

8 

1 1 

1 5 

7,9 

8,6 

2 6 
3 8 
4 5 
5 12 
6 5 
7 8 
8 10 
9 8 

10 12 

1 2  

1 14 

11 

2 10 
3 10 
4 10 
5 11 
6 28 
7 10 
8 4 
9 6 

10 7 

2 1 

1 6 

6,9 

2 4 
3 5 
4 5 
5 11 
6 5 
7 5 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
8 5 
9 17 

10 6 

2 2 

1 4 

8,6 

2 5 
3 11 
4 13 
5 7 
6 4 
7 8 
8 13 
9 14 

10 7 

9 

1 1 

1 1 

4,6 

4,525 

2 3 
3 5 
4 8 
5 3 
6 1 
7 4 
8 5 
9 8 

10 8 

1 2  

1 5 

4,3 

2 1 
3 8 
4 5 
5 5 
6 4 
7 4 
8 2 
9 1 

10 8 

2 1 

1 4 

4,8 

2 5 
3 3 
4 5 
5 6 
6 5 
7 4 
8 9 
9 4 

10 3 

2 2 

1 5 

4,4 

2 5 
3 2 
4 7 
5 3 
6 5 
7 5 
8 4 
9 3 

10 5 

10 1 1 

1 18 

7,2 9,1 

2 8 
3 8 
4 3 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
5 6 
6 4 
7 12 
8 5 
9 5 

10 3 

1 2  

1 9 

8,4 

2 7 
3 8 
4 9 
5 10 
6 14 
7 7 
8 7 
9 3 

10 10 

2 1 

1 19 

10,3 

2 11 
3 11 
4 16 
5 13 
6 8 
7 9 
8 4 
9 6 

10 6 

2 2 

1 1 

10,5 

2 7 
3 10 
4 11 
5 28 
6 22 
7 15 
8 0 
9 8 

10 3 
 

Kvantifikace CD68-pozitivních buněk v játrech 

Z každého jedince byly pomocí nepřímé trojstupňové imunohistochemické metodya markeru 
CD68 obarveny dva řezy. Následně bylo z každého řezu pořízeno 10 fotografií o velikosti 2088 x 
1550 px se zvětšením 40x, ve kterých byly kvantifikovány nalezené pozitivní buňky (tab. 40–42). 
Počet pozitivních buněk byl nakonec přepočítán, aby odpovídal ploše 1 mm2(P1). 

 Tabulka 40. Kvantifikované výsledky CD68-pozitivních buněk v játrech. Kontrolní skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

36 1 

1 40 

31,4 32,2 35,86 

2 36 
3 25 
4 34 
5 26 
6 26 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
7 40 
8 26 
9 30 

10 31 

22 

1 43 

33 

2 34 
3 33 
4 35 
5 41 
6 40 
7 23 
8 30 
9 21 

10 30 

37 

1 

1 38 

38,6 

37,65 

2 33 
3 45 
4 41 
5 39 
6 34 
7 41 
8 38 
9 41 

10 36 

2 

1 32 

36,7 

2 39 
3 47 
4 40 
5 28 
6 42 
7 26 
8 35 
9 38 

10 40 

38 

1 

1 52 

43,8 

41,55 

2 58 
3 62 
4 40 
5 35 
6 47 
7 46 
8 35 
9 38 

10 25 

2 

1 24 

39,3 

2 44 
3 49 
4 31 
5 44 
6 42 
7 39 
8 36 
9 38 

10 46 

39 1 

1 27 

34,5 34,9 
2 32 
3 33 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
4 39 
5 37 
6 37 
7 31 
8 40 
9 28 

10 41 

2 

1 30 

35,3 

2 35 
3 35 
4 43 
5 28 
6 45 
7 36 
8 43 
9 21 

10 37 

40 

1 

1 34 

29,1 

33 

2 32 
3 25 
4 37 
5 29 
6 30 
7 34 
8 26 
9 23 

10 21 

2 

1 47 

36,9 

2 42 
3 29 
4 36 
5 33 
6 32 
7 24 
8 36 
9 47 

10 43 
 

Tabulka 41. Kvantifikované výsledky CD68-pozitivních buněk v játrech. Pb(NO3)2NPs skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

36 

1 

1 20 

23,7 

22,95 21,13 

2 25 
3 14 
4 19 
5 20 
6 23 
7 25 
8 32 
9 29 

10 30 

2 

1 17 

22,2 

2 20 
3 25 
4 27 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
5 24 
6 23 
7 19 
8 16 
9 23 

10 28 

37 

1 

1 16 

18,2 

17 

2 22 
3 7 
4 17 
5 18 
6 16 
7 20 
8 29 
9 24 

10 13 

2 

1 22 

15,8 

2 12 
3 21 
4 18 
5 15 
6 13 
7 9 
8 18 
9 11 

10 19 

38 

1 

1 35 

23,8 

25,2 

2 36 
3 24 
4 30 
5 21 
6 14 
7 24 
8 19 
9 15 

10 20 

2 

1 34 

26,6 

2 23 
3 27 
4 30 
5 23 
6 27 
7 23 
8 26 
9 26 

10 27 

39 
1 

1 13 

14,2 
16,75 

2 11 
3 15 
4 16 
5 11 
6 10 
7 12 
8 18 
9 23 

10 13 
2 1 23 19,3 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
2 19 
3 20 
4 8 
5 9 
6 19 
7 17 
8 29 
9 23 

10 26 

40 

1 

1 29 

24,5 

23,75 

2 22 
3 21 
4 26 
5 29 
6 26 
7 17 
8 21 
9 26 

10 28 

2 

1 21 

23 

2 19 
3 24 
4 30 
5 23 
6 16 
7 21 
8 25 
9 25 

10 26 
 

Tabulka 42. Kvantifikované výsledky CD68-pozitivních buněk v játrech. Pb(NO3)2NPs/CL skupina. 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 

6 

1 

1 42 

39 

36,7 

29,5 

2 36 
3 43 
4 41 
5 30 
6 47 
7 32 
8 48 
9 42 

10 29 

2 

1 22 

34,4 

2 29 
3 52 
4 48 
5 36 
6 30 
7 32 
8 37 
9 29 

10 29 

7 1 
1 37 

39 34,15 2 35 



 

 157 

číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
3 48 
4 39 
5 51 
6 39 
7 35 
8 30 
9 31 

10 45 

2 

1 14 

29,3 

2 28 
3 36 
4 33 
5 27 
6 39 
7 28 
8 33 
9 30 

10 25 

8 

1 

1 24 

30 

27,3 

2 35 
3 34 
4 22 
5 26 
6 31 
7 38 
8 36 
9 18 

10 36 

2 

1 23 

24,6 

2 31 
3 31 
4 16 
5 21 
6 22 
7 31 
8 24 
9 22 

10 25 

9 

1 

1 30 

25,1 

23,45 

2 19 
3 27 
4 19 
5 10 
6 24 
7 29 
8 33 
9 28 

10 32 

2 

1 25 

21,8 

2 10 
3 36 
4 20 
5 23 
6 18 
7 25 
8 22 
9 26 
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číslo jedince číslo řezu číslo fotky počet pozitivních buněk průměr/řez průměr/jedinec průměr/skupina 
10 13 

10 

1 

1 7 

24,5 

25,9 

2 16 
3 27 
4 25 
5 17 
6 42 
7 29 
8 27 
9 31 

10 24 

2 

1 20 

27,3 

2 38 
3 21 
4 18 
5 27 
6 49 
7 27 
8 29 
9 21 

10 23 
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P3: SEZNAM POUŽITÉHO MATERIÁLU 

Seznam použitých chemikálií 

alciánová modř (Merck) 
dihydrogenfosforečnan draselný (Lachema) 
dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Lachner) 
Ehrlichův hematoxylin (Carl Roth) 
ethanol (100%) (Dr. Kulich Pharma) 
hydroxid sodný (Lachner) 
chlorid draselný (Lachner) 
chlorid sodný (Lachner) 
jodičnan sodný (Penta) 
kyselina citrónová (Lachner) 
kyselina fosfomolybdenová (Sigma-Aldrich) 
kyselina fosfowolframová (Lachner)      
kyselina chlorovodíková (36 %) (Lachner) 
kyselina octová (Lachner) 
peroxid vodíku (30%) (Lachner) 
ponceau – kyselý fuchsin (Diapath) 
roztok světlé zeleně (Diapath) 
Sirius Red (Diapath) 
Toluidinová modř (Sigma-Aldrich) 
Weigertův hematoxylin – reagencie A (Diapath) 
Weigertův hematoxylin – reagencie B (Diapath) 
xylen (Dr. Kulich Pharma) 
β-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) 
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Seznam použitých roztoků 

Roztoky použité při histologických barveních 

Hematoxylin-eosin 
Mayerův hematoxylin 
destilovaná voda          1000 ml 
hematoxylin           1 g 
jodičnan sodný          0,2 g 
síran hlinitodraselný          50 g 
kyselina citrónová          1 g 
chloralhydrát           50 g 
 
Postup: 1 g hematoxylinu, 0,2 g jodičnanu sodného a 50 g kamence draselného rozpustíme 
v 1 l destilované vody. Po úplném rozpuštění přidáme 1 g kyseliny citronové 
a 50 g chloralhydrátu. 

Eosin žlutý 
eosin žlutý (rozpustný ve vodě)        5 g 
dichroman draselný          5 g 
100% ethanol           100 ml 
nasycený roztok kyseliny pikrové        100 ml 
destilovaná voda          800 ml 
 
Toluidinová modř 
Toluidine Blue Stock Solution 
Toluidinová modř          1 g 
70% ethanol           100 ml 
 
1% kyselý roztok chloridu sodného 
chlorid sodný           1,5 g 
destilovaná voda          150 ml 
 
Postup: pH 1% kyselého roztoku chloridu sodného upravíme na hodnoty 2,0 – 2,5 pomocí 
35% kyseliny chlorovodíkové. 
 
Toluidine Blue Working Solution 
Toluidine Blue Stock Solution        10 ml 
1% kyselý roztok chloridu sodného        90 ml 
 
Roztoky použité při imunohistochemických a imunofluorescenčních metodách 

Citrátový pufr 
kyselina citronová          42 g 
hydroxid sodný          18 g 
destilovaná voda          2 l 
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Postup: 42 g kyseliny citronové a 18 g hydroxidu sodného rozpustíme 2 litrech destilované vody. 
Následně upravíme pH pomocí 36% kyseliny chlorovodíkové na hodnotu 6. Při použití během 
imunohistochemických a imunofluorescenčních metod 10x zředíme v destilované vodě. 
 
Fosfátový pufr 
chlorid sodný           160 g 
chlorid draselný          4 g 
dihydrogenfosforečnan draselný        4 g 
dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného      46,8 g 
hydroxid sodný          2 pecky 
 
Postup: Všechny látky umístíme do odměrného válce, který následně dolijeme destilovanou vodou 
do 2 litrů, mícháme imunohistochemických a imunofluorescenčních metod 10x zředíme 
v destilované vodě. 
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Seznam použitých kitů 

Kity použité při imunohistochemických metodách 

Myší kit – VECTASTAIN® Elite® ABC Kit, Peroxidase (Mouse IgG) (Vector Laboratories, Inc.) 
Králičí kit – VECTASTAIN® Elite® ABC Kit, Peroxidase (Rabbit IgG) (Vector Laboratories, 
Inc.) 
Ředidlo Ab – DAKO Antibody Diluent with Background Reducing Components (Dako North 
America, Inc.) 
DAB – DAKO Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (Dako North America, Inc.) 
 
