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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva toxickymi uc¢inky methanolu a ptisobenim jeho metabolitl
na lidsky organismus. Zaméfuje se téz na vlastnosti methanolu a na jeho pfeménu v téle.
Déle se v praci nachazi informace o nedavné , methanolové* kauze, ktera probéhla v Ceské

republice. Také se vénuje piiznaktm intoxikace a zptisobu 1é¢by otravy methanolem.

KLiCOVA SLOVA

methanol, toxicita, metabolismus, formaldehyd, kyselina mravenci, jatra

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with toxic effects of methanol and its metabolites effects
on the human body. It target also the properties of methanol and its biotransformation in the
human body. There are also information about a recent "methanol™ cause in the Czech
Republic. It also deals with the symptoms of intoxication and way of treatment of methanol

poisoning.
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0 UVOD

Tématem bakalaiské prace jsou toxické ucinky methanolu na lidsky organismus.
Chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti jsou zékladem poznéani jeho toxického Géinku.
Otrava, kterou methanol zpusobuje, je dana hlavné jeho metabolity. Metabolity tedy hraji
vyznamné&j$i Ulohu v intoxikaci neZz samotny methanol. Seznameni se s jeho metabolismem
napomahé pochopit jeho neptiznivé G¢inky na rizné organy v téle. Znalosti prvni pomoci pii
intoxikaci methanolem mohou zachranit Zivot mnoha lidem. V soucasné dobé je otrava

methanolem velmi diskutovanym tématem vzhledem k nedavnym udélostem v Ceské
republice.

Cilem préce je popsat toxické ucinky methanolu na zrak, centralni nervovy systém
a jatra a popsat mechanismy vedouci k jejich poSkozeni, informovat poctu obéti intoxikace

methanolem v CR a poukézat na moZnosti terapie postizenych jedinci.
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1 Methanol

Methanol je nejjednodussi slouCeninou ze skupiny alifatickych alkoholii. Jeho

raciondlni vzorec je CH3OH. Strukturni vzorec je uveden na obrazku 1.

Obréazek 1 Strukturni vzorec methanolu.

1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti methanolu

Methanol je bezbarva, tékava, hoflava a alkoholicky pachnouci kapalina, ktera je
neomezené misitelna s vodou, alkoholy a ketony. Bod varu je 64,65 °C. Jeho pary tvofi se
vzduchem vybuSnou smés. Methanol dobife rozpousti tuky a je vyznamnym organickym
rozpoustédlem. Jde o silné jedovatou latku, ktera je divodem mnoha otrav kvuli ¢asté zaméné
ethanolu za methanol. Jejich viné jsou velmi podobné, proto je Ize od sebe jen stéZi rozlisit.

V tabulce 1 jsou uvedeny dalSi vlastnosti methanolu. [1, 2]

Tabulka 1 Fyzikalni vlastnosti methanolu. Upraveno podle [2, 3]

Vlastnosti methanolu Hodnoty
Molekulova hmotnost 32,04 g/mol
Bod tani -97,5°C
Bod varu 64,7 °C
Vodivost 1 uS/cm
Minimalni zapalna energie 0,14 mJ
Hustota relativni 0,79 g/cm’
Tenze par pti 20 °C 12,8 kPa
Teplota samovzniceni 455-470 °C
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1.2 Toxicke vlastnosti methanolu

Methanol se tadi podle zakona 356/2003 a vyhlasky 232/2004 do skupiny toxickych
latek. Jde tedy o jed, ktery se stava nebezpe¢nym po jeho poZiti, nadychani se, ¢i po zasazeni
pokozky nebo o¢i. Sam o sobé neni toxicky, ale metabolizuje se na latky, které jsou pro
organismus jedovaté. Neexistuje zadny piesvédCivy dikaz o tom, Ze by byl methanol

genotoxicky. [1, 2] TéZ neni klasifikovan ani jako karcinogen. [4]

Smrtelna davka methanolu pro ¢lovéka je asi 20 g. Jelikoz je ale vini i chuti podobny
ethanolu, dochazi jejich zaménou ke smrtelné otravé. Smrtelnd davka ethanolu po

jednorazovém poziti je 500 g. [5]

1.3 Zdroje, vyskyt a vyuziti methanolu

V roce 2008 byla svétova produkce methanolu asi 50 miliont tun za rok. Vyrabi se
zn¢j formaldehyd, kyselina mravenci, Kyselina octova, terc-butylmethylether (MTBE),
glykolether nebo slouZi jako palivo. Také je sloZzkou v mnoha primyslovych produktech, jako
jsou barvy, cistici prostifedky, nebo jej nalezneme v ilegaln¢ vyrobeném alkoholu. [2, 6, 7]
Vyskytuje se i v rozpoustédlech, nemrznouci smési na autoskla, lepidlech, cigaretovém koufi
(180 ug na jednu cigaretu) i kapalinach pouzivanych do kopirek. [8, 9] Methanol produkuji
I nékteré mikroorganismy. V lidském téle se mize vyskytovat ptirozené. Koncentrace
methanolu v krvi se obvykle pohybuje okolo 1,0 az 2,5 mg/l. [2] Zdrojem methanolu, jak
vidime v tabulce 2, muZe byt Cerstvé ovoce, zelenina, ovocné dZusy, piva, vina, destilované
lihoviny nebo potravinaiské ptidatné latky, jako je aspartam a dimethyldikarbonat (DMDC).
Aspartam je umélé sladidlo a DMDC je kvasinkovy inhibitor pouZivany v ¢ajich, sportovnich
napojich nebo uzivan jako nahrazka ve viné. Obé ptisady se po konzumaci metabolizuji na
methanol. [9]

Tabulka 2 Odhady hladiny methanolu ve vybranych napojich a potravinach. Upraveno podle [2, 9]

Potraviny a napoje Koncentrace methanolu
Cerstvé ovocné dzusy 12-640 mg/I

Pivo 6-27 mg/I

Vino 96-329 mg/I

Bourbon 40-55 mg/I

Fazole 1,5-7,9 mg/kg
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2 Otrava methanolem

Otrava methanolem je celosvétovy problém. Alkohol je totiZz ndvykova latka a jeho
konzumace je odpovédnd za nekteré zdravotni, socialni a hospodaiské problémy. Mirné piti
alkoholu obvykle nepiindsi zddna zdravotni rizika, ale chronicka spotiteba alkoholu vede
k fyzickym i duSevnim porucham a zpusobuje poskozeni rtznych organi vcetné mozku,
srdce, jater, plic, kosterniho svalstva i kosti. [10] Methanol muze zpusobit tézka onemocnéni
az smrt, zejména v rozvojovych zemich. JelikoZ jeho vyroba je levnd a snadna, stal se
methanol béZnou slozkou mnoha ilegalné vyrobenych napoju. Piti takovychto alkoholickych
napoju vede k t€Zkym otravam, které pokud se nelééi, jsou spojeny s vyznamnou mortalitou

a vizualnimi deficity. [6, 11]

Methanol se rychle absorbuje po poZiti, inhalaci nebo kontaktu s pokozkou a rychle se
§ifi do tkani. Pfestoze ndhodnd nebo Umyslnd konzumace methanolu je nejbéznéjsim
zpusobem otravy, vdechovani jeho par a kozni absorpce nesou také podil na vzniku akutnich
toxickych efektt. [7] Hromadéni toxickych metaboliti methanolu je hlavni pii¢inou vzniku
patologickych stavii. Metabolity jsou nebezpeéné pro centralni nervovy systém (CNS),
gastrointestinalni trakt a zrak. Vyvolavaji metabolickou acidosu a bunéénou dysfunkci. [12]
Toxické ptiznaky se objevuji az po latentnim obdobi trvajicim 8 aZz 24 hodin po poZiti
methanolu. [11] P#i¢inou tohoto zpozdéni je tvorba toxickych metaboliti. [13] Po latentnim
obdobi obvykle nastavd metabolicka acidosa a Gtlum CNS doprovazeny znamkami
zhorSeného vidéni, slepoty az smrti. [14] Potencialni Gcinky vyplyvaji =z inhibice
cytochromoxidasy. Jde o mitochondridlni enzym, ktery je nezbytny pro oxidativni fosforylaci.
Jeho inhibici dochazi k nedostate¢nému okysli¢eni tkani, bunénému edému az bunééné
smrti. [13] Toxicka a letalni davka neni dosud jednozna¢né stanovena. Individualni odlisnosti
v citlivosti na mnoZstvi poZitého methanolu zavisi na konzumaci ethanolu, hladiné folath

nebo na odli§né aktivité enzymu v metabolickém systému methanolu. [14]

Otrava methanolem tedy vznika po jeho biotransformaci na vysoce toxické metabolity,
jako jsou formaldehyd a kyselina mravenc¢i. Mira oxidace methanolu je spojena s aktivitou
alkoholdehydrogenasy (ADH), kterd je zavisla na genetickych faktorech a faktorech Zivotniho

prostiedi, jako jsou koufeni, strava, pfedchozi konzumace alkoholu, atd. [6, 14]
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2.1 Metabolismus methanolu