Kity použité při imunofluorescenčních metodách 

Sekundární protilátka – Alexa FluorTM 555 Donkey anti-rabbit (invitrogen by Thermo Scientific) 
Králičí kit – VECTASTAIN® Elite® ABC Kit, Peroxidase (Rabbit IgG) (Vector Laboratories, 
Inc.) 
Ředidlo Ab – DAKO Antibody Diluent with Background Reducing Components (Dako North 
America, Inc.) 
DAPI – FluoroshieldTM with DAPI (Sigma) 
 
Kity použité při analýze genové exprese 

Izolace mRNA – RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) 
Příprava Master Mixu – gb Ideal PCR Master Mix (GENERI BIOTECH s.r.o.) 
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Seznam použitých protilátek 

Protilátky použité při imunohistochemických metodách 

Ki67 – katalog. č.: RBK027 
Nanog – katalog. č.: 4903 
SOX2 – katalog. č.: 14962 
MPO – katalog. č.: ab9535 
CD68 – katalog č.: ab125212  
 
Protilátky použité při imunofluorescenčních metodách 

Ki67 – katalog. č.: RBK027 
SOX9 – katalog. č.: OAAB10398 
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Seznam použitých TaqMan 

Actb – ID: Mm00607939_s1 
Sox2 – ID: Mm03053810_s1 
Sox9 – ID: Mm00448840_m1 
IL1-a – ID: Mm00439620_m1 
IL1-β – ID: Mm01336189_m1 
IL6 – ID: Mm99999064_m1 
NFkB1 – ID: Mm00476361_m1 
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Seznam použitých přístrojových pomůcek 

Váha     A200S (Sartorius Analytic) 
Zalévací stanice   DP500 (Bio Optica) 
Rotační mikrotom   Leica RM2145 (Leica Microsystems) 
Vodní lázeň    Leica IH1210 (Leica Microsystems) 
Horká deska    Leica IH1220 (Leica Microsystems) 
pH metr    edge pH (Hanna Instruments) 
Pipety     Micropipette Research 0–2,5 µl (Eppendorf) 
     Micropipette Research 2–20 µl (Eppendorf) 

Micropipette Research 2–200 µl (Eppendorf) 
Micropipette Research 100–1000 µl (Eppendorf) 

Mikroskop    Leica DM LB Video Microscope (Leica Microsystems) 
Leica DM LB2 Video Microscope (Leica Microsystems) 

Kamera    Leica DFC320 Release Notes (Leica Microsystems) 
Fluorescenční mikroskop  Leica DM2000& 2000 LED system (Leica Microsystems) 
Spektrofotometr   NanoDrop One/One Microvolume OD600    
     (Thermo Scientific) 
Termocykler    MasterCycler (Eppendorf) 
Centrifuga    D108 (DLAB) 
     Mini Spin Plus (Eppendorf) 
Třepačka    M37610-26 (Barnstead/Thermolyne) 
qPCR cycler    LightCycler 480 Instrument II (Roche) 
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Seznam použitých softwarů 

Úprava fotografií – Adobe Photoshop CS4 (Adobe Inc., Mountain View, CA, USA) 
 
Statistické vyhodnocení (P3), grafická úprava grafů – GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, 
Inc., La Jolla, CA, USA) 
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Daniela Kristeková 2,4, Zbyněk Večeřa 3, Zuzana Husáková 5, Veronika Jakešová 2,
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and Marcela Buchtová 2,4,*
1 Department of Histology and Embryology, Faculty of Medicine, Masaryk University,

625 00 Brno, Czech Republic; jdumkova@med.muni.cz (J.D.); terka.smutna12@gmail.com (T.S.);
ahampl@med.muni.cz (A.H.)

2 Laboratory of Molecular Morphogenesis, Institute of Animal Physiology and Genetics, v.v.i.,
Czech Academy of Sciences, 602 00 Brno, Czech Republic; vrlikova@iach.cz (L.V.);
daniela.kristekova@gmail.com (D.K.); veronikam@volny.cz (V.J.); adri.jedlickova@gmail.com (A.J.)

3 Department of Environmental Analytical Chemistry, Institute of Analytical Chemistry, v.v.i.,
Czech Academy of Sciences, 602 00 Brno, Czech Republic; docekal@iach.cz (B.D.); vecera@iach.cz (Z.V.);
mikuska@iach.cz (P.M.); alexa@iach.cz (L.A.); coufalik@iach.cz (P.C.); krumal@iach.cz (K.K.)

4 Section of Animal Physiology and Immunology, Department of Experimental Biology, Faculty of Science,
Masaryk University, 625 00 Brno, Czech Republic

5 Department of Chemistry, Faculty of Science, Masaryk University, 625 00 Brno, Czech Republic;
zuzka.husakova@seznam.cz (Z.H.); 358018@mail.muni.cz (M.T.); vaca_777@yahoo.com (T.V.);
viktork@chemi.muni.cz (V.K.)

* Correspondence: buchtova@iach.cz

Received: 22 October 2020; Accepted: 17 November 2020; Published: 19 November 2020 ����������
�������

Abstract: The inhalation of metal (including lead) nanoparticles poses a real health issue to people and
animals living in polluted and/or industrial areas. In this study, we exposed mice to lead(II) nitrate
nanoparticles [Pb(NO3)2 NPs], which represent a highly soluble form of lead, by inhalation. We aimed
to uncover the effects of their exposure on individual target organs and to reveal potential variability
in the lead clearance. We examined (i) lead biodistribution in target organs using laser ablation and
inductively coupled plasma mass spectrometry (LA-ICP-MS) and atomic absorption spectrometry
(AAS), (ii) lead effect on histopathological changes and immune cells response in secondary target
organs and (iii) the clearance ability of target organs. In the lungs and liver, Pb(NO3)2 NP inhalation
induced serious structural changes and their damage was present even after a 5-week clearance
period despite the lead having been almost completely eliminated from the tissues. The numbers of
macrophages significantly decreased after 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation; conversely, abundance
of alpha-smooth muscle actin (α-SMA)-positive cells, which are responsible for augmented collagen
production, increased in both tissues. Moreover, the expression of nuclear factor κB (NF-κB) and
selected cytokines, such as tumor necrosis factor alpha (TNFα), transforming growth factor beta 1
(TGFβ1), interleukin 6(IL-6), IL-1α and IL-1β, displayed a tissue-specific response to lead exposure. In
summary, diminished inflammatory response in tissues after Pb(NO3)2 NPs inhalation was associated
with prolonged negative effect of lead on tissues, as demonstrated by sustained pathological changes
in target organs, even after long clearance period.

Keywords: clearance; lead nanoparticles; inhalation; LA-ICP-MS imaging; toxicity

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 8738; doi:10.3390/ijms21228738 www.mdpi.com/journal/ijms

http://www.mdpi.com/journal/ijms
http://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0002-2834-6316
https://orcid.org/0000-0002-1985-2807
https://orcid.org/0000-0001-7793-5929
https://orcid.org/0000-0002-3637-3891
https://orcid.org/0000-0002-1686-4423
https://orcid.org/0000-0003-3136-1821
https://orcid.org/0000-0002-0262-6774
http://dx.doi.org/10.3390/ijms21228738
http://www.mdpi.com/journal/ijms
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/22/8738?type=check_update&version=2


Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 8738 2 of 27

1. Introduction

Ambient airborne particulate matter (PM) is considered as an important environmental pollutant
with adverse effect on human health [1]. However, recent studies indicated that the adverse health
effects of PM cannot be solely explained by the mass concentration of PM, but the size of particulates
and their chemical composition play also an important role [2–4].

Ambient PM is a very complex multi-component mixture of organic material and inorganic
compounds, including ionic species, crustal elements and metals [3–5]. Metals are present in the PM
both in insoluble form as oxides or mineralized species [6], and partly soluble forming a dissolved
metal fraction [5]. The water-soluble fraction of the metal was recently found to be responsible for
acute respiratory illnesses and child asthma [7–9].

Pb is one of the most abundant metals in aerosols [10–14]. The limit for airborne Pb of 0.5 µg/m3

determined by the World Health Organization is regularly exceeded in many cities around the world
when the measured concentrations of airborne Pb in some areas have reached 20 µg/m3 in urban
background sites and even more than 70 µg/m3 in industrial areas [13]. Recent studies indicate that a
substantial fraction (≥35%) of total Pb content is soluble in water [5,11,15].

Due to their size, inhaled nanoparticles (NPs) can invade the lower respiratory tract more easily
than corresponding larger forms and they are predominantly deposited in the alveolar regions of lungs.
Although the inhalation of metal NPs, including those that contain Pb, poses a real threat to humans,
only a few studies have evaluated the potential toxicity of Pb in different nanoforms [16–19]. Different
approaches have been used for the applications of metal nano-suspensions into animal models, such
as intraperitoneal injections [17], intravenous injections [18,20], intratracheal instillation [21], or by
using specific inhalation devices for rodents [22] to study systemic intoxication.

Pb NPs in the air can come into contact with various parts of the body, such as the respiratory
system, the olfactory region, the skin, the hair or the conjunctiva of the eyes. The animals also take care
of their fur and therefore oral exposure to inhaled NPs can be higher than in humans. However, for in
both animals and humans, the inhaled NPs exhibit extrapulmonary effects because of the clearance
from the lungs through mucociliary transport [23]. Here, we exposed animals to Pb NPs in whole-body
inhalation chambers to simulate natural conditions. We used very low Pb NP concentrations in
inhaled air to reflect complex real situations of how humans are exposed to metal NPs in the ambient
atmosphere. In our previous studies [19,24], we exposed the animals to lead oxide nanoparticles
(PbO NPs), which is a poorly soluble Pb compound. Shortly, after subchronic PbONP inhalation,
morphological alterations and tissue damage were observed mainly in the lungs as a primary target of
the inhaled PbO NPs. After 5-week clearance period, the decreased level of pathological changes in
the lungs was observed in all analyzed animals. Similarly, in the liver, a 5-week clearance period after
6-week PbONP inhalation illustrated the ability of this organ to effectively react to an increased lead
load during the time of the experiment. Thereafter, clearance of ionic lead and PbONPs (Pb/PbONPs)
from the lungs and liver was effective. In this study, we exposed the animals to lead(II) nitrate
nanoparticles [Pb(NO3)2 NPs] to mimic the effect of the soluble form of Pb in PM. Lead(II) nitrate
was selected because of its high solubility in water. Nitrate, the second part of the compound, is
very important ionic component of PM [12]; however, its toxicity under normal concentration is low.
Nitrate’s toxicity results from its conversion to nitrite in the body that at high concentration may cause
methemoglobinemia [25].

A mass concentration of Pb(NO3)2 NPs of 68.6 µg/m3 (i.e., 42.9 µg Pb/m3), used for exposure of
animals, corresponds to the exposure of city inhabitants during pollution peaks. Occupational Safety
and Health Administration (OSHA) has set a permissible exposure limit for lead in the workplace air
of 50 µg/m3.

We examined the Pb biodistribution, toxicological effects and clearance ability of target organs
(lungs, liver, kidney, spleen, bone and blood) following sub-chronic inhalation of Pb(NO3)2 NPs using
female mice CD-1 (ICR) line as a model organism. Our study revealed diminished inflammatory
response in lungs and liver after 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation, which was associated with prolonged
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negative effect of lead on tissues even after a 5-week clearance period. Therefore, highly soluble
Pb(NO3)2 NPs evoke distinct effects on target organs than those observed for less soluble PbO NPs
used in our previous study [24].

2. Results and Discussion

There are three typical routes—food, water and air [26]—of human exposure to metal contaminants.
An approximate estimate of individual inputs for Pb is 20.5% from diet, 11.9% from drinking water,
43.7% from outdoor soil/dust, 23.7% from indoor dust and 0.1% from air by inhalation [27]. However,
resuspended soil can be a significant source of atmospheric Pb [28]. Given that approximately 8–10%
of Pb in adults and 40–50% in infants is absorbed through ingestion, compared up to 60% absorption
through respiration, the inhalation pathway of this metal has recently gained attention [29,30]. It was
predicted that 1 µg Pb/m3 in the air directly contributes 19 µg Pb/L blood in children (or 16 µg Pb/L
blood in adults), indirectly (as air Pb increases Pb uptake by indirect pathways) up to 50 µg Pb/L blood
(=5 µg Pb/dL) [31].

For this reason, we selected NP inhalation in whole-body chambers as the delivery method that
represents the most typical exposure condition in humans. Specifically, we tested the effect of sub-chronic
(11 weeks) inhalation of Pb(NO3)2 NPs dispersed in the air (Figure 1, Table 1). First, we analyzed the
influence of these highly soluble NPs on animals with a focus on their behavior inside living organisms,
with mapping the ability of individual organs to eliminate the Pb burden after a clearance period.

Table 1. The characterization of generated Pb(NO3)2 NPs.

Parameter Pb(NO3)2

Particle count concentration 1.94 × 105 NPs/cm3

Surface area 1.68 × 103 µm2/cm3

Mode 37.2 nm
Geometric mean diameter 31.3 nm

Geometric standard deviation 2.15
Mass concentration 68.6 µg/m3

Estimated deposited dose (after
11w) 0.774 µg/g

Adult female mice divided into control (air) and exposed [Pb(NO3)2 NPs] groups were placed
into inhalation chambers, where they were exposed to modified air for the entire experimental period.
For each designated time point (3 days, 2 weeks, 6 weeks and 11 weeks), 10 biological replicates were
evaluated in both control and Pb(NO3)2 NP-exposed groups (Figure 1). In addition, one group of
mice inhaled air with Pb(NO3)2 NPs for 6 weeks, and thereafter clean air for 5 weeks (this group is
further referred to as the clearance group: Pb/cl). Thus, at the end of the inhalation period (11 weeks),
10 biological replicates of control group, each Pb(NO3)2 NP–exposed group and the Pb/cl group were
examined in the same way as the previously described experimental groups (Figure 1D).

To assess the toxicological impacts of NPs and their possible risks to human health, information
about NP deposition in different human lung regions is required. Therefore, we simulated the
deposition of inhaled Pb(NO3)2 NPs in different parts of the human respiratory tract, using deposition
fractions calculated by the International Commission on Radiological Protection (ICRP) deposition
model for the extrathoracic, tracheobronchial and alveolar regions [32]. The total surface area of
generated Pb(NO3)2 NPs (i.e., 1.68 × 103 µm2/cm3; ST) was calculated by SMPS spectrometer software
from the measured particle size distribution. Based on the surface area of the NPs deposited in
the extrathoracic region (SET; the anterior and posterior nasal passage, larynx, pharynx and mouth),
tracheobronchial region (STB; trachea, bronchi and bronchioles) and alveolar region (SA; respiratory
bronchioles and alveolar ducts), the highest Pb(NO3)2 NP surface area (25.3% of the total) is deposited
in alveolar region of lungs, followed by the extrathoracic (7.4%) and tracheobronchial (3.3%) regions
(Figure 1F). The deposition of NPs in human respiratory tract was compared with the deposition
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in mouse respiratory tract calculated using a MPPD model [33–35] for monodisperse aerosol with
geometric mean diameter of 31.3 nm and mass concentration of 68.6 µg/m3. The depositions calculated
using the MPPD model for the extrathoracic, tracheobronchial and alveolar regions of mouse respiratory
tract (i.e., 33.2%, 6.69% and 12.8%, respectively) are different from those calculated by the ICRP model
for human respiratory tract, which is probably caused mainly by different morphometry (i.e., mouse ×
human) and different aerosol parameters (i.e., polydisperse aerosol in ICRP model ×monodisperse
aerosol in the MPPD model) used for the calculation in both models.

Lung-deposited surface area (LDSA) concentration, another relevant metric for health effects of
aerosol particles [36], combines the surface area of the NPs deposited in the alveolar and tracheobronchial
regions. Therefore, we evaluated the particle size distribution of ST, SET, STB and SA, as well as the
LDSA (STB+A) (Figure 1F). The LDSA corresponds to 28.6% of total surface area of prospectively inhaled
Pb(NO3)2 NPs, while the sum of SET, STB and SA is 36.0% of total surface area of inhaled Pb(NO3)2

NPs (Figure 1F).

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, x FOR PEER REVIEW 3 of 27 

 

response in lungs and liver after 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation, which was associated with 
prolonged negative effect of lead on tissues even after a 5-week clearance period. Therefore, highly 
soluble Pb(NO3)2 NPs evoke distinct effects on target organs than those observed for less soluble PbO 
NPs used in our previous study [24]. 

2. Results and Discussion 

There are three typical routes—food, water and air [26]—of human exposure to metal 
contaminants. An approximate estimate of individual inputs for Pb is 20.5% from diet, 11.9% from 
drinking water, 43.7% from outdoor soil/dust, 23.7% from indoor dust and 0.1% from air by 
inhalation [27]. However, resuspended soil can be a significant source of atmospheric Pb [28]. Given 
that approximately 8–10% of Pb in adults and 40–50% in infants is absorbed through ingestion, 
compared up to 60% absorption through respiration, the inhalation pathway of this metal has 
recently gained attention [29,30]. It was predicted that 1 µg Pb/m3 in the air directly contributes 19 µg 
Pb/L blood in children (or 16 µg Pb/L blood in adults), indirectly (as air Pb increases Pb uptake by 
indirect pathways) up to 50 µg Pb/L blood (=5 µg Pb/dL) [31]. 

For this reason, we selected NP inhalation in whole-body chambers as the delivery method that 
represents the most typical exposure condition in humans. Specifically, we tested the effect of sub-
chronic (11 weeks) inhalation of Pb(NO3)2 NPs dispersed in the air (Figure 1, Table 1). First, we 
analyzed the influence of these highly soluble NPs on animals with a focus on their behavior inside 
living organisms, with mapping the ability of individual organs to eliminate the Pb burden after a 
clearance period. 

 
Figure 1. The characterization of Pb(NO3)2 nanoparticles (NPs) in the inhalation chambers, and the 
scheme of overall experimental design. (A,B) The characterization of Pb(NO3)2 NPs analyzed in the 

Figure 1. The characterization of Pb(NO3)2 nanoparticles (NPs) in the inhalation chambers, and the
scheme of overall experimental design. (A,B) The characterization of Pb(NO3)2 NPs analyzed in the
scanning transmission electron microscope (STEM). (C) Temporal trend of the mass concentration of
Pb(NO3)2 NPs throughout the inhalation experiment. (D) Design of the inhalation experiment. The
groups of animals inhaled clean air for a period of up to 11 weeks (ctr), the other groups inhaled air
with Pb(NO3)2 NPs for the same period (Pb(NO3)2 NP), and one group inhaled air with Pb(NO3)2 NPs
for 6 weeks and thereafter five weeks of clean air (clearance group—Pb/cl). Symbols of light circles
indicate clean air, and symbols of dark circles or dark beans indicate NPs. (E) Particle number-size
distribution of Pb(NO3)2 NPs in the inhalation chambers measured by Scanning Mobility Particle Sizer
(SMPS). (F) Surface area of Pb(NO3)2 NPs size distribution (dS/dLogDp). The surface area of fractions
of Pb(NO3)2 NPs deposited in the extrathoracic (SET), tracheobronchial (STB) and alveolar region (SA) of
lungs, ST—the total surface area of generated Pb(NO3)2 NPs, STB+A—the lung-deposited surface area.
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2.1. Pb Accumulates in All Analysed Target Organs upon Pb(NO3)2 NP Inhalation

In animals exposed to Pb(NO3)2 NPs, the Pb concentration in the organs continuously increased
with the increasing exposure time (Table 2). After a 5-week clearance period, the Pb concentration in
the lungs and spleen decreased to the limit of detection (LOD). This was not the case for the femur,
kidney and liver, in which Pb was clearly detectable even after a 5-week clearance period.

Table 2. The concentration of Pb (ng/g) in organs following Pb(NO3)2 NP inhalation determined by
atomic absorption spectrometry (AAS).

ctr/3d, 2w,
6w, 11w Pb/3d Pb/2w Pb/6w Pb/11w Pb/cl

Lungs
Range 137–246 185–295 215–312 552–1130
Mean <LOD * 184 239 262 752 <LOD *

SD 40 39 47 225

Femur
Range 282–372 1095–1423 2397–3120 4042–5576 2523–3941
Mean <LOD * 336 1269 2640 4750 3097

SD 36 123 297 551 584

Kidney
Range 368–655 488–760 560–669 1259–1559 48–91
Mean <LOD * 454 599 597 1433 72

SD 118 102 43 109 15

Liver
Range
Mean

SD
<LOD *

46–80 60–80 70–87 159–281 4–10
60 68 77 211 7
13 8 6 49 3

Spleen
Range 42–174 171–293
Mean <LOD * <LOD * <LOD * 102 234 <LOD *

SD 51 49

Comparison of Pb concentration in lungs, femur, kidney, liver and spleen at different time points. * Limit of detection
in lungs, femur, kidney, liver, and spleen was 26, 21, 9, 3, and 29 ng/g Pb, respectively. LOD—limit of detection.

It needs to be said that because of the technical reasons the Pb(NO3)2 NPs concentration in the
inhaled air was not absolutely constant and fluctuated slightly during the experiment (Figure 1C).
This fact was determined by collecting NPs on the filters and the evaluation of the mass concentration
of Pb(NO3)2 that was lower after 6 weeks of Pb(NO3)2 NP exposure in comparison to the earlier
timepoints (Figure 1C). Still, these small irregularities in the mass concentration of inhaled Pb(NO3)2

were not reflected by the total Pb concentrations detected in the individual organs and in the blood
(Tables 2 and 3), with the exception of kidneys where stagnation of Pb level between the 2nd week and
6th week timepoint was observed.

The response of individual organs studied here, in animals exposed to Pb(NO3)2, also slightly
varied and caused the changes of their weight coefficients (Figure S1). The weight coefficients of organs
were expressed as wet weight of organ (g)/dead body weight (g) × 100. After 2 weeks, the liver weight
coefficient significantly increased (p < 0.001), while the kidney coefficient decreased (p < 0.05 for left;
p < 0.01 for right) and the spleen coefficient decreased (p < 0.01) compared with control mice. After
11 weeks, there was a decrease in the liver weight coefficient in the Pb/cl compared with the control
group (p < 0.05). Some contribution to organ weight variability could be due to organ dissection;
however, we observed similar alterations of organ weight coefficients after metal NP exposure, as was
described previously in other studies [37,38].
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Table 3. Pb concentration in blood determined by AAS.

ctr/3d, 2w,
6w, 11w Pb/3d Pb/2w Pb/6w Pb/11w Pb/cl

Erythrocytes
(ng/g)

Range 54–92 63–92 72–114 93–213 10–43
Mean <LOD * 71 79 88 168 19

SD 15 13 17 48 14

Precipitate
(ng/g)

Range
Mean <LOD * <LOD * <LOD * <LOD * <LOD * <LOD *

SD

Supernatant
(ng/g)

Range
Mean <LOD * <LOD * <LOD * <LOD * <LOD * <LOD *

SD

Blood
(ng/g) <LOD * 31 40 47 85 10

Blood
(µg/dL) <LOD * 3.1 4.0 4.7 8.5 1.0

The concentration of Pb in blood at different time points. * Limit of detection in erythrocytes in control animals, in
precipitates (white blood cells, thrombocytes, proteins) at all data points, in supernatant (serum) at all data points
and in the whole blood in control animals was 6, 11, 4 and 3 ng/g Pb, respectively.

2.2. Inhalation of Pb(NO3)2 NPs Causes Pulmonary Injury

The lungs are a major portal for the entrance of inhaled particles. Metal NPs, including Pb
nanoforms, can invade the lower respiratory passages down to alveolar region more easily than larger
forms. First, we analyzed the presence of Pb in lungs after their exposure to Pb(NO3)2 NPs at different
time points and found a continuous increase in Pb as the NP inhalation period increased (Figure S2,
Table 2). A 5-week clearance period positively affected Pb clearance from the lungs; indeed, the Pb
concentration decreased almost to the LOD (26 ng/g). Elemental imaging of lungs after Pb(NO3)2 NP
inhalation revealed Pb being regularly distributed in all parts of the lungs; and after a 5-week clearance
period, there was an obvious reduction in the Pb level (Figure S2).