Methanol se dostava do téla pozitim, vdechnutim nebo rychlou absorpci pies kuzi.
V téle je rozsiten krvi do vSech organu a tkani v zavislosti na obsahu vody. Koncentrace
methanolu v krvi je pfimo imérna jeho pfijatétho mnozstvi. Tedy mira toxického ucinku
methanolu na jatra je pfimo tmérna jeho koncentraci Vv krvi. Vsticbava se rychle ze
zazZivaciho traktu (25 mg/kg za hodinu) a vétsina ho je metabolizovana v jatrech na oxid
uhlic¢ity. Mira pfemény methanolu je 7krat nizs$i nez u ethanolu. Jen malé cast odchazi z téla
moci nebo plicemi v nezménéné forme. Samotny methanol puisobi tlumivé na CNS. Toxicky

pusobi az jeho metabolity, formaldehyd a kyselina mravenéi. [2, 9, 10, 14, 15]

2.1.1 Oxidace methanolu

Oxidaci methanolu v jatrech, bézn¢ za katalyzy enzymem ADH, vznika formaldehyd.
U lidi ale také existuje alternativni cesta, tzv. mikrosomalni ethanolovy oxidac¢ni systém
(MEOS) zavisly na cytochromu P-450 2E1 (CYP2E1), produktem je téZz formaldehyd.
Alternativni cesta spociva v oxidaci methanolu pfes folatovou metabolickou drahu, ktera je
pomalejsi a zavisla na kyselin¢ folinové. Jedna se o redukovanou formu kyseliny listové.
Oxidace methanolu muze byt inhibovana ethanolem, ktery je kompetitivnim substratem, jak
lze vidét na obrazku 2. U lidi se methanol oxiduje jinym mechanismem, nez u hlodavcu.
Transformace methanolu na formaldehyd je u hlodavct uskuteénéna katalasa-peroxidasovym

systémem v piitomnosti peroxidu vodiku. [2, 4, 14, 16]

ADH FDH F-THF-S
Methanol — > Formaldehyd — Kyselina mravenéi——— CO; + H,0
X

I

Ethanol nebo Fomepizol

Obrézek 2 Inhibice pfemény methanolu ethanolem nebo fomepizolem na oxid uhliéity a vodu za katalyzy
enzymy alkoholdehydrogenasy (ADH), formaldehyddehydrogenasy (FDH) a 10-formyltetrahydrofolatsyntethasy
(F-THF-S). Upraveno podle [17]
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Pfeména methanolu na formaldehyd prochazi jednou ze tfi samostatnych drah, jak je
znazornéno na obrézku 3. Prvni a druha draha zahrnuje spole¢ny meziprodukt peroxid vodiku.
Ten mize vychazet =z nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH)-dependentniho
elektronového pienosu a muze piispet k pfimé oxidaci methanolu, ktera je katalyzovana
katalasou nebo Fentonovou reakci. Fentonovou reakci se tvofi hydroxylové radikaly. Tyto
radikaly mohou spontanné reagovat s methanolem za vzniku formaldehydu. Tteti vyznamna
draha zahrnuje oxidaci pres nikotinamidadenindinukleotid (NAD®), katalyzovanou

cytosolovym isoenzymem alkoholdehydrogenasou (ADH1). [7]

NAD" NADH
ADH1
NAD" NADH
Katalasa
Methanol » Formaldehyd \ / » Kyselina mravenci
CHOH .~~~ N\ HCHO ADH2 HCOOH
H,0, H,O A
[[CH,OH] GSH
(a-hydroxymethyl-
radikal)
Fe(II) / H202 Oz
nebo CYP2E1

S-hydroxyFﬁethyI-GSH

NAD+
ADH3
NADH S-formyl-GSH-hydrolasa
S-formyl-GSH

Obrézek 3 Metabolismus methanolu na formaldehyd prochazejici jednou ze tii samostatnych drah.
Nikotinamidadenindinukleotid, oxidovana forma (NAD"), nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma
(NADH), alkoholdehydrogenasa (ADH), cytochrom P-450 2E1 (CYP2EL1), glutathion (GSH). Upraveno podle

[7]

2.1.2 Oxidace formaldehydu

Formaldehyd, prvni meziprodukt v pfeméné methanolu, je dale pfeménén na dalsi
produkty, jak je uvedeno na obrdzku 4, nebo reaguje s bunéénymi slozkami. Formaldehyd se
mize redukovat na methanol za katalyzy ADHI nebo oxidovat na kyselinu mravenci

Vv piitomnosti redukované formy glutathionu (GSH) za katalyzy glutathion-dependentni
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alkoholdehydrogenasy (ADHS5). Aktivita ADH1 muze byt detekovana pii malé koncentraci
GSH nebo v jeho neptitomnosti. Formaldehyd inhibuje glutathion-dependentni enzym ADH.
Rychlou oxidaci formaldehydu, za katalyzy formaldehyddehydrogenasy (FDH), vznika
mravencan. Diky rychlosti této reakce nedochazi k akumulaci formaldehydu v krevnim
fecisti. Formaldehyddehydrogenasa je NAD"-dependentni enzym, ktery je pfitomen ve vSech
tkanich a v krvi. Lze jej izolovat z jater a biochemicky stanovit. Jeho aktivita je inhibovéana
1,10-fenantrolinem a vysokou koncentraci pyrazolu. Oxidace formaldehydu za katalyzy FDH
zacina neenzymatickou reakci s GSH (kofaktor FDH). Vznikly S-hydroxymethylglutathion je
substratem pro enzym FDH v piitomnosti NAD®. Substrat je transformovanna S-
formylglutathion a thioester kyseliny mravenci. S-formylglutathion je v jatrech hydrolyzovan
na GSH a kyselinu mravenéi za Katalyzy S-formylglutathionhydrolasy. Oxidace
formaldehydu probihd v mitochondriich a cytosolu hepatocytu. [2, 4, 7, 14, 16] Endogenni
koncentrace formaldehydu v krvi je asi 2,60 ug/l. Je velmi reaktivni a ¢asto odpovida za
patologické zmény zraku. Formaldehyd snadno reaguje s aminoskupinou a sulfhydrylovou
skupinou peptidi, proteini a nukleovych kyselin, za vzniku thiazolidin-4-karboxylové
kyseliny ahydroxymethylovych derivatd. Padesat az osmdesat procent endogenniho
formaldehydu se vyskytuje ve form¢ sloucenin, které obsahuji GSH. Nejen toxicita
formaldehydu, ale i jeho metabolismus zavisi na koncentraci GSH v hepatocytech. Glutathion
je tedy zodpovédny za metabolismus formaldehydu. Béhem intoxikace methanolem, klesa
v jatrech koncentrace GSH, zatimco aktivita enzymu glutathiontransferasy v séru je beze
zmény. Tim je metabolismus formaldehydu pomalej§i a jeho toxicita vyssi.

Glutathiontransferasa katalyzuje tvorbu GSH sloucenin. [14]
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Obrazek 4 Schéma pfemény methanolu na oxid uhli¢ity ptes fadu meziproduktti. Formaldehyd muze byt
oxidovan na mravencan v piitomnosti glutathionu (GSH) ¢i formaldehyddehydrogenasy (FDH) nebo
metabolizovan pres tetrahydrofolatovou cestu. Déle nikotinamidadenindinukleotid, oxidovana forma (NAD"),
nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma (NADH), nikotinamidadenindinukleotidfosfat, oxidovana
forma (NADP™), nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma (NADPH), tetrahydrofolat (THF),
adenosintrifosfat (ATP) a adenosindifosfat (ADP). Upraveno podle [16]

Formaldehyd je zndmy karcinogen zpisobujici karcinom dlazdicovych bunék v nosni
tkani u krys a nazofaryngealni karcinom u lidi. Je povazovan za mutagenni metabolit
methanolu. Je velmi reaktivni slouéeninou, kterd poSkozuje deoxyribonukleovou kyselinu
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(DNA), ribonukleovou kyselinu (RNA), proteiny a lipidy tim, Ze snimi tvofi kovalentni
vazby. [4, 7] Methanol a formaldehyd snizuji hladiny antioxida¢nich enzymu pfedevsim
u hlodavci a mohou piispivat k poSkozeni jater, a tim se muze zvysit Katalyticka koncentrace
aspartataminotrasferasy (AST) a alaninaminotransferasy (ALT) v séru. Alkohol jatra

poSkozuji hlavné v ¢asti, kterd je vystavena nizSi koncentraci kysliku, jedna se o jaterni

acinus. [7]

2.1.3 Ocxidace mravencanu

Kyselina mraven¢i disociuje na mravencan a vodikovy ion. Mravencan je dale
oxidovan, jak je ukazano na obrazku 5, na oxid uhli¢ity a vodu za katalyzy enzymem
formiatdehydrogenasa v piitomnosti tetrahydrofolatu a dalSich dvou enzymu (10-
formyltetrahydrofolatsyntethasy a 10-formyltetrahydrofolatdehydrogenasy). U lidi je tato
reakce dvakrat pomalejsi nez u hlodavct, coz je divodem jeho akumulace, jak je znazornéno
na obrazku 6. Tetrahydrofolat je odvozen od kyseliny listové. U hlodavci je pfeména
methanolu na mravencan rychlost omezujici reakci a mize zplsobit akumulaci methanolu.
U lidi je rychlost omezujici reakci pfeména mravencanu na CO,. Pokud rychlost tvorby
mravencanu piekro¢i rychlost pfemény mravencanu na CO,, muze dojit k akumulaci
mravencanu, a tim kvyvoji acidosy. Ta je u lidi zapii¢inéna i nizkymi hladinami

tetrahydrofolatu a 10-formyltetrahydrofolatdehydrogenasy. [2, 4, 14]

Kyselina mraven¢i — Dihydrofolat — Tetrahydrofolat «

., o

Mravencan — 10-formyltetrahydrofolat - Oxid uhliity

1 l« 2
5,10 — CH-H,folat
1
5,10 - CHZ'H4f0Iét
}
5- CH3-H4fO|é.t SAM Vit. Bi>

Obrézek 5 Oxidace mraven¢anu za katalyzy 10-formyltetrahydrofolatsyntethasy (1) a 10-
formyltetrahydrofolatdehydrogenasy (2) s vyuzitim S-adenosylmethioninu (SAM) a vitaminu B;,. Upraveno
podle [14]
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Metabolismus mravenc¢anu je tedy zAvisly na folatu, ktery je u lidi v nizkych
hladinéch, proto se mravenc¢an hromadi v téle a rozviji toxicitu. [4, 17, 18] Kyselina mraven¢i
zpusobuje hypoxii v mozku, ledvinach a srdci, tedy u organd, které potiebuji velké mnozstvi
kysliku pro plnéni své fyziologické funkce. Hromadéni mravenanu mé za nasledek snizeni
hladiny kyseliny tetrahydrolistové v jatrech, protoZe folat je kofaktorem enzymu 10-
formyltetrahydrogenasy. Vznikajici kyselina mravenci tak nemize byt dale odbouravana. [1]
U hlodavct je mraven¢an metabolizovan jak ptes katalasa, tak také folat zavislé drahy, a tim
je zabran¢éno jeho akumulaci. Katalasa poskytuje u vSech Zivoc¢ichi ochranu bunky pied
reaktivnimi  slou¢eninami kysliku (ROS). Hlodavci jsou odolni vaéi akutni toxicité
methanolem, protoZe nedochdzi k hromadéni kyseliny mravenci. Methanol u hlodavct
zvysuje peroxidaci lipida v lymfatickych organech a v mozku, jakoz i snizuje hladinu GSH
a aktivitu antioxidaéniho enzymu superoxiddismutasy. Pro studie byli vybrani i kralici, ktefi

podobn¢ metabolizuji methanol jako lide, jelikoZ take vyuZivaji jaterni ADH. [19]

Lidé Hlodavci
CHs0OH
methanol
alkoholdehydrogenasa l katalasa
nebo CYP2E1
HCHO
formaldehyd

formaldehyddehydrogenasa l formaldehyddehydrogenasa

HCOO"
mravenéan
omezeny tetrahydrofolat l hojny tetrahydrofolat
co nebo katalasa
2

oxid uhli¢ity + voda

Obréazek 6 Rozdily v pifeméné methanolu na oxid uhli¢ity u hlodavci a primatd. U hlodavci je metabolismus
rychlejsi nez u primata diky velké zasob¢ tetrahydrofolatu. Oxidace mravencanu folatem probihd 2krat pomaleji
u lidi neZ u hlodavci. Katalasa je uZivana v§emi druhy Zivocichi v detoxikaci reaktivnich slougenin kysliku

(ROS). Cytochrom P-450 2E1 (CYP2E1). Upraveno podle [2, 19]
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Cast formaldehydu a mraven¢anu mulze byt navdzana na endogenni molekuly nebo
muze vstupovat do endogennich syntetickych drah. Endogenni metabolismus mravencanu se

zvysuje v ptitomnosti kyseliny listové. [2, 4, 14, 20]
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3 Patofyziologie toxicity methanolu

Patofyziologie toxicity methanolu je spojena s jeho pfeménou na kyselinu mravenci.
Tato pfeména ma za nasledek vznik acidosy. Vznikly mravencanovy aniont inhibuje
mitochondrialni cytochromoxidasu, jak 1ze vidét na obrazku 7, coZ vede k produkci laktatu.
S rozvojem acidosy prochazi kyselina mravenc¢i do CNS, a tim se sniZzuje jeji eliminace.
Mravenc¢an zpusobuje poskozeni myelinové pochvy zrakového nervu. Vlakna zrakové nervu
jsou citlivéjsi na nizsi hladinu cytochromoxidasy. Téz dochazi k poSkozeni bazélnich ganglii.

Castetna kompenzace acidosy je doprovazena zrychlenou dechovou frekvenci. [17]

Kyselina mravenci

J11

Inhibice aktivity cytochromoxidasy

/\

Poskozeni mitochondrii Laktatova acidosa

N =

Zvysena tvorba

0,7, OH, HO,
Buiika a organely ————— Vtékani Ca** do buiiky
poskozeni bunééné membrany

Obrézek 7 Mechanismus toxicity kyseliny mravenci. Upraveno podle [14]

Sam methanol mad podil ve zméné struktury membranovych proteinti a lipidu.
Methanol sniZuje hydrataci povrchu membran, protoZe jeho molekuly tvofi vodikovou vazbu
mezi proteiny a lipidy, zatimco molekuly vody jsou spojeny s membranovymi glykolipidy
aNH;" skupinami receptorovych proteini. Tim molekula methanolu rozrudi strukturu
fosfolipidove dvouvrstvy. Volné radikaly reaguji s membranovymi fosfolipidy za vzniku

hydroperoxidii. Vyrazny nariist koncentrace dvou aldehydd, malondialdehydu a 4-
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hydroxynonenalu, zpusobuje fragmentaci DNA, aktivaci poly(DNA-riboso)transferasy
a akumulaci proteinu p53. To vSe piispiva k bunécné apoptoze. [14] Normalni bunécné
funkce zéavisi na vyrovnaném redoxnim prostiedi. Ischemie ¢i hypoxie ukazuje na zavazny
reduktivni stres, coZ vede ke zvySeni hladiny NADH, ktery redukuje Zelezité ionty ve feritinu.
Vzniklé Zeleznaté ionty tak mohou reagovat s peroxidem vodiku za vzniku cytotoxickych

radikalt pfi Fentonove reakei. [7]

3.1 Eliminace methanolu

Rychlost eliminace methanolu z krve zavisi na jeho koncentraci a je pomalejSi nez
u ethanolu. K eliminaci methanolu z organismu dochazi ptedevsim pies metabolické procesy.
OvSem mal4 ¢ast se vylou¢i v nezménéné formé moci nebo plicemi, jak mizeme vidét na
obrazku 8. Methanol se v jatrech oxiduje na oxid uhli¢ity a vodu. [14] Celkova eliminace
methanolu je pomala a odpovida 1/7 rychlosti odbouravani ethanolu. Jelikoz ma ethanol vyssi
afinitu K ADH nez methanol, je preferovanéjsim substratem. Vylucovani methanolu
Vv nezménéné form¢ plicemi ¢i moci se déje v disledku zvySené hladiny ethanolu, ktery mu
brani v pfeméné na toxické formy. [16] Pii nizkych koncentracich mravencanu je jeho
polocas piemény za 1 az 3 hodiny, ale se zvysujici se koncentraci muze byt prodlouZen.
Koncentrace methanolu v moci se zvysSuje, pokud doty¢ny po poZiti zvysi svou fyzickou
aktivitu (napf. cvicenim). Methanol je méten z krve nebo z moci. [2] Vyména chloridovych
iontll s mraven¢anovymi iony v proximalnim kandlu ledvin mé za nésledek zpétnou resorpci

kyseliny mravenéi do krevniho obé&hu. [14]
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Vylucovany Clearance
produkt Vv procentech
ledviny — Methanol 0,6
METHANOL —» VYchytavani plice ——» Methanol 25
a rozsireni
jatra —> CO; 96,9
L-» Mravendan v moci

Obrazek 8 Schéma eliminace methanolu. Methanol je oxidovan na oxid uhli¢ity (96,6 %), eliminovan mo¢i (0,6

%) nebo vydychan plicemi (2,5 %). Upraveno podle [14]
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4 Priznaky otravy methanolem

Tim, Ze methanol neni toxicky, ale aZ jeho metabolismem vznikaji toxické produkty,
dochédzi i Kk postupnym projevim piiznaki otravy. Pfiznaky intoxikace jsou vétSinou
specifické. Vyviji se s ¢asem a jsou Gasto podcenovany. Radime sem napt. svétloplachost,
pokles zrakové ostrosti i slepotu. Nespecifické klinické projevy otravy znesnadnuji diagndzu.
[11] Formaldehyd a kyselina mravenéi jsou metabolity methanolu zodpovédné za jeho
toxicitu. Akumulace kyseliny mravenéi a Vv pozd¢jsi fazi i kyseliny mlécné, zpisobuje
metabolickou acidosu se zvySenim tzv. aniontového okna a snizenim hladiny bikarbonatd.
Acidosa je hlavnim rizikem pfi otravé methanolem. Hromadéni kyseliny mravenc¢i zptisobuje
kieCe, kdma, utlum buné¢ného dychani a vede k poSkozeni zrakového nervu, coz muze
zpusobit nevidomost. TéZ vede k neurologickym poruchdm. Akumuluje se totiZ v o¢nim
nervu, sitnici a bazalnich gangliich mozku, jejichz poSkozenim dochazi k utlumu centralniho

nervového systému. U intoxikace methanolem se objevuje i akutni selhani ledvin. [1, 16, 21]