Histological analyses revealed numerous signs of inflammation and focal destruction of lung
parenchyma in animals exposed to Pb(NO3)2 NPs; the damage depended on the exposure time
(Figures 2 and 3, Table S1). These findings were similar to what has been described in the inhalation
experiment with other metal NPs: PbO [19], titanium dioxide (TiO2) [39] and cobalt (Co) [40]. The
damaged lung parenchyma included destroyed alveolar septa, with alveolar emphysema initiated
in some areas. The lungs of exposed animals exhibited several signs of inflammation, such as
hyperemia; thickened alveolar septa with increased cellularity; regions with peribronchial and
perivascular lymphocyte infiltrates; and areas of atelectasis and focal bronchiolitis. All of these distinct
histopathological changes in the lungs were evaluated and scored for individual groups (Table S1).
The extent of histopathological changes in lungs was statistically significant after 11 weeks (p < 0.01).
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Figure 2. The effect of Pb(NO3)2 NP inhalation and its clearance on the lungs. (A) The lungs in
control animals, and after 2-week Pb(NO3)2 NP inhalation were without serious pathological changes.
The lungs after 6 and 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation exhibited remodeling in bronchiolar (b), and
alveolar areas (a). The serious damage of lung parenchyma with destroyed alveolar septs and alveolar
emphysema detected in some areas (em). Alteration of lung tissue was still detected after a 5-week
clearance period. Statistical evaluation of the histopathological changes in both control and Pb(NO3)2

NP-exposed groups in the experiments delineated in Table S1. The graphs values refer to average ±
SD; ** p < 0.01, and *** p < 0.001 compared with the corresponding control group (ctr) by unpaired
t-test. (B) The expressive lung secretion was found in bronchioles, and alveolar spaces by transmission
electron microscopy analysis (TEM). The higher amount of surfactant (su), lamellar bodies (lb), cell
detritus (de) and enormous macrophages (ma) were in the alveoli. Arrow points to the damaged
membranes of alveolar cell, arrowheads indicate high amount of collagen fibrils in the alveolar septs.
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The nanoparticles were not present in lung tissue. (C) Collagen fibers (red) were around blood
vessels (bv), and bronchioles (b) in controls. After 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation, collagen fibers
were in alveolar regions (arrowheads). (D) Immunohistochemical detection (IH) of α-SMA positive
cells in the walls of bronchioles (br) or blood vessels (ve) in controls (arrows), and after 11-week
of Pb(NO3)2 NP inhalation in the walls of bronchioles (br), and in the alveolar regions (al, arrows).
(E) Immunofluorescent detection (IF) of α-SMA positive cells in the walls of bronchioles (br) or blood
vessels (ve) in controls, Pb(NO3)2 NP and Pb/cl inhaled groups. α-SMA positive cells aggregated
in some alveolar regions (al, arrows, in box) after Pb(NO3)2 NP inhalation. Scale bar in panels
(A,C–E) = 100 µm.
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While chemical and LA-ICP-MS detection documented the absence of Pb in the lungs after a 5-
week clearance period, the histopathological analysis uncovered persistent inflammatory changes in 
the lungs (p < 0.001, Figure 2A, Table S1). The lungs of Pb/cl animals still exhibited several signs of 
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Figure 3. The effect of Pb(NO3)2 NP inhalation and its clearance on the lung inflammation. (A) Detection
of CD68-positive cells (marker of macrophages) in lungs (arrows). (B) The number of macrophages
was decreased in Pb(NO3)2 NPs and Pb/cl groups. The difference in number of CD68-positive cells was
statistically significant compared with the control group. The graphs values indicate average ± SD;
* p < 0.05, ** p < 0.01. (C) Detection of Toluidine Blue-positive cells (marker of mastocytes) in lungs
(arrows). (D) The number of mastocytes was slightly increased in Pb(NO3)2 NP and Pb/cl groups. The
graphs values indicate average ± SD. Scale bar in panels (A,C) = 100 µm. (E) Gene expression of NF-κB
and cytokines at selected time points after Pb(NO3)2 NP inhalation. The graphs values indicate average
± SD; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 compared with the corresponding control group (ctr), and
† p < 0.05 compared with the corresponding Pb(NO3)2 NP group by unpaired t-test.

While chemical and LA-ICP-MS detection documented the absence of Pb in the lungs after a
5-week clearance period, the histopathological analysis uncovered persistent inflammatory changes
in the lungs (p < 0.001, Figure 2A, Table S1). The lungs of Pb/cl animals still exhibited several signs
of inflammation: Hyperemia, thickened alveolar septa with increased cellularity, higher number of
lung macrophages, regions with peribronchial and perivascular mononuclear infiltrates and focal
bronchiolitis (Figures 2 and 3).

We next performed ultrastructural analysis of lung tissue by transmission electron microscopy
(TEM) to identify the localization of Pb(NO3)2 NPs in lungs (Figure 2B). There were no NPs in
bronchioles or alveoli, which documented the rapid solubility of Pb(NO3)2 NPs during transport
through respiratory passages. However, it is necessary to mention that we are only able to distinguish
larger particles or aggregates in TEM; small single NPs cannot be unambiguously identified because
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of their similarity to ribosomes so that we cannot exclude their presence in pneumocytes using this
morphological approach.

The lumens of bronchioles and alveoli contained inflammatory cells, cellular debris and
accumulated surfactant; membranes of alveolar epithelial cells were severely damaged (Figure 2B). We
also found majority of lamellar bodies being ejected from alveolar type II cells into the alveolar airspaces
after 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation (Figure 2B). It seems plausible that abundant surfactant seen by
TEM may contribute to solubility of NPs in lower respiratory passages.

Collagen fibers were detected in the walls of blood vessels and bronchioles in the control animals.
After 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation, there were ectopic collagen fibers in the alveolar regions
of lungs (Figure 2C). TEM also confirmed the presence of higher amount of collagen fibrils in the
alveolar septa (Figure 2B). Augmented collagen production and induction of fibrosis can be associated
with activation of myofibroblasts [41,42] and their expression of α-smooth muscle actin (α-SMA) [43].
Previous studies have reported the upregulation of α-SMA expression as a progressive fibrosis marker
in the lungs after metal NP exposure [44,45]. We observed α-SMA-positive cells located in the walls of
larger bronchioles or blood vessels in the control animals and Pb(NO3)2 NP inhalation increased their
appearance in the walls of small bronchioles and aggregation in alveolar regions in the Pb(NO3)2 NP
and Pb/cl groups (Figure 2D,E). Therefore, interstitial fibrosis was induced after 6-week of Pb(NO3)2

NP inhalation and was still active after a 5-week clearance period.

2.3. Inhalation of Pb(NO3)2 NPs Alters the Number of Lung Macrophages

Particles smaller than 0.5 µm can accumulate in the alveolar parts of the lung and induce an
inflammatory response [21]. Although inflammation is usually protective, it can cause serious injury
to the organ in the case of prolonged persistence. We found a reduced number of lung macrophages
(detected as CD68-positive cells) after 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation (p < 0.01, compared with the
corresponding control group; Figure 3A,B, Figure S3, Table S2). A similar decrease of CD68-positive cells
was noticed in Pb/cl animals (p < 0.05) compared with the corresponding control animals (Figure 3A,B,
Table S2). Especially in lung infiltrates, the number of mastocytes (as visualized by Toluidine Blue)
and the presence of neutrophils (as visualized by immunolabeling of myeloperoxidase, MPO) was
increased (Figure 3, Figure S3). Taken together, soluble engineered Pb(NO3)2 NPs used at a very low
concentration—corresponding to environmental levels of metal NPs—induced abnormalities in lung
morphology that persisted even after a 5-week clearance period.

Next, we quantified immune system response on mRNA level. NF-κB is a family of transcription
proteins that regulate genes involved in different processes of the immune responses [46]. NF-κB
belongs to the first responders to variable harmful stimuli or to cytokines, such as tumor necrosis factor
(TNF) or interleukin 1 (IL-1) [47]. Exposure to heavy metal compounds can inhibit binding of NF-κB
to DNA and block this signaling pathway. Here, both 3-day and 11-week exposure to Pb(NO3)2 NP
inhalation has led to significant downregulation of NF-κB in the lungs (Figure 3E) and the clearance
period enabled for return of its expression close to its normal level (Figure 3E).

TNFα and IL-6 are major proinflammatory cytokines, while the IL-1 family includes 11 members
expressed by numerous cell types, which comprises both proinflammatory and anti-inflammatory
responses [48]. Previously, the exposure to NPs was found to deregulate many cytokines, including
several IL family members or TNFα [49] and TNF signaling was previously linked to NF-κB
activation [48]. Here, we observed downregulation of TNFα in the lungs after the shortest (3 days)
and the longest (11 weeks) exposures (Figure 3E). Both IL-1α and IL-1β were downregulated in the
lungs after the longest (11 weeks) exposure to Pb(NO3)2 NPs (Figure 3E) with both IL-1 mRNA levels
becoming even lower after a 5-week clearance period (Figure 3E).

IL-6 is produced by a wide range of cells, including macrophages or hepatocytes in response to
tissue injuries [50]. While the IL-6 trans-signaling pathway is rather pro-inflammatory, the classic IL-6
signaling through the membrane-bound receptor is mainly involved in regenerative processes [51].
In the lungs, IL-6 was downregulated after the shortest (3 days) and the longest (11 weeks) (p < 0.01)
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exposures to Pb(NO3)2 NPs. A 5-week clearance then has led to upregulation of IL-6 mRNA in the
lungs (p < 0.05 compared with the 11-week exposure).

TGFβ1 is an inflammatory cytokine secreted predominantly by leukocytes but also by other cell
types, including macrophages [48]. In some conditions, its effect may increase the risk of pathologic
fibrosis so that TGFβ1 is considered to be a potent profibrotic mediator [41]. However, our study did
not confirm the increased level of this profibrotic cytokine after Pb(NO3)2 NP inhalation maybe due to
mild alteration of lung parenchyma.

Activated macrophages are divided into two subpopulations: Classical (M1, pro-inflammatory)
that predominantly produce IL-1β, IL-5 and TNFα; and alternative (M2, anti-inflammatory) that
produce TGFβ1, vascular endothelial growth factor (VEGF), IL-10 and IL-12 [52]. Thus, TNFα, and
TGFβ are cytokines produced by different population of macrophages with distinct final effects. In
our experimental conditions, the shortest (3 days) and the longest (11 weeks) exposures to Pb(NO3)2

NPs were here associated with significant downregulation in TGFβ1 mRNA in the lungs (p < 0.05)
compared with the corresponding control animals (Figure 3E). The 5-week clearance allowed for some
return of the TGFβ1 mRNA towards its original level, when compared to the corresponding Pb(NO3)2

NP-exposed animals. Our findings on the effects of Pb(NO3)2 NPs on TNFα and TGFβmRNA levels
are similar to those seen in animals exposed to other metal NPs [53], which also revealed that M1 and
M2 populations of macrophages remained unaffected.

2.4. Concentration of Pb in Blood Decreased after a 5-Week Clearance Period

The blood Pb level is a sensitive indicator of whole-body Pb exposure as it distributes the lead
into secondary target tissues. Over recent decades, the United States Centers for Disease Control
and Prevention (USCDC) has gradually lowered the blood Pb level at which medical intervention is
necessary: From 60 µg/dL before 1975 to 10 µg/dL in 1991 [26]. The current limit recommended by the
WHO is 5 µg/dL. In our experimental animals, the blood Pb concentration continuously increased as
the exposure time to Pb(NO3)2 NPs increased (Figure 4, Table 3).
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Figure 4. The concentrations of selected elements and alkaline phosphatase (ALP) in the blood and
bone after Pb(NO3)2 NP inhalation. The graphs of selected elements (Pb, Ca, P, Mg, Na, K) and ALP
in the blood and/or in the bone tissue. The graphs values indicate average ± SD for 5 mice/group;
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 compared with the corresponding control group (ctr) or between
adjacent time points, and † p < 0.05, †† p < 0.01, and ††† p < 0.001 compared with the corresponding
Pb(NO3)2 NP group by unpaired t-test. The concentrations of Pb in controls were below limit of
detection (LOD). LOD for Pb in the blood was 6, 11, 4 and 3 ng/g Pb at individual time points, for Pb in
the bone 21 ng/g Pb.

The concentration of Pb in blood increased slightly from 31 ng/g (3.1 µg/dL) after 3-day Pb(NO3)2

NP exposure, to 47 ng/g (4.7 µg/dL) after 6-week exposure, and to 85 ng/g (8.5 µg/dL) after 11-week
exposure. Following a 5-week clearance period, such Pb concentration decreased approximately
fivefold compared with the level in the 6-week Pb(NO3)2 NP exposure group (10 ng/g or 1 µg/dL).
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Moreover, the exposure to inhaled Pb(NO3)2 NPs did not influence the blood level of Ca at any
time point (Figure 4); however, the blood level of phosphorus (P) was affected (Figure 4). After 2 and
11 weeks of exposure to Pb(NO3)2 NP, the blood concentration of P was significantly decreased (p < 0.01)
compared with control animals. The blood level of P in Pb/cl mice was similar to control animals.

ALP is an enzyme required to generate free P for hydroxyapatite formation during bone
mineralization [54]. During hypophosphatemia (in our experiment, predominantly after 2 and
11 weeks of Pb(NO3)2 NP exposure), ALP activity could increase in order to compensate mineral
dysregulation and to provide more phosphate to the bones [55]. However, the ALP level in mice
exposed to Pb(NO3)2 NPs was decreased compared with control animals at all analyzed time points;
this difference was only significant after 2 weeks of exposure due to high variability among animals.
Nevertheless, the biological significance and consequences of low P levels accompanied by low ALP
levels will require additional research.

2.5. A 5-Week Clearance Period Did Not Affect the Pb Level in Bones

Based on previous studies, the most of total body Pb burden occurs in the skeleton as the bone is the
major target tissue for Pb storage [56,57]. The affinity of Pb for bone has been described predominantly
after gastrointestinal exposure to Pb in solutions [58,59]. However, Pb can also persist for prolonged
periods in the atmosphere due to its nature, representing thus the exposure route for humans [56].
Here, we analyzed mouse femurs as models of the axial skeleton. Only a few studies have analyzed
the effect of inhaled Pb in the form of submicrometric particles on bone [60,61].

The concentration of Pb in femur was the highest among the studied organs (lung, liver, kidney
and spleen) at all designated Pb(NO3)2 NP exposure times except for 3 days (Figure 4, Table 2). At this
time, the Pb concentration was the highest in the kidney, followed by the femur (Table 2). The pattern
of bone Pb content contrasted with the blood Pb level during Pb(NO3)2 NP inhalation. The increase of
the Pb concentration in the inhaled air between 6 and 11 weeks corresponded with a rapid Pb increase
in the blood, lungs, liver and kidneys (Table 2), but not in the bones.

The femur concentrations of Ca (p < 0.01) and Mg (p < 0.001) were significantly reduced after
2-week Pb(NO3)2 NP inhalation. Following 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation, Ca (p < 0.01), Mg
(p < 0.01) and K (p < 0.001) concentrations were significantly diminished in the femur compared with
control animals (Figure 4). On the other hand, the Na level significantly increased in bones after 2- and
11-week Pb(NO3)2 NP exposure. This finding is in agreement with our previous study [24], which
revealed the same trends in bone mineral content changes after inhalation of PbO NPs: Ca, Mg and
K concentrations were significantly decreased, while Na was increased (not significantly). A 5-week
clearance period increased the concentrations of Mg (not significantly), Ca (p < 0.01) and K (p < 0.001)
in the bone relative to the corresponding control animal values. The effect of Pb(NO3)2 NP inhalation
on femur weight (Figure S1) was similar to their alteration after exposure to PbO NPs [24]. There was
only a small effect (slight reduction) in the Pb level in bones (femurs) after a 5-week clearance period
(Figure 4).

2.6. Lead Is Stored in Ionic Forms in the Kidney Cortex after Pb(NO3)2 NP Exposure

Next, we studied the kidneys because Pb is primarily excreted by this organ [62,63]. The
concentration of Pb in kidneys continuously increased with the increasing length of exposure to
Pb(NO3)2 NP (p < 0.001 at all time points; Figure 5A, Table 2).
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Figure 5. The effect of Pb(NO3)2 NP inhalation and its clearance on the kidney. (A) Distribution of Pb
in kidney samples using laser ablation inductively coupled plasma mass spectrometry (LA-ICP-MS)
after Pb(NO3)2 NP inhalation. The control kidney was without Pb positivity, Pb was detected in
kidney cortex (co) after Pb(NO3)2 NP inhalation but not in the medulla (me). After a 5-week clearance
period, Pb was still present in kidney cortex. The graph of Pb level in the kidney at designated time
points. The graphs values denote average ± SD for 5 mice/group, *** p < 0.001 compared with the
corresponding control group (or between adjacent time points), and ††† p < 0.001 compared with the
corresponding Pb(NO3)2 NP group by unpaired t-test. Limit of detection (LOD) for Pb in the kidney
was 9 ng/g. Number in parentheses shows maximal value (µg/g) of Pb on a scale. (B) Distribution
of Ca in kidney samples using LA-ICP-MS after Pb(NO3)2 NP inhalation. The map of Ca exhibited
higher distribution in kidney in Pb/cl group compared with the control and Pb(NO3)2 NP group. The
graph of Ca level in the kidney at designated time points. Kidney Ca was significantly decreased
after 2-week Pb(NO3)2 NP inhalation (* p < 0.05) compared with the corresponding control group (ctr)
and significantly increased in Pb/cl group († p < 0.05) compared with the corresponding Pb(NO3)2

NP group. Number in parentheses shows maximal value (µg/g) of Ca on a scale. Scale bar in panels
(A,B) = 3 mm. (C) Analysis of kidney ultrastructure in the transmission electron microscope (TEM).
Proximal (pt) and distal tubules (dt) were without pathological changes up to 6-week Pb(NO3)2 NP
inhalation. After 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation, the proximal tubules of kidney exhibited changes
both in nuclear (n) and cytoplasmic (c) architecture. A 5-week clearance period conducted to rescue
of proximal tubule cells. The glomerular filtration membrane (GFM, arrowheads) was altered after
6-week Pb(NO3)2 NP inhalation. The nuclear alterations were observed also in nuclei (n) of podocyte
(po) after 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation. Scale bars are displayed individually for each picture.
(D) Time-resolved signal originated from kidney tissue exposed to Pb(NO3)2 NPs. (E) Gene expression
of NF-κB at selected time points after Pb(NO3)2 NP inhalation.
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As determined by both chemical and elemental analysis, upon 5-week clearance period, the level
of Pb in kidneys was much lower compared to the state after 6 weeks of inhalation of Pb(NO3)2 NPs
(p < 0.001, Figure 5A). Specifically, the level of Pb in kidneys decreased by about eightfold after 5-week
inhalation of clean air (Table 2).

Elemental imaging revealed high Pb concentrations in the kidney cortex at all analyzed time
points (Figure 5A). The kidney medulla exhibited no evident presence of Pb. A similar inhomogeneous
distribution of Pb has been previously found in the kidney; however, the area with the highest
Pb concentration was located more deeply in the kidney parenchyma (at the cortico-medullary
junction) [64]. The levels of Pb in kidneys were, however, much higher both in so-called low (about
eightfold) and high (fortyfold) conditions compared with our experiment, which could affect the Pb
distribution in kidney tissue [64].

As the kidney cortex is the part of the imaged organs with the highest concentration of lead, we
selected this area to confirm that Pb is present in the secondary target organ only in ionic form. For this
purpose, different imaging mode was used (laser beam diameter was diminished, the signal of lead
was monitored with the shortened integration time) and a small region of kidney cortex was analyzed
(1.4 × 1.0 mm). The lead in nanoparticle form can be identified in this analysis by the presence of a
high signal observed as yellow or red color in color-coded maps corresponding to sharp peaks on the
graph displaying time-resolved signal. However, there were no Pb(NO3)2 NPs found in analyzed
kidney cortex (Figure 5D) and the lead was present only in the ionic form, which was different from
our previously published PbO NPs study, where distinct PbO NPs were identified [24].

The nephrotoxic effects of Pb are usually noted as high blood Pb concentrations > 50 µg/dL in
children and >40 µg/dL in adults. Here, the blood Pb concentration reached rather low level of 8.5 µg/dL
after 11-week Pb(NO3)2 NP exposure but we still observed morphological changes in kidney tissue at
the ultrastructural level following the treatment. There were differences in the arrangement of filtration
barrier in glomeruli of animals exposed to Pb(NO3)2 NPs (Figure 5C). The filtration membrane was
diffusely thickened with intramembranous electron-dense deposits. Both laminae rarae were filled by
electron-dense material, with a thicker lamina densa compared with controls. Pedicles (foot processes)
of podocytes were irregularly arranged or lost after 11-week Pb(NO3)2 NP exposure.

Renal tubules (proximal and distal) displayed the typical physiological appearance even after
6-weeks of Pb(NO3)2 NP inhalation; however, after 11 weeks, there were obvious morphological
alterations of the epithelial cells in proximal tubules. These findings are consistent with previously
detected Pb nephrotoxicity that predominantly resulted in the damage of proximal renal tubules [62].
The apical parts of the epithelial cells were dilated, brush border was absent and cell organelles were
randomly dispersed in the cytoplasm of some proximal tubules (Figure 5C). The cell nuclei were
altered to euchromatin-rich structures, a change indicative of augmented transcriptional activity both
in glomerular and tubular parts of the kidney after 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation (Figure 5C). It is
of note that there was evident regeneration of glomerular and tubular kidney tissue after the 5-week
clearance period. Moreover, the level of NF-κB in kidneys remained unaffected even after 11-week
exposure to Pb(NO3)2 NPs (Figure 5E).

The kidney participates in the maintenance of physiological homeostasis via regulation of the
extracellular fluid volume, acid-base balance and electrolyte blood concentrations. Especially sodium,
potassium and calcium regulation in the body relies on key physiological processes in the kidney. We
have not observed any alterations in blood concentrations of Na and K in animals that were exposed to
Pb(NO3)2 NPs (Table S3), the finding that documents the capability of kidney to maintain both the
blood and kidney levels of these fundamental minerals in the physiological limits even after Pb(NO3)2

NP inhalation.
The sodium and potassium kidney concentrations determined by LA-ICP-MS were similar to

those determined by atomic absorption spectrometry (AAS) (Figure S4). Our results are consistent
with the previously published data on element distribution in mouse organs [65]. The potassium
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distribution was similar in the kidney parenchyma of the control, Pb(NO3)2 NP-treated and Pb/cl
animals (Figure S4), with the strongest K positivity in the kidney medulla.

The blood level of Ca is typically maintained within a relatively narrow range. There are three main
processes involved in the control of its level: Intestinal absorption, renal reabsorption and/or excretion
and interchange between the bones and the blood [66]. Here, the blood levels of Ca were maintained
constant in all experimental groups at each time points (Table S3). This finding demonstrates the
ability of kidneys to maintain blood level of Ca level in physiological limits. Nevertheless, the levels of
Ca in kidneys were changed upon Pb(NO3)2 NP inhalation. Previous studies have demonstrated an
elevated Ca concentration in the kidney after exposure to Pb and/or Cd [67,68]. On the other hand, we
previously reported decreased Ca levels after exposure to PbO NP [24]. In the present study, the Ca
concentrations in kidneys (Figure 5B) also significantly decreased in Pb(NO3)2 NP-exposed animals in
comparison to the controls, with a significant reduction after 2 weeks (p < 0.05). The lead may compete
with Ca in kidney tubules and impaired Ca reabsorption can decrease the kidney Ca level; however,
the precise mechanism that explains Ca behavior after metal exposure has not been uncovered yet.