4.1 Akutni intoxikace methanolem

PostiZzeny jedinec proZiva kratké obdobi otravy s mirnym Gtlumem CNS, po kterém
nasleduje obdobi, kde nejsou piitomny zadné znamky intoxikace nebo toxicity (b&ézné 12 az
24 hodin). Nasleduji fyzické symptomy lehké otravy projevujici se bolesti hlavy, zavratémi,
zmatenosti, ztratou rovnovahy, horsi artikulaci a poruchami paméti. Mohou se pfidat téz
zrakové poruchy, jako jsou mlhavé vidéni, rozSifené zorniCky ¢i svétloplachost.
Z metabolickych projevii lehké otravy se setkavame s poklesem pH, hypoventilaci
a naslednym zvySenim osmolality a poté i aniontového okna. S otravou methanolem se
mohou dostavit rovnéz gastrointestinalni symptomy s typickymi projevy zvraceni, priajmu,
nevolnosti ¢i bolesti bticha. [8, 9] Methanol prochazi i placentou, ¢imz mtze poskodit plod.
[17]

4.2 Chronicka intoxikace methanolem
Chronicka otrava méa symptomy podobné akutni otravé. Tézka otrava se projevuje
hlavné v CNS. Ma za nasledek vznik kieci, které se mohou objevit po edému mozku nebo

plic. Edém mozku v zavaznych ptipadech zptisobuje zachvaty az koma. SniZuje se ostrost
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a ztrata barevného vidéni, objevuje se mydridza ¢i destrukce retiny a degenerace zrakového
nervu. Doch&zi k prohlubovéni acidosy a ke zvySeni osmolality nasledované zvySenim
aniontového okna. Pti téZké intoxikaci se Casto objevuje i renalni selhani. Otravu doprovazi
téZ akutni pankreatitida a porucha jaterni funkce. V ob&hovém systému se projevuje
intoxikace cyanozou v disledku sniZzeného mnozstvi kysliku v krvi, dale snizenym krevnim
tlakem, zvySenou tepovou frekvenci a moznosti srde¢niho selhani. [8, 17] Poruchy zraku,
vV podobé rozmazaného, flekatého vidéni nebo uplné ztraty zraku, jsou velmi specifické pro

intoxikaci methanolem. [17]

4.3 Trvalé nasledky po intoxikaci methanolem
Pii pfeziti pfiznakl mohou nastat nevratné trvalé zmény, jako je porucha az plna
ztrata zraku (25 az 30 % otrav). Dale se zhorsi neurologické poruchy, ke kterym fadime ties,

zmény osobnosti ¢i ztuhlost. [16]

4.4 Vliv methanolu na centralni nervovy system

Methanol je pro CNS sedativum, které je potencialné toxické a mtize se u kazdého
pacienta projevit jinak (kfecemi, strnulosti, apatii az komatem). Otrava methanolem mize
poskodit tkané v nékterych organech. V mozku muze zpisobit difizni edém, nekrozu bilé
a Sedé hmoty, atrofii, mozkové a intraventrikularni krvaceni nebo mozeckové a optické
nervove léze. Charakteristickymi nalezy u pacienti jsou bilateralni putaminalni nekrdza
a subkortikalni éze bilé hmoty. Bilateralni putaminalni nekréza je vzacnd, ale typicka pro
intoxikaci methanolem. Mechanismus zodpovédny za putaminalni nekrézu neni znam.
Metabolické naroky bazalnich ganglii jsou vysSi neZ u jinych ¢asti mozku. Takto zvySené
poptavky v bazélnich gangliich miZou zpusobit zvySenou akumulaci kyseliny mravendi.
Jeden z navrhovanych mechanismi je sniZzeni pratoku krve v bazalnich Rosenthalovych
Zilach. Otrava methanolem a pulmonalni nekréza muze byt spojena s Wilsonovou chorobou,
Kearns-Sayreovym syndromem, Leighovou nemoci, striatalni degeneraci spojené
s Leberovou optickou atrofii, inhalaci oxidu uhelnatého, hypoxicko-ischemickym poskozenim
a akutni kyanidovou intoxikaci. RozloZzeni patologickych nélezii zahrnuje zapojeni
subkortikalni bilé hmoty a centralni $edé hmoty. Ugelem je ochrana periferni $edé hmoty.

RozlozZeni je multifaktoridlni a vyplyvd z mozkové mikrovaskularni anatomie a piimych
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toxickych c¢inki metabolitt methanolu. Kyselina mravenci inhibujici cytochromoxidasu,
ptispiva k difuznim abnormalitdm v mozku. Muze zpusobit anoxii a ndsledné selhani sodno-
draselné pumpy (Na'/K* ATPasy). [13, 15]

4.5 VIiv methanolu na zrak

I malé mnozstvi pozitého methanolu zptsobuje vadzné problémy oc¢i az zniceni Casti
CNS nebo vede k trvalym neurologickym dysfunkcim ¢&i slepoté. Ctyii ml &istého methanolu
vedou k oslepnuti. [12] Mechanismus uG¢inku, kterym pusobi methanol na zrak, je dan
toxickymi ucinky kyseliny mravenéi. Ta ptsobi toxicky na sitnici a opticky nerv, a tim
preruSuje produkci mitochondrialni energie. Inhibuje enzym cytochromoxidasu, ktery je
soucasti mitochondridlniho elektronového transportniho fetézce zapojeného do tvorby
adenosintrifosfatu (ATP). Inhibici dochazi k navazani kyseliny mravenéi na trojmocné zelezo
v molekule hemu cytochromoxidasy. Porusenim mitochondrialni funkce a snizenim tvorby
ATP dojde k narudeni axoplasmatického toku, k otoku axont v optickém disku a k edému
sitnicového nervového vlakna. Inhibici mitochondrialni cytochromoxidasy mravenCanem se
aktivuje anaerobni glykolyza, ¢imz dojde k rozvoji laktatove acidosy zpasobené akumulaci
kyseliny mlécné. Acidosa ma vliv na zvySenou tvorbu superoxidovych anionti
a hydroxylovych radikali, coz vede k peroxidaci lipidd a k poSkozeni mitochondrii,
bunéénych membran a membran bunéénych organel, jak lze vidét na obrdzku 7. Vysledné
naruseni sitnicového energetického metabolismu je zakladem vizualni dysfunkce. Sitnice méa
velmi omezenou metabolickou schopnost oxidovat mravencan. Tim ma tedy 1 niz§i schopnost
jej detoxikovat. [2, 14, 21] Dochazi k zuzZeni zorného pole, ale i k aplné ztraté zraku. Pro
vizualni dysfunkci je typicka dilatace zornice aZ ztrata jejiho reflexu. Mezi zndmky poskozeni
zraku patii prokrveni optického disku, bledost disku nebo jeho otok. PoSkozeni sitnice

zpusobuje formaldehyd, ktery inhibuje enzym hexokinasu v o¢ni sitnici. [12]

4.6 VIiv methanolu na jatra
Jétra jsou hlavnim orgdnem, ktery metabolizuje alkohol. PoSkozeni jater alkoholem je
pfi¢inou celé tady onemocnéni. Ukl&dani tuku v jatrech, tzv. steatéza jater, vede

k zanétlivému stavu, steatohepatitidé. Steat0za je jednou z nejbéznéjsich a nejcastéjsich reakci

objevujici se v casné fazi poruchy jater, at’ alkoholického ¢i nealkoholického puvodu.
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Steat6za ma vliv na rozvoj fibrozy a cirhdzy jater nebo na vznik hepatocelularniho karcinomu
a byva doprovazena apoptézou hepatocytti a zanétlivymi infiltraty. Vznik nédoru a jaterni
fibrogeneze, vedouci kcirhdze, predstavuji kone¢ny stupen poSkozeni jater. Zakladni
mechanismy pfispivajici k rozvoji onemocnéni jater zpusobené alkoholem zustavaji stale
neobjasnéné. K lepSimu pochopeni ucinkd methanolu na organismus mohou pfispét
experimenty na zvitatech (hlodavcich). Tyto pokusy maji celou fadu nevyhod, jako napt.
piirozeny odpor zvifat k alkoholu. Osvédc¢ilo se podani alkoholu v tekuté stravé. Tento model
slouzi pro studium pifedCasné faze onemocnéni jater zpisobené alkoholem. Pro zkoumani
vyvoje steatdzy, nekrozy, fibrézy a cirhozy jater se vyuZiva intragastricky model krmeni. [22,
23, 24]

4.6.1 VolIné radikaly

Volné radikaly se tvoii pfiruznych biologickych procesech. Jde o molekuly
s neparovymi elektrony. Reaktivni slouc¢eniny Kysliku (ROS) jsou odvozeng, jak sam nazev
napovida, od kysliku a patii sem superoxidovy radikal, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal
akyselina chlornd. Mezi reaktivni slouceniny dusiku (RNS) se ftadi oxid dusnaty,
peroxydusitan a oxid dusicity. Reaktivni slouc¢eniny Kysliku poSkozuji mitochondrie. Dochazi
ke zméndm morfologie mitochondrii v podobé jejich zvétseni. Zménou jejich struktury je
ovlivnéno bunééné dychani, snizuje se oxidace mastnych kyselin nebo zvysSuje syntéza lipida.
Zména oxidativni fosforylace inhibuje tvorbu proteinii respira¢nich komplexi. Nizs$i oxidacni
kapacita vytvaii podminky pro tvorbu ROS, kterd je jesté vice podpoiena poSkozenim
mitochondrialni DNA (mtDNA), coz vede k poklesu energetického metabolismu burnky.
Vysokd  aktivita  mikrosomalniho isoenzymu cytochrom P-450-dependentni
nikotinamidadenindinukleotidfosfatoxidasa (NOX) méa za nasledek tvorbu velkého mnoZstvi
superoxidovych radikala a peroxidu vodiku. Ty lze povazovat za kliCovy faktor pfispivajici
k oxida¢nimu stresu. Lécba ethanolem ma rovnéz za nasledek aktivaci NOX v hepatocytech.
Hlavnim zdrojem ROS jsou Kupfferovy buiky obsahujici NOX. Reaktivni slou¢eniny dusiku
jsou tvofeny pusobenim synthasy oxidu dusnatého (NOS), tento enzym je exprimovan ve
vSech jaternich bunkach. Z oxidu dusnatého muze vzniknout peroxydusitanovy aniont, ktery
nitrosyluje proteiny nebo reaguje s ionty pfechodnych kovi. [10, 25] Pfeména methanolu na
jeho metabolity je spojena s tvorbou volnych radikala (napf. superoxidovy aniont zapojeny do
peroxidace lipidl). Methanol a formaldehyd snizuji hladiny antioxidacnich enzymu
aprispivaji  k poSkozeni jater spojeného se zvySenou katalytickou koncentraci
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aspartataminotransferasy (AST) a alaninaminotransferasy (ALT) v séru. Jsou to biochemické
ukazatelé velikosti poSkozeni jater. PoSkozeni jater alkoholem se prvné rozviji v jaternim
acinu, Casti jater, ktera je vice citliva k niZ8i koncentraci kysliku. Vysoce reaktivni
formaldehyd a volné radikaly mohou poskodit vétSinu bunéénych organel, zejmena pak
buné¢nou membranu, dochazi tak ke zménam jejich funkce. To se projevuje v aktivité
proteolytickych enzymu a jejich inhibitord. [6, 7, 14, 26] Pfi otravé methanolem katalyzuje
specificky cytochrom P-450 redukci molekularniho kysliku na volné radikaly.
K témto reakcim dochazi v bunéénych organelach, jako jsou mitochondrie a mikrosomy,

a vznikly peroxid vodiku je odstranén pies oxidasa-peroxidasovy systém. Ke zvySené tvorbé

volnych radikali vede téz laktatova acidosa zptisobena akumulaci kyseliny mravenci. [14]

4.6.2 Mechanismy posSkozeni jater

Za poskozeni jater je zodpovédny zanét, steatdza, nekroza jater a oxidacni stres.
Hepatocyty mohou byt poSkozeny chemikaliemi tfemi riznymi zpisoby, a to ptimou
toxicitou, tvorbou toxickych metabolitd hepatocyty nebo aktivaci imunitnich mechanismu.
Toxicky u¢inek methanolu na jaterni buniky je dan pfimou toxicitou jeho metabolitd.
K diagnostice poSkozeni jater chemikaliemi se pouZivaji rizné laboratorni testy. [6] Pro
Casnou diagnosu poSkozeni jater chemikaliemi se méii  aktivita enzymu
karbamoylfosfatsynthasy a ADH. Oxidac¢ni stres se podili na poskozeni jaternich bun¢k bud’
pfimym navozenim apoptdzy nebo pies tumor nekrotizujici faktor o (TNFa). [22] Na bunééné
urovni prevlada aktivace hvézdicovych bunck, Kupfferovych bunc¢k a makrofagii, zatimco na
molekularni trovni dominuji latky zodpovédné za patologickou reakci (napft. ristové faktory,
chemokiny, cytokiny a ROS). Oxidativni stres se nachazi u chronického onemocnéni jater
rizné etiologie. [10] Mechanismy zpusobujici oxida¢ni stres jsou vyvolané poZitim alkoholu
a intrahepatocytarni tvorbou ROS. Alkohol zvySuje propustnost stfev a pfesun bakterialnich
lipopolysacharidi (LPS) do jater. Nadmérné mnozstvi alkoholu vede k pfemnoZeni Gram-
negativnich bakterii a uvolnéni endotoxinu. Lipopolysacharidy vstupuji do systémoveho
ob¢hu dvéma zplisoby, bud’ pfes portalni zilu, nebo pies gastrointestinalni lymfaticky systém.
Chronicka konzumace alkoholu mé& za nasledek zmény stievni mikroflory doprovazené
dysbiézou (nerovnovaha bakterii se ztrdtou symbiotického vztahu mezi hostitelem
a bakteriemi ve stievech). Alkoholem indukovanad dysbiéza vyvolava zanét stiev a vede
K naruseni integrity bunék stfevniho epitelu. V Kupfferovych bunkach interaguji LPS s ,, Toll-
like* receptory 4 (TLR-4), a tim generuji oxidacni stres a produkci prozanétlivych cytokint
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(TNFa) ptispivajicich k poskozeni jater, jak vidime na obrdzku 9. Zajimavé je, Ze aktivaci
TLR-4 se také indukuje tvorba hepatoprotektivnich cytokint (interleukinu 6; IL-6) tlumicich
zanét. Jednim z hlavnich faktorti oxida¢niho stresu béhem konzumace alkoholu je indukce
2E1 izoformy cytochromu P450 v hepatocytech a v Kupfferovych bunkach. Tato indukce je
dulezitd pro metabolismus alkoholu, ale téZ zvySuje ndchylnost k poSkozeni jater vyvolané
1éky, anestetiky nebo primyslovymi rozpoustédly. Cinnosti CYP2E1 a NOX se tvoii ROS
a zhorSuje se reakce Kupfferovych bunék k endotoxinu. To ma opét za nasledek zvySeni
(IL-6 a interleukinu 10; IL-10). Tyto chemokiny pritahuji i leukocyty. Proto Kupfferovy
buniky a infiltrované neutrofily v jatrech pfispivaji k oxida¢nimu poskozeni tvorbou ROS,
které se podileji na senzibilizaci hepatocyti. Dalsim zpusobem poskozeni jater je aktivace
adenosylmonofosfatproteinkinasy (AMPK). Ta je ptfitomna v riznych typech bunék (napf.
Vv neuronech, butnikach srdce, hladkého i kosterniho svalu ¢i buitkach pankreatu) a je dilezita
pro udrzeni homeostazy bunék béhem metabolického stresu. Ridi funkci mitochondrii a jeji
inhibici se zvysuje lipogeneze a tlumi oxidace mastnych kyselin. Aktivace AMPK vede ke
ztuénéni jater a rozvoji steatdzy. Peroxidaci lipidi muze vzniknout fibroza spojena se
zvySenou produkci fibrogennich cytokind, jako je transformujici rustovy faktor (TGF). [10,

24, 27, 28]

Alkohol
Gut LPS i
ROS \93
Jatra Ku pffe‘IV’OVy bunky Hepatovcyty
Jaterni zanét Prozanétlivé cytokiny E Chemokiny
(TNFo, IL-1B, IL-17) E (IL-8, atd.)
Systémovy zanét|  Srdce a cévy Imunitni systém Kosti atd.