2.7. Severe Pathological Changes Are Visible in Liver Even after a 5-Week Clearance Period

The liver represents the central organ involved in the metabolic processes leading to Pb intoxication.
Our previous analyses uncovered toxic effects of insoluble metal NPs on liver cells [19,69]. The
inhalation of highly soluble Pb(NO3)2 NPs caused serious remodeling of the liver parenchyma,
hydropic degeneration of some hepatocytes, focal necrosis, hemostasis in small veins and liver
sinusoids, and resulted in fewer small vessels (Figure 6A).

We observed megakaryoblasts and megakaryocytes in the liver parenchyma. There were large
inflammatory infiltrates in the parenchyma and the portal areas. There were also more hypertrophic
hepatocytes and binucleated and polynucleated hepatocytes (up to seven nuclei) after Pb(NO3)2 NP
inhalation; some hepatocyte nuclei contained large vacuoles. These histopathological changes in liver
were statistically significant after 6 (p < 0.05) and 11 weeks (p < 0.05) of inhalation. There were also
pathological changes in liver parenchyma after a 5-week clearance period; their number and extent
were significantly greater in Pb/cl animals compared with control animals (p < 0.05). Interestingly,
some Pb/cl animals displayed even more serious alterations than animals after 11 weeks of Pb(NO3)2

NP inhalation (Figure 6A, Table S4), although AAS analysis determined a marked decrease in the liver
Pb after the clearance period (Figure 7A, Table 2).

Ultramicroscopic analyses uncovered the presence of numerous erythrocytes inside hepatocyte
cytoplasm, alteration of hepatocyte nuclei to euchromatin rich, indicating increased transcriptional
activity, and randomly dispersed cell organelles in the cytoplasm after 11 weeks of Pb(NO3)2 NP
inhalation (Figure 6B). There was microvesicular steatosis in the Pb(NO3)2 NP–exposed and Pb/cl
mice. Perisinusoidal fibroblasts exhibited high protein synthesis activity, and perisinusoidal space (of
Disse) contained accumulated collagen fibrils (Figure 6B). Sirius Red staining revealed the presence
of scattered collagen fibers in liver parenchyma (Figure 6D), predominantly after 6 and 11 weeks of
Pb(NO3)2 NP exposure as well as in the clearance animals.

There were α-SMA-positive cells (Figure 7C) in the walls of hepatic blood vessels in the controls.
In Pb(NO3)2 NP–exposed and Pb/cl mice, α-SMA-positive cells were also scattered in parenchyma
or they were associated with cellular infiltrates. The number of hepatic macrophages (detected as
CD-68-positive cells) was significantly decreased (p < 0.001) compared with the corresponding control
animals after 11 weeks of Pb(NO3)2 NP inhalation (Figure 7D,E; Table S5). By contrast, there were
more (p < 0.05) hepatic macrophages in Pb/cl animals compared with the corresponding Pb(NO3)2

NP animals.
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groups in the experiments delineated according to Table S4. The graphs values denote average ± SD; 
* p < 0.05 compared with the corresponding control group (ctr) by unpaired t-test. (B) Ultrastructure 
of liver in TEM. Binucleated hepatocyte with regularly distributed organelles (mitochondria, mi) and 
glycogen (gl) in a 3-day Pb(NO3)2NP group. Enlarged binucleated hepatocyte with altered nuclei (nu), 
randomly distributed organelles, and free erythrocytes (arrows) in cytoplasm in an 11-week 
Pb(NO3)2NP group. Hepatocyte with physiological morphology of nucleus and regularly arranged 
organelles in Pb/cl; however, lipid droplets (li) present in increased number. Perisinusoidal fibroblast 
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Figure 6. The effect of Pb(NO3)2 NP inhalation and its clearance on the liver. (A) The liver in control
animals was without serious pathological changes (HE staining). The liver after 2, 6, and 11-weeks of
Pb(NO3)2 NP inhalation exhibited hepatocyte dystrophy (dy), remodeling in liver parenchyma (re) and
expressive hemostasis (he). We observed infiltrates (in) and megakaryocytes (me) in liver. Statistical
evaluation of the histopathological changes in both control and Pb(NO3)2 NP-exposed groups in the
experiments delineated according to Table S4. The graphs values denote average ± SD; * p < 0.05
compared with the corresponding control group (ctr) by unpaired t-test. (B) Ultrastructure of liver in
TEM. Binucleated hepatocyte with regularly distributed organelles (mitochondria, mi) and glycogen
(gl) in a 3-day Pb(NO3)2NP group. Enlarged binucleated hepatocyte with altered nuclei (nu), randomly
distributed organelles, and free erythrocytes (arrows) in cytoplasm in an 11-week Pb(NO3)2NP group.
Hepatocyte with physiological morphology of nucleus and regularly arranged organelles in Pb/cl;
however, lipid droplets (li) present in increased number. Perisinusoidal fibroblast (fi) and accumulated
collagen fibrils (arrowhead) in space of Disse in a Pb/cl group. Scale bars are displayed individually
for each picture. (C) The blood levels of albumin, total protein, cholesterol, and triacylglycerols after
Pb(NO3)2 NP inhalation. The graphs values denote average ± SD for 5 mice/group; * p < 0.05 compared
with the corresponding control group (ctr), † p < 0.05 compared with the corresponding Pb(NO3)2

NP group by unpaired t-test. (D) Sirius Red staining of liver samples to detect collagen fibrils. After
11-week Pb(NO3)2 NP inhalation and in Pb/cl group, the collagen fibrils were observed around small
blood vessels and inside liver parenchyma (arrowheads). Polynucleated hepatocytes were observed in
Pb/cl group (inbox, arrows). Scale bar in panels (A,D) = 100 µm.
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Figure 7. The distribution of selected metals at designated time points after Pb(NO3)2 NP inhalation in
the liver, and immunohistochemical analyses of liver. (A) Distribution of Pb in liver samples using laser
ablation and inductively coupled plasma mass spectrometry (LA-ICP-MS). The graph of Pb level in the
liver at designated time points. (B) Distribution of Ca in liver samples using LA-ICP-MS. The graph of
Ca level in the liver at designated time points. The graphs values denote average ± SD for 5 mice/group,
* p < 0.05, *** p < 0.001 compared with the corresponding control group (or between adjacent time
points), and ††† p < 0.001 compared with the corresponding Pb(NO3)2 NP group by unpaired t-test.
LOD for Pb in the liver was 3 ng/g. Numbers in parentheses show maximal value (µg/g) of elements on
a scale. Scale bar in panels (A,B) = 4 mm. (C) Immunohistochemical detection of alpha-smooth muscle
actin (α-SMA) signal was located in the walls of blood vessels in control (arrowhead), and additionally
α-SMA-positive cells were observed in liver parenchyma after Pb(NO3)2 NP inhalation (arrowheads),
megakaryocyte (m) and focal infiltrate (in). (D) Statistical evaluation of the number of CD68-positive
cells after Pb(NO3)2 NP inhalation. The graphs values denote average ± SD; *** p < 0.001 compared
with the corresponding controls, and † p < 0.05 compared with the Pb(NO3)2 NP group by unpaired
t-test. (E) Detection of CD68-positive cells (marker of macrophages) in liver (arrowheads). Scale bar
in panels (C,E) = 100 µm. (F) Gene expression of nuclear factor κB (NF-κB) and cytokines at selected
time points after Pb(NO3)2 NP inhalation. The graphs values denote average ± SD for 4-5 mice/group,
* p < 0.05, ** p < 0.01 compared with the corresponding control group; † p < 0.05, †† p < 0.01 compared
with the corresponding Pb(NO3)2 NP group by unpaired t-test.
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Moreover, we observed some expression changes in liver on mRNA level. Downregulation of
NF-κB was detectable already after 2 and 6 weeks and became statistically significant after 11-week
exposure to Pb(NO3)2 NPs and the clearance period enabled for return of NF-κB expression close to
its normal level (Figure 7F). Downregulation of TNFα occurred in the liver already after the shortest
(3 days) as well as the longest (11 weeks) exposures (Figure 7F). Interestingly, the level of TNFα further
decreased after a 5-week clearance period below its level at 11-week Pb(NO3)2 NP exposure (p < 0.01).

Also, IL-1α and IL-1βmRNA expressions were significantly downregulated after 3-day (p < 0.01
for IL-1β) and 11-week (p < 0.05 for both) exposures to Pb(NO3)2 NPs. The levels of IL-1α and IL-1β
increased upon the 5-week clearance. The changes in the level of IL-6 in the liver upon exposure to
Pb(NO3)2 NPs were minimal and statistically insignificant.

The shortest (3 days) and the longest (11 weeks) exposures to Pb(NO3)2 NPs were also associated
with significant downregulation in TGFβ1 mRNA in the liver (p < 0.05) compared with the corresponding
control animals (Figure 7F). The 5-week clearance did not cause any return of the TGFβ1 mRNA
towards its original level.

Pb(NO3)2 NP inhalation also caused expressive changes in blood biochemical parameters that
manifested mainly as altered hepatic function (Table 4, Figure 6C). The level of total protein was
significantly decreased after 2 (p < 0.05) and 11 (p < 0.05) weeks of Pb(NO3)2 NP inhalation. The albumin
blood level, which also reflects liver function, was not significantly altered during the inhalation
experiment (Table 4, Figure 6C). The association of the liver as the main organ involved in lipid
metabolism was manifested in altered blood lipid levels. Total cholesterol (TCH) was significantly
reduced (p < 0.05) in blood after 11 weeks of Pb(NO3)2 NP inhalation. Blood triacylglycerols (TAG)
levels were increased after 6 and 11 weeks of Pb(NO3)2 NP inhalation compared with control animals.
The TAG decrease was significant even after the clearance period (p < 0.05). Consistently, increased
TAG levels after Pb exposure have been reported in rats that received Pb intragastrically [70] and
in mice that received Pb orally [71]. However, not all reports have demonstrated the same trend in
blood levels of TCH after Pb exposure [72]. One previous study described reduced TCH [70] similar to
our findings, while another study described increased TCH levels [71]. Based on these findings, we
conclude that sub-chronic exposure to a low level of Pb alters lipid homeostasis and affects thus blood
lipid levels. This phenomenon, in turn, may disturb other tissues/organs in the organism.

The values of bilirubin and specific hepatic enzymes such as alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST) and gamma-glutamyl transferase (GGT) were in the physiological
range after exposure to Pb (Table S3). Taken together, these data indicate that engineered highly soluble
Pb(NO3)2 NPs used at a very low concentration cause persistent inflammatory changes in liver with
impaired hepatic function.

The contents of Na and K in liver, as determined by AAS, were not altered at the analyzed time
points (Figure S5). Interestingly, the Ca level after 11 weeks of Pb(NO3)2 NP inhalation was significantly
increased (p < 0.05) compared with the corresponding control animals, while there was only a small
difference in the Pb/cl animals (p < 0.05). We previously found a similar increase in Ca after 11 weeks of
PbO NP inhalation [24]. Elemental imaging of liver samples revealed elevated Ca levels in Pb(NO3)2

NP-exposed and Pb/cl animals correspondingly to the quantitative AAS data (Figure 7B).