Obréazek 9 Vliv alkoholu na vznik zanétu jater. Alkohol zpisobi zvySeni hladiny bakterialnich
lipopolysacharidi (LPS) ve stfevé, na které jsou citlivé Kupfferovy buiiky, které produkuji prozanétlivé
cytokiny, tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a), interleukin 1p (IL-1p) a interleukin 17 (IL-17); a chemokiny,
interleukin 8 (IL-8). Zaroven alkohol vede k tvorbé reaktivnich slouéenin kysliku (ROS) v hepatocytech. Cela

kaskada je pfic¢inou systémového zanétu. Upraveno podle [28]
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Pro onemocnéni jater zpusobené alkoholem je typické naruSeni lipidového
jako jsou poruchy bunééné homeostazy lipidd, zvySend produkce cytokint a oxidacni stres.
Vysledkem je jaterni steatdza. [29] Vysoce reaktivni molekuly ROS poskozuji fosfolipidy,
nukleové kyseliny, sacharidy i proteiny. Zmény v primarni struktuie proteini vedou ke
zménam ve struktufe sekundarni i terciarni, coz mize mit za néasledek denaturaci, agregaci
nebo fragmentaci molekul bilkovin, jak vidime na obrazku 10. Modifikace proteinti zavisi na
druhu a koncentraci volnych radikald, které na né pusobi. [14] Diky biologickym testim
a pokrocilé technice, jako je lipidomika a proteomika, muZzeme urcit stadia poSkozeni jater.
Proteomika studuje zmény v expresi, regulaci a funkci proteini. Zmény v expresi proteinu se
podileji na metabolismu aminokyselin, alkoholti a lipidd. Methanol nebo jeho metabolity
ovliviujici aktivitu, stabilitu, expresi, lokalizaci i strukturu nékterych proteinti, mohou zménit
jejich interakce s jinymi molekulami. Exprese proteint se lisi v riznych fazich onemocnéni.
Identifikace, charakterizace a funk¢éni zmény v téchto proteinech vedou k tvorbé biomarkeri
pro vcasné definovani steatdzy jater. VEasna detekce a schopnost rozliSovat mezi etiologii
aruznymi stadii poSkozeni jater jsou dilezité pro terapeutickou lécbu. [22] V mistech
organismu kde byl prokazan zanét, steatdoza nebo tvorba nadoru, lze nalézt bilkovinu
osteopontin (OPN), coZ je protein extraceluldrni matrix vyluovany riznymi tkanémi.
Ptispiva k poskozeni jater zptisobené alkoholem a také se objevuje u fibrozy ¢i rakoviny jater.
[23]

Volné kyslikové radikaly
O, O, HO H,O, HOCI

AN

PROTEINY

U

fragmentace <<———= zména primarni struktury ———_= zesiténi

PN

zvysena proteolyticka citlivost zména antigenicity

Obréazek 10 Uginky volnych kyslikovych radikalt na strukturu proteind. Upraveno podle [14]
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4.6.3 Antioxidac¢ni ochrana

Nadmérna produkce ROS piesahujici kapacitu antioxida¢ni obrany vyvolava oxidac¢ni
stres. Proto se podavaji antioxidanty (napt. vitamin E, superoxiddismutasa, atd) jako latky
zabranuji poSkozeni jater. [10] Antioxidanty jsou schopny sniZovat apoptézu hepatocytt. Pti
souCasnych moznostech 1écby, jez jsou pomérn¢ omezené, maji slibné vyuziti. Bylo
prokazano, Ze B-karoten sniZuje poSkozeni jater a peroxidaci lipidi. Zaroven tlumi zanét
a snizuje hladinu TNF v séru. Antiapoptické a antioxida¢ni u¢inky B-karotenu jsou vyuzivany
u pacient s chronickym onemocnénim jater. Tyto povzbudivé vysledky by mohly podpofit
dalSi vyzkum B-karotenu, zejména pro jeho vliv na fibrozu a vznik nadord nebo pro jeho
specifické bunééné Gc¢inky. [24] DalSimi ochrannymi latkami jsou zeaxanthin a luteiny. Jde
0 bézné karotenoidy zabrafujici rozvoji karcinomu ¢i poSkozeni jater. Zeaxanthin zabranuje
oxidaénimu stresu a zastavuje zanét a fibrozu. Jinymi 1é¢ivy jsou zeleny ¢aj, silibinin ¢i

kustovnice ¢inska, tedy preparaty dostupne a s nizkymi vedlej$imi ucinky. [26]

4.6.4 Histologie jaterni tkané

Biopsie jater nebo vysetfeni vzorkl po pitvé jsou preferované metody pro interpretaci
morfologické funkce a stanoveni rozsahu poskozeni. Prikaz ptisobeni methanolu na jaterni
tkan vychazi z poskozeni jaternich bunék, které jsou zkoumany histologicky. Rezy jaterni
tkané jsou fixované formalinem, zalité parafinem a barvené hematoxylinem a eosinem pro
lepsi popis morfologie a lepsi pozorovani poskozenych hepatocytt pod mikroskopem. Tyto
vzorky ukazuji hlavni morfologické zmény hepatocytii, ke kterym patii steatdza a bunécné
zdufeni, hepatocytarni nekrdza, ZluCova staza v hepatocytech a vakuolarni degenerace.
Bunééné zdutfeni zplsobuje nepravidelné nahromadénd cytoplasma. Lze vidét i ponicené
jaterni bunky v podobé koagulacni nekrézy okolo centrdlni zily v jaternim laliicku a také
pritomnost eozinofilni cytoplasmatické inkluze a fibrozy. Steatdza v jaternich bunkach je
nejbéznéjsi histologicky nalez. K morfologickym a funkénim zménam bunék vedou vratné
a nevratné zmény hepatocytli. Za nevratné poskozeni bun¢k se povazuje nekroza hepatocyta.

v

smrtici G¢inky jsou zpisobeny poskozenim CNS. [6]
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4.6.5 Jaterni onemocnéni

Alkohol ma na funkci jater velmi Skodlivé ucinky a byl uznan jako hepatotoxin. Je
pii¢inou hepatocelularniho karcinomu. Methanol a jeho metabolity poSkozuji jatra v prabéhu
Casu. Jedno z nejvyznamnéjSich onemocnéni jater je alkoholicka steatdza jater (AFLD). Je
zpusobena nadmérnou konzumaci alkoholu nebo genetickymi defekty. Zahrnuje Siroké
spektrum onemocnéni v podobé jednoduché steatézy bez zanétlivé infiltrace, alkoholové
steatohepatitidy (se zanétlivymi lozisky) a chronické hepatitidy (jaterni fibrézy a cirhozy).
Steatéza je vetSinou asymptomaticka a vymizi po par tydnech abstinence, ale nepfetrzitou
konzumaci alkoholu, dochézi k rozvoji alkoholové steatohepatitidy a cirhdzy. Alkoholem
vyvolana cirhdza je charakterizovana obéma typy steatdzy a hepatitidou spojenou s fibrézou.
Fibrdza jater je pak vysledkem akumulace kolagenu a jinych proteint, které brani normalni
funkci jater. D&je jsou spojené s produkci ROS. Proto u¢inna ochrana pied zanétem probiha
bud’ pfimo, inhibici aktivace Kupfferovych bunék, nebo nepiimo, potlacenim transkripéniho
faktoru (NF-kB). Alkoholové onemocnéni jater miize vyustit v zanét poskozujici stény arterii.
Dojde k ovlivnéni tonu arterialni stény a uvolnovani NO spolec¢né s endotelinem-1. Ty pak
zpusobi endotelialni dysfunkci a zménu elasticity cévy, coZ vede Kk arteridlni ztuhlosti.
PosSkozenim jaterni hvézdicovité buniky se do krve uvoliuje angiotensin Il (proaterogenni
a vasokonstrikéni peptid plsobici na stény arterie). Onemocnéni jater muze vést
K imunodeficitu. Pacienti jsou pak nachylngjsi na bakteridlni pneumonie a septikémie.
V souvislosti s chronickym onemocnénim jater je identifikovana i osteodystrofie véetné
osteoporozy, osteomalacie nebo osteopénie. VCasna 1écba jaterni osteodystrofie je dulezita

pro minimalizaci rizika zlomenin. [25, 26, 28]
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5 Kinetika methanolu

5.1 Distribuce

Rozsifeni methanolu v organismu je zavislé na vod¢. Koncentrace methanolu v mo¢i
aVvkrvi souvisi s davkou, dobou expozice a se souCasnym pozitim ethanolu. U zvifat
vystavenych vysokym koncentracim methanolu se jeho pfitomnost prokédzala v krvi, Zluci,
modi, jatrech, gastrointestinalnim traktu a sklivci. Niz§i hladiny byly prokazany i v kostni
dfeni, tukové a svalové tkani a v mozku. U lidi se po pitvé analyzovala hladina methanolu
Vv télnich tekutinach a tkanich. V télnich tekutinach, jako jsou mozkomisni mok, sklivec
a zlu¢, byly zjistény vyssi hladiny methanolu oproti jeho koncentraci v krvi. Ve tkanich se
nejvice methanolu nachazelo v mozku, ledvinach, slezin¢ a plicich. Naopak nizsi mnozstvi

bylo v kosternim svalu, slinivce bfi$ni, srdci a jatrech. [2]

Po rychlém vstiebani methanolu ze zazivaciho traktu se rychle §ifi do téla a jeho
maximalni koncentrace v séru se objevi za 30 az 90 minut v zavislosti na pfitomnosti nebo
nepfitomnosti stravy v gastrointestinalnim traktu. Biologicky polocas, tedy doba, za kterou se
vylou¢i z organismu polovina mnozstvi pfijatétho methanolu, je 8 az 28 hodin. [2, 8]
Prumérny biologicky polocas je asi 12 hodin, ale pifi soucasné 1é¢bé ethanolem je mozné ho
prodlouzit az na 30 hodin. Béhem hemodialyzy se podstatn¢ zkracuje na 2 az 3 hodiny. [16]
V jatrech se methanol pfeménuje na formaldehyd za asi 1 az 2 minuty a nasledné na kyselinu

mravendi, které je v krvi a v moc¢i maximum po 2 az 3 dnech po poziti. [2, 8]