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 8738 18 of 27

Table 4. Blood biochemical analysis following Pb(NO3)2 NP inhalation.

ctr/2w Pb/2w ctr/6w Pb/6w ctr/11w Pb/11w Pb/cl CD-1
(ICR)

TP (g/L)
Range 56–66 46–59 58–67 63–69 57–62 54–58 56–60 53–60
Mean 61 53 * 63 66 60 56 * 59

SD 5 5 4 3 3 2 2

Alb
(g/L)

Range 29–32 25–31 32–34 32–34 31–35 29–33 31–33 36–43
Mean 31 29 33 33 33 31 32

SD 1 2 1 1 2 2 1

Ca
(mmol/L)

Range 2.44–2.74 2.35–2.56 2.30–2.47 2.31–2.59 2.50–2.80 2.51–2.68 2.54–2.67 2.48–2.88
Mean 2.56 2.46 2.39 2.48 2.68 2.58 2.61

SD 0.14 0.08 0.06 0.11 0.13 0.06 0.06

P
(mmol/L)

Range 2.31–2.96 1.74–2.13 1.75–2.66 1.73–2.61 1.82–2.95 1.00–1.40 1.37–2.25 2.30–4.52
Mean 2.56 1.92 ** 2.16 2.10 2.40 1.18 ** 1.74 †

SD 0.28 0.15 0.40 0.37 0.62 0.17 0.35

ALP
(µkat/L)

Range 1.8–2.9 1.1–1.8 0.6–2.7 0.8–2.0 1.17–2.27 0.7–1.4 1.0–1.1 0.8–2.2
Mean 2.1 1.4 * 1.6 1.5 1.5 1.1 1.0

SD 0.5 0.3 0.8 0.5 0.5 0.2 0.1

Urea
(mmol/L)

Range 6.9–8.5 5.8–7.7 6.2–7.7 6.1–13.0 7.6–10.0 4.0–7.5 6.6–8.6 4.6–7.5
Mean 7.8 6.9 7.2 9.2 8.6 5.9 * 7.5 †

SD 0.7 0.8 0.6 3.0 1.0 1.3 0.8

Crea
(mmol/L)

Range 33.7–40.3 35.1–40.4 29.5–36.5 31.9–32.9 33.5–39.5 28.8–35.4 33.1–34.8 26.5–35.4
Mean 36.7 36.2 32.2 32.5 37.0 32.4 * 34.1 *

SD 2.8 3.8 2.8 0.4 2.5 2.8 0.6

Chol
(mmol/L)

Range 1.76–2.76 1.87–2.26 1.83–2.54 1.92–2.54 1.88–3.39 1.75–1.93 1.48–2.35 1.84–3.81
Mean 2.27 2.07 2.23 2.16 2.66 1.94 * 2.00

SD 0.42 0.16 0.27 0.26 0.62 0.19 0.34

TAG
(mmol/L)

Range 1.55–3.18 1.48–2.09 1.41–1.99 1.73–3.11 1.05–2.38 1.14–2.49 0.94–1.34 0.27–2.44
Mean 2.07 1.82 1.72 2.24 1.67 1.84 1.18 †

SD 0.77 0.24 0.21 0.51 0.64 0.52 0.16

Data were obtained from five animals per every group. As reference values were used values of female mice crl:CD-1
(ICR) BR according to previously published data [73]. Reference biochemical values were converted to our used
units. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with the corresponding control group (ctr) by unpaired t-test, † p < 0.05
compared with the corresponding Pb(NO3)2 NP group by unpaired t-test.

2.8. Comparison of Effects of Pb(NO3)2 NP and PbO NP Inhalation on Liver Parenchyma

The concentration of Pb in liver parenchyma continuously increased in parallel with lengthening
of Pb(NO3)2 NP inhalation (p < 0.001, Figure 7, Table 2) and then decreased practically to the LOD
after a 5-week clearance period (3 ng/g). The distribution of Pb in the liver parenchyma was practically
homogeneous (Figure 7A).

When we compared the effects of highly soluble Pb(NO3)2 NPs applied in this study with the
analogous effects observed previously upon application of less soluble PbO NPs [24] we came to
the following conclusions: (1) While the total Pb concentrations in analyzed secondary organs in
animals exposed to Pb(NO3)2 NPs were almost twofold lower compared with less soluble PbO NPs,
the histopathological changes in liver were more serious than those caused by PbO NP inhalation. (2)
A 5-week clearance period following Pb(NO3)2 NP exposure hardly promoted a positive effect on
reparative processes in liver, although there was significant improvement and enhanced regeneration
for a clearance period after PbO NP exposure. Obviously, higher solubility of Pb(NO3)2 NPs results in
additional serious alteration of liver parenchyma compared to less soluble PbO NPs.

While the total Pb concentrations in lungs, kidneys and spleen in animals exposed to Pb(NO3)2

NPs (Table 2, Figure 5, Figure S6) was nearly twofold lower (corresponding with the inhaled mass
concentration of Pb NPs) compared with less soluble PbO NPs [24], the liver Pb concentration was
nearly fivefold lower compared with less soluble PbO NPs. Thus, the lead from inhaled Pb(NO3)2 NPs
exhibited much lower propensity for liver accumulation than Pb contained in PbO NPs. This effect
indeed requires further investigation since it could shed light on molecular processes involved in the
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initiation of reparative processes by more stable PbO NPs and/or their inhibition in the case of more
soluble Pb particles.

3. Materials and Methods

3.1. Animals

Adult female mice (CD-1(ICR) BR strain) were obtained from the Animal Facility of the Masaryk
University (Brno, Czech Republic). Females of ICR line were selected as they can be kept in larger
groups and they are not aggressive. Animals were allowed to acclimatize to laboratory conditions for
at least one week before the inhalation experiments. Commercial feeding and drinking water were
provided ad libitum. The experiment was approved by the Ethical Board of the Institute of Analytical
Chemistry, v.v.i., Czech Academy of Sciences, Brno (Approval No. 64/2016, 15 August 2016).

3.2. Generation of Pb(NO3)2 Nanoparticles

Lead(II) nitrate nanoparticles, (Pb(NO3)2 NPs), were generated continuously in situ in a
home-made generator [74] by pneumatic atomization of 4 mM lead(II) nitrate solution (Lach_Ner,
Neratovice, Czech Republic) in a nebulizer. The nebulizer was screwed in the wall of the atomizer
(stainless steel tube, ID 14 mm, length 65 mm), which was oriented vertically. The solution was
delivered to the nebulizer by means of a peristaltic pump (Ismatec, Glattbrugg-Zürich, Switzerland;
type ISM 852; the flow rate 0.5 mL/min) was atomized at the nebulizer by the high-speed air jet (the
flow rate of 12 L/min). The produced droplets were rapidly accelerated to the speed of the airstream
and coarse droplets in the produced spray impacted the opposite wall of the atomizer and the formed
liquid flows down due to gravity to the bottom from which it was continuously removed. The fine
aerosol spray left the atomizer at the top and passed through a water trap, where large droplets were
collected. The spray was then mixed in a drying chamber with dry filtered air (the flow rate of 3 L/min).
Finally, Pb(NO3)2 NPs were diluted in the second step by a stream of air (20 L/min) and used for
whole-body inhalation experiments.

3.3. Exposure to Pb(NO3)2 Nanoparticles

Mice treatment was performed in same inhalation chambers, the main characteristics of which we
have been described previously [75]. Adult female mice with an average weight of approximately
24 g (about 6–8 weeks old) at the beginning of the inhalation experiment were continuously exposed
to Pb(NO3)2 nanoparticles for 11 weeks (24/7). The food was sealed in a special box protected from
deposition of nanoparticles from air. Control animals were exposed to the same air as treated animals
without the addition of nanoparticles.

The samples from the controls and the Pb(NO3)2 NPs inhaled group of mice were collected at
the designated time points of the inhalation period (three days, two weeks, six weeks). Ten biological
replicates were harvested from the control (ctr/3d, ctr/2w, ctr/6w) and inhaling groups for each organ
(Pb/3d, Pb/2w, Pb/6w). The lung, liver, kidney, spleen, femur and blood were collected and processed for
chemical, biochemical, histopathological, ultramicroscopic, immunohistochemical, histochemical and
immunofluorescent analyses, elemental imaging and to study the gene expression of selected markers.

Additionally, one group of mice inhaled air with Pb(NO3)2 NPs for six weeks (24/7) and then
inhaled clean air for the next five weeks (this group is annotated as the clearance group Pb/cl). The
5-week clearance time point was selected to mirror our previous experiment with less soluble PbO
nanoparticles [24]. This period was shown by us to be sufficient for reparation processes to be initiated
at the end of the inhalation period (11 weeks). Ten biological replicates were harvested from the control
(ctr/11w), Pb(NO3)2 NPs exposed (Pb/11w) and the clearance groups (Pb/cl), and selected organs were
examined in the same way as previously collected samples of shorter time points.
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3.4. Characterization of Generated Pb(NO3)2 Nanoparticles

Generated Pb(NO3)2 NPs were first characterized to obtain information about total future mice
exposure (Table 1).

The size distribution of NP concerning particle count concentration was continuously measured
directly inside the exposure cages using a Scanning Mobility Particle Sizer (SMPS; model 3936L72, TSI
Inc., Shoreview, MN, USA). The average mass concentration of Pb(NO3)2 NPs was 68.6 µg Pb(NO3)2/m3

(i.e., 42.9 µg Pb/m3) during the inhalation experiment. Mass concentration of generated Pb(NO3)2 NPs
was calculated by dividing the mass of Pb(NO3)2 NPs collected on the filter by the volume of the air
sample that passed through the filter. Generated Pb(NO3)2 NPs were sampled on nitrocellulose filters
(pore size 0.45 µm, diameter 25 mm, Millipore, Bedford, MA, USA) for 24 h, one filter per day. Filters
were dissolved in HNO3 using a UniClever microwave mineralizer (Plazmatronika, Wroclaw, Poland)
and Pb content in the sample was determined using AAS (AAnalyst 600, PerkinElmer Inc., Shelton,
CT, USA).

Size and shape of the generated Pb(NO3)2 NPs were characterized by electron microscopy (EM).
Immediately after generation at the generator output, Pb(NO3)2 NPs were collected by electrostatic
precipitation using a Nanometer aerosol sampler (model 3089, TSI) on EM grids (copper S160-4, 3 mm
in diameter, 400 mesh grids, Agar Scientific, Electron Technology, Stansted, Essex, UK). The samples
were analyzed using a Magellan 400 L XHR microscope (FEI Company, Hillsboro, OR, USA), operating
in the scanning transmission electron microscope (STEM) mode. The STEM analyses revealed that the
Pb(NO3)2 NPs consist of spherical and irregular shaped bean-like formations without clear internal
structure whose size correlates with the size obtained by SMPS.

The estimated deposited dose was calculated for pulmonary deposition fraction of 10% [76]. It
corresponded to 0.774 µg of Pb(NO3)2 NPs (or 0.484 µg Pb) per gram of mouse body weight over
the 11-week inhalation period, and 0.422 µg of Pb(NO3)2 NPs (or 0.264 µg Pb) per gram of mouse
body weight for the clearance group over the 6-week inhalation period. Data used for calculation
are shown in Supplementary Materials. The pulmonary deposition fraction calculated using the
MPPD model [33–35] for the generated Pb(NO3)2 NPs (geometric mean diameter of 31.3 nm, mass
concentration of 68.6 µg/m3, BALB/c strain, FRC of 0.30 mL, breathing frequency of 300 min−1, tidal
volume of 0.2 mL, inspiratory fraction of 0.4) was 12.8%. This value is slightly higher than the value
from the literature [76]. The corresponding deposition dose of Pb(NO3)2 calculated for DF = 0.128 was
0.991 µg of Pb(NO3)2 NPs (or 0.620 µg Pb) per gram of mouse body weight for 11 weeks and 0.540 µg
of Pb(NO3)2 NPs (or 0.338 µg Pb) per gram of mouse body weight for 6-week inhalation period.

3.5. Histological Analysis

Samples of organs (lung, liver, kidney and spleen) designated for histological analyses were
fixed overnight in 10% buffered neutral formaldehyde in a fridge and after that immersed in series
of increasing concentrations of ethanol, xylene and paraffin wax. Serial histological sections of 5 µm
thickness were prepared, and selected slices were stained by Hematoxylin–Eosin, and Sirius Red–Alcian
Blue for analysis of collagen fibers. Toluidine Blue was used to detect mastocytes. The sections were
examined by light microscopy in a blinded fashion by two histologists. We evaluated at least 8–10 slides
per organ in 5 animals from the control group and 5 animals from the Pb-treated group after 2-week,
6-week and 11-week Pb(NO3)2 NP inhalation and assessed alterations in histopathological changes in
whole sections (Tables S1 and S4).