Za minimalni toxickou davku methanolu pro dospélého ¢lovéka se povazuje poziti 10
ml, coz je hladina methanolu v krvi v priméru asi 100 mg/l. Pokud hladina methanolu
dosédhne 200 mg/l, zahaji se 1é¢ba protijedem. Za tézkou otravu methanolem se poklada
koncentrace 400 mg/l a za smrtelnou pak 1000 az 2500 mg/l. Sleduje se i hladina kyseliny
mravenci, jejiz koncentrace v Krvi vyssi nez 200 mg/1 zpuisobuje metabolickou acidosu a téz
problémy se zrakem. Stoupne-li jeji hladina nad 500 mg/l, pak mluvime o tézké otravé

methanolem. [16] Minimalni smrtelna davka methanolu je 1 g na kg t€lesné hmotnosti. [14]

Rychle se vstiebavd po poziti a vdechnuti, ale pii dermalni expozici je absorpce
pomalejsi. Hladina methanolu v krvi po inhalaci nemusi zaviset jen na jeho mnozstvi a dobé

pusobeni, ale zalezi i na pohybové aktivité jedince. [17]
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5.2 Prvni pomoc pfFi otravé

Pokud dojde k nadychani par methanolu, je nutné postizeného vyvést na Cerstvy
vzduch. JestliZze dojde k zastavé dechu, musi se zahajit umélé dychani nebo kardiopulmonalni
resuscitace. [3] P#i styku methanolu s pokoZkou je postizené misto citlivé a zarudlé.
Kontaminované obleceni by mélo byt odstranéno, proto je postizeného tieba svléknout na
zasazeném misté a oplachovat pokozku dostate¢nym mnozstvim vlazné vody nejméné 15
minut. [1, 9] P#i kontaktu s o¢ima je nutno vyplachnout je velkym mnoZstvim vody po dobu
asi 15 minut a nasledné se poradit s lékafem. [3] Pozitim methanolu nastupuji pfiznaky
v zavislosti na jeho vypitém mnozstvi. U postizeného kontrolujeme, pokud je v bezvédomi,
dech a tep a poptipadé zahdjime umelé dychéani ¢i nepifimou masaz srdce. V ptipadé, ze je pti
védomi, snazime se vyvolat zvraceni. NejCastéj$i pomoci byva podani asi 40 ml cistého
ethanolu a zavdzani oci pro zabranu styku se svétlem. Odbornéjsi pomoci je vyplach zaludku
roztokem hydrouhli¢itanu sodného a vody (asi 5 1zi¢ek na 1 litr vody). [1] Vyplach zaludku ¢i
vyvolat zvraceni je U¢inné pouze do 30 az 60 minut po poziti, jelikoz po jeho vstfebani

z gastrointestinalniho traktu se objevuje v krvi za 30 az 90 minut. [16]
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6 VySetreni

Diagndza intoxikace methanolem je zalozena na klinickém obraze, vysetfeni zraku,
zvySeném aniontovém a osmolalnim okné, pfitomnosti methanolu Vv krvi a na nepfitomnosti
jinych toxini v krevnim obraze. Laboratorni dukaz metabolické acidosy spolu s vysi
aniontového a osmolalniho okna (rozdil mezi hodnotou osmolality naméfené Vv séru
a vypocitanou hodnotou) se pouzivaji bézn¢ pii podezieni na toxickou otravu methanolem.
Brzy po poziti methanolu dochédzi k poklesu koncentrace hydrogenuhliitand v seru
a k maximalnimu zvyseni osmolalniho okna. Tento rozdil je Casnym ukazatelem toxické
otravy. V pozdéjsich fazich otravy se osmolalita snizuje az na normalni hladinu, zatimco mira
aniontového okna se Vv pribéhu intoxikace zvySuje. Duvodem je degradace produkti
methanolu. Vysi aniontového okna ma na svédomi kyselina mravenci, jako primarni toxin
zpusobujici metabolickou acidosu a o¢ni toxicitu. Se stupném acidosy souvisi i mira
poskozeni zraku. Velikost osmolalniho okna se u jednotlivcn 1isi (tedy jeho normalni hladina
nevylucuje toxicitu). Pro diagnozu je dilezité méfeni koncentrace methanolu v séru plynovou
chromatografii. Intoxikaci potvrzuje hladina methanolu v séru nad 6 mmol/l (20 mg/dl). [11,
12, 17]

6.1 Plynova chromatografie

Existuji rizné metody plynové chromatografie pro stanoveni methanolu
v biologickych vzorcich. Nejcastéjsim vysSetfovanym materialem je krev, mo¢ a vydechovany
vzduch. Stanoveni methanolu vkrvi a moc¢i se provadi metodou Kkapilarni plynové
chromatografie vyuZivajici plamenovy ioniza¢ni detektor a techniku headspace. To se vyuZiva

i pii detekci methanolu v moc¢i metodou ptimého vstiikovani. [2, 16]
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6.2 Pocita¢ova tomografie
Pocitatova tomografie (CT) mize prokazat 1éze o vysoké hustoté po obou stranach
bazalnich ganglii. Tyto Iéze potvrzuje magnetickd rezonance mozku. Typické oboustranné

nalezy s oslabenymi Iézemi v putaminélni a hloubkové bilé mozkové hmot¢ jsou pozorovany

vvvvvv

cey

U pacienti, ktefi pieziji akutni fazi intoxikace, se mizou vyvinout extrapyramidové priznaky

a projevy zahrnujici tuhost, ties a monotonni fe¢. [13]

6.3 Stanoveni kyseliny mravenci

Pii metabolismu je mravencan oxidovan na oxid uhli¢ity. Reakce je katalyzovana
formiatdehydrogenasou, jak vidime na obrazku 11, a zaroven dochéazi k redukci NAD" na
NADH. Ten se stanovuje spektrofotometricky pii 340 nm. Negativni vysledky testu pro
stanoveni mravencanu V séru jsou v hodnotach 0 az 17 mg/l. Naopak za pozitivni se povazuji

vysledky vysSi nez 17 mg/l. [16]

H O

\ / formiatdehydrogenasa
C + NAD" > CO, + NADH
(0]

Obrézek 11 Princip metody stanoveni mravenc¢anu. Upraveno podle [16]
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7 Terapie

Existuji téi zakladni postupy Vv 1é¢bé intoxikace methanolem. Jednd se o 1écbu
metabolické acidosy, inhibici metabolismu methanolu a zvySenou eliminaci
nemetabolizovanych sloucenin, které se stdvaji pozdéji toxickymi. Lécba pacientli otravenych
methanolem ma mnoho podob. Napiiklad podavani pufru pfi terapii acidosy, podavani
protijedii k zabrané¢ pfeméné methanolu na toxickou kyselinu mravenc¢i, podani kyseliny
listové pro zvySeni eliminace mravenéanu, alkalizace, vyplach Zaludku ¢i hemodialyza
k apravé acidosy a odstranéni toxickych latek. Optimalni protijed pro 1é€bu methanolové
intoxikace neni zndm. Proto také uZiti pouze jednoho z antidot neni zcela nejvhodnéjsim
zpusobem 1é¢by. Z tohoto diavodu jsou doporuc¢ena dalsi vySetieni. Zakladem terapie je
podani antidot, které blokuji funkci ADH, jako jsou ethanol nebo fomepizol. Oba zabrafiuji
vzniku kyseliny mravenéi. Néktefi pacienti byvaji 1éceni i steroidy. Intravendzni vysoké
davky steroidu (methylprednisolu) vykazuji zlepSeni zraku v 87,5 % ptipadd. Dobré vysledky
zavisi na stupni metabolické acidosy, proto tato 1écba musi byt zahdjena kratce po poziti
methanolu. Steroidni 1é¢ba byva vétsinou nasazena, pokud neni k dispozici fomepizol. [12,
15, 16, 18, 30] Otrava methanolem je klasicky ptiklad Zzivot ohrozujiciho stavu. Pro
experimentalni studie se ale nemohou pozivat takové Zzivoc¢isné druhy, u nichZ otravou
methanolem nedochadzi k metabolické acidose. Proto jsou pokusy na zvifatech velmi

omezené. [31]

7.1 Ethanol

Jde 0 zékladni 1é¢bu otravy methanolem. V pozitém destilatu zalezi pifedevSim na
pom¢éru koncentraci methanolu a ethanolu. Pokud je mnozstvi ethanolu vyssi neZz methanolu,
dochazi k potlaceni jeho oxidace. To znamena, Ze ethanol je metabolizovan ADH stejné jako
methanol. Oba alkoholy soutézi o vazbu na tento enzym, ovSem ethanol ma k nému asi 20krat
vysSi afinitu a je tedy preferovanéj$im substratem. Ethanol je protijedem pii otravé
methanolem, ale zaroven se jedna o psychotropni navykovou latku, kterd ma téz tadu
negativnich uéinkd (napt. Gtlum CNS). Toto vys$§i mnozstvi antidota zptuisobuje vylu¢ovani

methanolu z t€la v nezménéné podobé moci ¢i plicemi. [5, 16]
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Ethanol se vyuZiva k 1é¢bé otravy velmi ¢asto diky jeho nizké cené. Nevyhodou jsou
Casté odbéry krevnich vzorkli ke stanoveni koncentrace ethanolu vséru a nésledné

piizptsobeni rychlosti infuse k udrzeni konstantniho terapeutického rozmezi. [18, 30]

7.2 Fomepizol (4-methylpyrazol)

4-Methylpyrazol je inhibitor ADH1 a bézné uzivany jako protijed. [7] Pacienty, ktefi
byli otraveni methanolem a jsou 1éCeni fomepizolem, mizeme rozdélit do dvou Kategorii.
Prvni kategorie zahrnuje kriticky nemocné pacienty s tézkou metabolickou acidosou nebo
s poruchami zraku. Proto se jim ihned podava protijed fomepizol a okamzité¢ poskytuje
hemodialyza. Do druhé kategorie se fadi stabilni pacienti s nizkou metabolickou acidosou

a bez zrakovych vad. Mize se jim toto antidotum podat.

Fomepizol je velmi silny inhibitor ADH. Fomepizol ma 8000krat vyssi afinitu k ADH
nez ethanol a 80000kréat vyssi afinitu nez methanol. Fomepizol poskytuje delSi inhibici
enzymu ADH a je podavan po 12 hodinach. [16, 18] Mnozstvi protijedu se stanovuje
v zavislosti na hmotnosti pacienta. Davka je stala a podava se v pravidelnych intervalech.
Neni nutné sledovat hladiny v séru, jelikoZ nejsou zndmy Z&dné neZ&douci ucinky. Fomepizol
oproti ethanolu nezpiisobuje opilost ani hypoglykémii, téz netlumi CSN. Proto je vhodny pro
pacienty s poruchou védomi, pro téhotné zeny nebo pacienty pod vlivem tlumivych latek. [16,
30] Soucasné uziti fomepizolu a ethanolu je kontraindikovano, protoze fomepizol prodluzuje
polocas ethanolu. [21] Odstranéni ethanolu je tedy asi o 40% pomalejsi. Naopak zpomaleni

eliminace fomepizolu ethanolem je pomalejsi 0 50%. [8]

7.3 Leukovorin (kyselina folinova)

Podava se vSem pacientim, kteii jsou léCeni antidoty inhibujicimi ADH nebo také
pacientim s podezfenim na otravu methanolem. Metabolickd acidosa je vysledkem
kombinace akumulace mravencanu a laktatové acidosy. [8, 16] Hemodialyza a intravenozni
podani kyseliny folinové nebo kyseliny listové zvySuje odbouravani kyseliny mraven¢i na
CO.. [11, 31]
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7.4 Hemodialyza

Pokud je to nutné, je provedena hemodialyza. Upravuje acidosu a slouZi k odstranéni
toxického methanolu i mravenéanu. [20] Tato 1ééba umoziuje oddaleni nebo zmirnéni
klinickych ptiznakd, pokud jsou podavany hydrogenuhli¢itan a fomepizol v adekvétnich
davkéach. Indikaci pro hemodialyzu jsou jakékoliv piiznaky postiZzeni zraku, kiece, koma,
tézka metabolicka acidosa s pH pod 7,20 (deficit bazi je vétsi nez 15 mmol/l nebo aniontové
okno vétsi nez 30 mmol/1), dale koncentrace methanolu v krvi nad 20 mmol/l (60 mg/dl) nebo
ptijeti vice nez 40 ml methanolu. Pokud je pacient 1écen fomepizolem, je polocas rozpadu
methanolu 52 hodin. Ale pokud je zahajena hemodialyza, je tento polo¢as vyrazné zkracen na
2,5 hodiny. Dtivodem je vyssi prutok krve dialyzatorem (pratok by mél byt 250 ml krve za
minutu) a velkd plocha dialyzatoru. Odstranéni mravencanu je individualni. Variabilitu
Vv eliminaci endogenniho mraven¢anu vysvétluje jeho rozdilnd renalni exkrece. Rozdily
v renélni exkreci mraven¢anu zavisi na pH. Cim se stava mo¢ kyselejsi, tim méné se vyloudi
mravencanu. Dialyza pacientd s acidosou je dilezitda pro snizeni clearance mravencanu.
Hemodialyzu je tfeba zvazit pro jednotlivé ptipady zdvazné methanolové intoxikace zvlast,
protoze i kdyby chybéla metabolicka acidosa, methanol sam o sobé muze prispét K toxicite.
[18, 32] Behem hemodialyzy by méla byt davka fomepizolu zvysena, protoze je béhem ni

eliminovan. [21] Podava se az do té doby, nez klesne hladina methanolu a snizi se acidosa. [8]
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8 Informace o otravé methanolem v Ceské republice

V CR od pocatku epidemie otrav methanolem, tedy od 3. zafi 2012, kdy doslo
K prvnimu umrti, do 12. bfezna 2014, zemielo 52 osob. Dalsi desitky osob utrpéli vazné
poskozeni zdravi. Béhem tohoto mimofadného stavu se konaly soudni procesy s 31
obZalovanymi v ,,methanolové kauze“. Nejvice piipadd se vyskytovalo v oblasti na severu
Moravy. [33]

Ke dni 31. 1. 2014 bylo v Moravskoslezskem kraji provedeno na 39 471 kontrol.
Odebrano bylo na 1 276 vzorkd, z nichZ jedna tfetina nebyla vhodna k lidské spotiebé, jelikoZz
obsahovala nebezpe¢ny methanol nebo isopropanol. Celkové bylo intoxikovano 65 lidi.
V nemocnicich bylo hospitalizovano na 49 osob, umrtnost k tomuto dni ¢inni 23 osob, 12
osob ma trvalé poSkozeni zdravi. Krajska hygienickd stanice Moravskoslezského kraje
v Ostravé  spolupracovala s Policii CR, Celni spravou CR, Statni zemé&délskou
a potravinarskou inspekci, hasi¢skymi zachrannymi sbory, Krajskym ufadem a Krajskym
zdravotnickym zafizenim, coz bylo nezbytné pro vcasnou informovanost obyvatelstva

a v€asné posouzeni zdravotnich rizik. [34]

Napiiklad ve Zlinském kraji bylo evidovéno 21 piipadii otrav methanolem. U 4 osob
byla jako pfi¢ina umrti prokazana otrava methanolem. Jeden z pacienti mél tézké nasledky po
otravé methanolem a jeho hospitalizace trvala 7 tydnd. Trpél diftizni encefalopatii
s postizenim bile hmoty, bazalnich ganglii a zrakové drahy ve smyslu demyelinizace jako
nasledek toxického ucéinku methanolu. Pouze 3 pacienti z 16 hospitalizovanych nebyli

hemodialyzovani. Fomepizol byl nasazen u 3 pacientu. [35]

Policie obvinila v souvislosti s aférou methanol 65 lidi, ztoho 30 lidi je stihdno
vazebné. Také zajistila skoro 600 tisic litrti nelegalné vyrobeného lihu. [36]

Byla pfijata série opatfeni pro zdbranu $ifeni pan¢ovanych alkoholickych napoji. Tim
i zékaz prodeje a vyvozu napoju s obsahem alkoholu nad 20 %. Povinnosti bylo dokladat
ptvod lihu. Distribuéni sit’ byla vypatrana a zniena, ale i piesto se na tizemi CR nachézi

nebezpecné mnozstvi pancovaného alkoholu methanolem. [16]
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9 ZAVER

Bakalatska prace se zabyva obecnymi vlastnostmi methanolu, které jsou podstatné pro
pozdé&jsi pochopeni jeho toxickych Géinka. Jelikoz se alkohol, a snim spojend otrava,
vyskytuje po celém svété, nejde o zanedbatelny problém. Otrava methanolem ma na svédomi
spoustu zavaznych nasledkut, ke kterym tfadime oslepnuti, koma az smrt. To je dano jeho
metabolickou pfeménou na toxické metabolity. Metabolity sebou nesou fadu neptiznivych
vlivll nejen na zrak a CNS, ale i na jatra. Rlizné stupné intoxikace zplsobuji i rizné zdravotni
problémy, které konc¢i nékdy i trvalymi nasledky az amrtim. Jsou popsany nepiiznivy ucinky
methanolu a jeho metaboliti na rizné mechanismy a systémy v téle, které ztraceji svou
ptirozenou funkci. Nejvétsi dopad ma predevsim na CNS, i piesto, Ze prvnim organem, ktery
je pusobenim methanolu vystaven, jsou jatra. V jatrech je schopen indukovat tvorbu fady
latek vedoucich k jejich poSkozeni. Pti intoxikaci methanolem je dulezité véasné a spravné
laboratorni vySetfeni. Bylo navrzeno nékolik zpusobu stanoveni methanolu nebo jeho
metaboliti. Spravna a cilena terapie je velmi dulezitd pii zachrané Zivotd. Vcasna prvni
pomoc je tak nezbytnou soucasti pii otravé methanolem. Na zavér se prace vénuje

_methanolové kauze“ v CR.
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