Selected samples of lungs, liver, and kidneys were also immersed in 10% sucrose in PBS in a fridge
overnight. Next day, samples were embedded into O.C.T. Compound (Agar Scientific Gardena, CA,
USA), and stored at −25 ◦C for subsequent analysis. Further, the cryosections of 20 µm thickness of the
lung, liver, and kidney samples were prepared, and used for LA-ICP-MS imaging.

Photos of the slices were taken by light microscope (Leica DM5000 B, Leica Microsystem GmbH,
Vienna, Austria) and a digital color camera (Leica DFC480, Leica Microsystem GmbH, Vienna, Austria).
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3.6. Immunohistochemistry

After deparaffinization and rehydration of the sections, citrate buffer (pH = 6) was used as
a pre-treatment in a 97 ◦C water bath. For inhibition of non-specific secondary antibody binding,
sections were incubated with a blocking serum (VECTASTAIN ABC Kit, Rabbit IgG, PK-4001, Vector
Laboratories, USA; VECTASTAIN ABC Kit, Mouse IgG, PK-4002, Vector Laboratories, USA) for at least
20 min at room temperature (RT) and then, they were incubated with the primary antibody (α-SMA,
CD68, MPO; detailed information Table S6).

After application of biotinylated secondary antibody (VECTASTAIN ABC Kit, Rabbit IgG,
PK-4001, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA; VECTASTAIN ABC Kit, Mouse IgG, PK-4002,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 40 min at RT, slices were incubated with the
peroxidase-conjugated avidin-biotin complex (VECTASTAIN ABC Kit, Rabbit IgG, PK-4001, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA; VECTASTAIN ABC Kit, Mouse IgG, PK-4002, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) for 30 min at RT. Chromogen substrate diaminobenzidine (Liquid DAB+

Substrate Chromogen System, K3468, DAKO, Carpinteria, CA, USA) was used for visualization of
positive cells. Counterstaining of slices was performed by Hematoxylin. A negative control of the
sample was obtained by omitting the primary antibody from the labeling protocol.

Photos were taken by light microscope (Leica DM5000 B, Leica Microsystem GmbH, Vienna,
Austria) and a digital color camera (Leica DFC480, Leica Microsystem GmbH, Vienna, Austria).
Number of macrophages in lungs and liver is presented as the mean ± SD. Analyses were performed on
five mice per each group after 11-week inhalation (control group, Pb(NO3)2 NP group and Pb/cl group;
Tables S2 and S5). The values of CD68+ macrophages were counted per square millimeter. Number of
CD68+ macrophages was evaluated from two (liver) slides or four (lungs) slides (10 images/slide) in
each animal. The total area of analyzed lungs was 3.346 mm2 per each animal and in case of liver it
was 1.673 mm2 per each animal.

3.7. Immunofluorescence

After deparaffinization and rehydration, samples were pre-treated in citrate buffer (pH = 6) in a
97 ◦C water bath. Blocking serum (VECTASTAIN ABC Kit, Rabbit IgG, PK-4001, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) was applied for at least 20 min at RT to inhibit non-specific secondary
antibody bindings.

Then, samples were incubated with primary antibody for 1 h at RT (α-SMA; detailed information
Table S6). Secondary antibody (Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 488, R37116, Invitrogen, USA)
was applied for 40 min at RT. Sections were covered with a coverslip in reagent containing DAPI
(Fluoroshield with DAPI, D9564, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA). Photos were taken under a
fluorescence microscope (Leica DM LB2, Leica Microsystems GmbH, Vienna, Austria) and a digital
color camera (Leica DFC480, Leica Microsystems GmbH, Vienna, Austria).

3.8. Transmission Electron Microscopy (TEM)

Samples of lungs, livers and kidneys were fixed in 3% glutaraldehyde for 24 h, washed three times
in 0.1 M cacodylate buffer and post-fixed in 1% OsO4 solution for 1.5 h. After washing in cacodylate
buffer, all samples were dehydrated in a series of increasing concentrations of ethanol, followed by
acetone and embedded in the epoxy resin Durcupan ACM followed by 3 days of polymerization.
The ultrathin sections (about 60 nm thick) were prepared for TEM analysis. The sections were cut
using an ultramicrotome Leica EM UC6 (Leica Microsystem GmbH, Vienna, Austria) and placed
on formvar-coated nickel grids. Some sections were without further contrasting for analysis of
nanoparticles in electron microscope, the others were contrasted with uranyl citrate and lead acetate.
Minimally four electron microscopy grids with 3–5 sections on each were analyzed for all organ samples
at designated time points. All sections were observed using Morgagni™ 268 TEM (FEI Company,
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Eindhoven, Netherlands) working at 80 kV, designated structures were measured using iTEM software.
The photographs were taken using a Veleta CCD camera (Olympus, Münster, Germany).

3.9. Biochemical Analysis of Blood

Blood samples (5 animals for each group: The control group, the experimental group exposed
to the Pb(NO3)2 NPs and the clearance group at each selected time points) were collected by cardiac
puncture into 1 mL lithium heparin tubes (TAPVAL, Dispolab, Czech Republic). The blood samples
were centrifuged at 1000× g for 15 min. Biochemical parameters were determined using a clinical
chemistry analyzer, Abbott Architect c4000 (Abbott Laboratories, IL, USA), wet chemistry system.

3.10. Determination of Lead in Mouse Blood and Organs

Blood samples (5 animals from each analyzed group at each time point) were collected by cardiac
puncture into 1 mL plastic Eppendorf tubes containing a small amount of heparin. Whole-blood
(0.3–0.8 g) was divided by centrifugation into erythrocytes, white blood cells and plasma. After
centrifugation, 300 µL of methanol was added to the fraction of white blood cells and the plasma (55%
of mass of whole blood) and formed precipitate (plasma proteins, white blood cells etc.) was separated
by another centrifugation from remaining supernatant. The separated samples were stored at 5 ◦C for
subsequent analysis.

The weights of individual organs were determined, and the values were recorded for later
quantitative evaluation.

The individual organs and blood fractions were decomposed by microwave (MW) assisted
digestion in concentrated subboil grade (quartz distillation system model MSBQ 2, Maasen, Eningen,
Germany) nitric acid, i.e., liver in 5 mL, lungs, spleen and kidneys in 3 mL, blood cells in 2 mL, femur
and other blood fractions in 1 mL of acid. The samples were treated in pre-cleaned quartz tubes of a
closed pressurized autoclave system (UltraWave, Milestone s.r.l., Sorisole, Italy). The decomposition
program consisted of four steps: 1st step—10 min with temperature ramp between 100 and 120 ◦C; 2nd
step—5 min with temperature ramp between 120 and 200 ◦C; 3rd step—3 min with temperature ramp
between 200 and 250 ◦C; 4th step—5 min at 250 ◦C. After cooling down (a duration of approx. 10 min),
digests were quantitatively transferred to high-density polyethylene vials, diluted and adjusted with
ultrapure water (Ultra Clear system-Evoqua Water Technologies, Barsbüttel, Germany) to the final
mass of 10 g for organs, 4 g for blood cells and 3 g for femur and other blood components, respectively.
Simultaneously, blank samples (typically n = 30 per sampling series) were processed analogously. The
detection limit (LOD) of the method was calculated as three times the standard deviation of process
blanks. All samples as well as blanks were processed in a clean laboratory with flowboxes.

The content of lead in the digests was determined by electrothermal atomic absorption spectrometry
(ET AAS) employing AAnalyst 600 PerkinElmer (Waltham, MA, USA) instrumentation under
recommended conditions. A mixture of ammonium phosphate and magnesium nitrate was used as a
combined chemical modifier. The method of standard addition calibration was applied for quantitation.

In determination of lead in blood and organ samples, QA/QC (quality assurance/quality control)
was performed on the day to day basis by recovery tests, and on the long-term basis by running
CRM (certified reference material) along with samples. CRM of Lead Standard for AAS (TraceCERT®,
1000 mg/L Pb in nitric acid, Sigma-Aldrich) was used for the calibration and standard additions to
the samples.

3.11. Determination of Element Content (Na, K, Mg, Ca) in Mouse Organs

The content of basic element components (Na, K, and Ca) in mouse organs was determined
in the same sample solution prepared for determination of lead concentration. After dilution of
samples, the concentrations of Na, K, Mg and Ca were determined by flame atomic absorption
spectrometry, employing ContrAA 300 Analytik Jena (Germany) High Resolution Continuum Source
AAS instrumentation under recommended conditions, using acetylene-air flame (Na, K, Mg) and
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acetylene-nitrous oxide flame (Ca), respectively. Measurement was performed at prominent analytical
lines (Na 589.0 nm, K 766.5 nm, Mg 285.2 nm and Ca 422.7 nm). Calibration was based on certified
analyte standard solutions Astasol® (1 ± 0.002 g/L) (Analytika Ltd. Prague, Czech Republic).

3.12. LA-ICP-MS Analysis

The cryosections of lungs, kidneys and livers were analyzed by Laser ablation with Mass
spectrometry of inductively coupled plasma (LA-ICP-MS) to obtain elemental distribution in these
sections. The LA-ICP-MS setup consists of a laser ablation system UP213 (NewWave Research, USA),
and ICP-MS Agilent 7500ce (Agilent Technologies, Japan). The laser ablation of the samples was done
with a laser spot diameter of 100 µm, scan speed of 200 µm/s, repetition rate of 10 Hz and a laser beam
fluence of 3 J/cm2. The content of lead (Pb), sodium (Na), potassium (K), calcium (Ca), iron (Fe) and
zinc (Zn) was quantified using a series of agarose gels doped with a known amount of Pb, Na, K, Ca,
Fe and Zn.

Imaging of Pb in kidney tissue sections was performed under different LA-ICP-MS parameters
than elemental imaging of tissues. For this purpose, the laser beam diameter was diminished to 20 µm
and the scan speed was 200 µm/s. During this imaging, isotope 208Pb with the integration time of 1 ms
was measured. The size of exposed kidney tissue samples was 1.0 × 1.4 mm.

3.13. qRT-PCR Analysis

Total RNA was extracted using the RNeasy Plus Mini Kit (Cat. No. 74136, Qiagen, Germantown,
MD, USA). Complementary DNA was synthesized according to the manufacturer’s instructions using
a gb Elite Reverse Transcription Kit (cat. No. 3012, Generi Biotech, CR). qRT-PCR was analyzed with a
LightCycler® 480 (Roche). The number of analyzed cDNA samples was n = 3–5 for each group.

TaqMan Gene Expression Assay (cat. No. 4351372, Applied Biosystems, USA) for Nf-kB1 (ID:
Mm00476361_m1), Tgfβ1(ID: Mm03024053_m1), Il-6 (ID: Mm99999064_m1), Il-1α(ID: Mm00439620_m1),
Il-1β(ID: Mm01336189_m1) and Tnfα(Mm_00443258_m1) were used and gene expression was analyzed
with the following program: Initial activation step at 95 ◦C for 10 min, followed by 45 cycles at 95 ◦C for
15 s, annealing temperature at 62 ◦C for 60 s. Gene expression values for each sample were expressed in
terms of the threshold cycle normalized to beta-actin (Actb; ID: Mm00607939_s1) expression.

3.14. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, USA). Unpaired student t-test was used to determine differences between experimental and control
groups. Results were reported as the mean value ± standard deviation. The values of p < 0.05 were
considered to be statistically significant.

4. Conclusions

In summary, by combining the current data with previously published findings, we demonstrate
that form (solubility) of metal nanoparticles determines on the final effects on the individual organs.
Furthermore, we also demonstrated that the exposure to soluble Pb(NO3)2 NPs impairs functionality
of immune system in both lungs and liver, and that many aspects of this loss prevent tissue recovery
even after 5 weeks long clearance.

Supplementary Materials: Supplementary Materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/22/
8738/s1.
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