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ANOTACE

Tato bakalafska prace se vénuje toxicité t€zkych kovi, predevsim Cd, Hg a Pb u erytrocytd,
leukocytt a trombocytd. V Gvodni ¢asti se prace zabyva vyvojem téchto krevnich elementt.
Nasledn¢ jsou vybrané tézké kovy charakterizovany a je shrnut ijejich vyskyt v zivotnim
prostiedi. Hlavni ¢ast prace se zamétuje na popis toxicity tézkych kovl u erytrocyti, leukocyti
a trombocytt u in vitro ainvivo studii. Zavérem je zminéna chelata¢ni terapie jako bézné

pouzivand 1écba pfi intoxikaci tézkymi kovy.
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TITLE

Heavy Metals Toxicity In Blood

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the toxicity of heavy metals, i.e. Cd, Hg and Pb, in erythrocytes,
leukocytes and platelets. In the introductory part of the thesis the evolution of these blood
elements has been discussed. Subsequently, selected heavy metals have been individually
characterized and their occurrence in the environment summarized. The main part of the thesis
has been focused on the description of heavy metal toxicity in erythrocytes, leukocytes and
platelets in in vitro and in vivo studies. Finally, chelation therapy has been mentioned as an

example of commonly used treatment for heavy metal intoxication.
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UvVoD

Tézké kovy jsou hrozbou pro lidské zdravi na celém svéte. Jedna se o piirozené se
vyskytujici prvky, které maji hustotu a atomovou hmotnost minimalné 5x vyssi nez voda.
Radime mezi né kovy jako je chrom, kobalt, mangan, méd’ a zinek, které jsou zékladnimi kovy
a jsou nezbytné pro fyziologické a biochemické funkce. V piipadé jejich nedostatku dochazi
ke vzniku riznych onemocnéni a syndromu.. Naopak kovy jako je arsen, kadmium, rtut’ a olovo
jsou tézkymi kovy s vysokym stupném toxicity. Ke kontaminaci zivotniho prostfedi dochazi
vlivem ptirodnich (sope¢né erupce, zvétravani) i antropogennich ¢innosti (spalovani ropy
a uhli, konzervace dieva, zpracovani kova v rafinériich).

Cilem této prace je popsat vyskyt, moznosti expozice a jednotlivé mechanismy toxicity
kadmia, rtuti a olova vbunééné i subbunééné Urovni a nasledné detailngj$i zaméteni
na intoxikaci krevnich elementi pomoci studii in vivo a in vitro. V piipad¢ in vivo studii se

vyuzivaji pfimo jedinci vystavené pracovni expozici tézkym kovi.
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1. KRVETVORBA

Krvetvorba, resp. hematopoéza, probiha po cely Zivot jedince. Jedna se o proces tvorby
krevnich elementi (erytrocyty, leukocyty, trombocyty) z hematopoetickych kmenovych bunék
(HSC). HSC maji charakteristické schopnosti diferenciace a sebeobnovy (Kumar et al, 2019).
V pribehu sebeobnovy vstupuji kmenové buiikky do bunééného cyklu za cilem se rozdé¢lit a dat
vznik dal§im kmenovym buiikdm. Naopak diferenciace umoznuje HSC se vyvinout
ve zralejsi bunky s progresivni linii (Gaballa et al, 2019).

Béhem vyvoje jedince dochazi nejprve k hematopoéze ve Zloutkovém vacku embrya,
ktera zahrnuje dvé faze: primitivni a definitivni (Kumar et al, 2019). V pfipad¢ primitivni
hematopoézy (extraembryonalni), ktera trva od 19. dne do 8. tydne po poceti, dochazi k tvorbé
primitivnich jadernych erytrocytti, které usnadnuji transport kysliku nezbytny pro pteziti
embrya. Definitivni  hematopoéza (intraembryondlni) probiha v dorzalni aorté,
kde z mezodermovych derivatd vznikaji hematopoetické progenitory. Nasledné po plném
vyvinuti embrya prechdzi krvetvorba do fetalnich jater, kterda slouzi jako dulezity
hematopoeticky organ a probihd v nich definitivni erytropoéza. Zaroven placenta a slezina téz
ptispivaji k hematopoéze (Gaballa et al, 2019). Kolem 10. tydne in utero vyvoje dochazi
ke vzniku krvetvorby v kostni dieni, ktera zistava krvetvornym mistem po cely Zivot jedince
(Kumar et al, 2019). Postupné v dospélosti se hematopoéza omezuje pouze na kost panevni,
obratle, lebku a metafyzy dlouhych kosti. Z tohoto divodu je zvySené mnozstvi erytrocytd
U novorozenct v porovnani s dospélym jedincem povazovano za fyziologické (Gaballa et al,
2019).

Hematopoéza zacind prostiednictvim HSC, které se rozvijeji v lymfoidni a myeloidni
progenitorové bunky. Lymfoidni progenitorové buinky dale davaji vznik NK buiikam,
T-lymfocytim, B-lymfocytim a znich plazmatickym builkdm. Naopak myeloidni
progenitorové bunky se vyvijeji v trombocyty, erytrocyty, neutrofily, eozinofily, bazofily

a monocyty, které se vyvijeji v makrofagy a dendritické bunky.

1.1 Erytrocyty

Cervené krvinky jsou bezjaderné buiiky bikonkavniho tvaru s Zivotnosti kolem 120 dni
vznikajici z HSC. Vlivem hormontli a cytokini prochdzeji postupn€ procesem zrani v plné
funk¢ni erytrocyty. Za podporu jejich tvorby (tj. erytropoézy) je zodpovédny hormon
erytropoetin  (EPO), syntetizovany v ledvinach u dospélych jedinci. Naopak in utero
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EPO produkuji jatra a tim se stdvaji hlavnim orgédnem erytropoézy. Erytrocyty umoziuji
transport kysliku z plic do tkanovych kapildr a zaroven odstranuji vytvoreny oxid uhlicity diky
hemoglobinu. Hemoglobin ve své struktuie obsahuje 4 globinové podjednotky a Vv jeho stiedu
se nachdzi zelezo umoznujici transport plynti, které je cervenymi nezralymi krvinkami

vychytavano diky transferinovému cyklu (Klinken, 2002).

1.2 Erytropoéza

Erytropoéza je pomérné slozity, nckolikastupnovy proces od HSC po pln¢ zralé
erytrocyty. Nejprve dochazi K diferenciaci HSC ze spoleéného myeloidniho progenitoru
na Burst Forming Unit-Erythroid (BFU-E) (Zivot et al, 2018). BFU-E jsou prvni burky,
které jsou oznaCovany za nezralou Cervenou krvinku a exprimuji receptory pro Stem Cells
Factor (SCF). Naslednou diferenciaci vznika Colony Forming Unit-Erythroid (CFU-E),
ktery exprimuje mensi mnozstvi receptorti pro SCF a je vice zavisly na EPO (Klinken, 2002).
Druhé faze erytropoézy zahrnuje jiz morfologicky rozeznatelné burnky a jejich postupné zrani
se projevuje odlisnymi zménami ve vzhledu jednotlivych vyvojovych stadii. Prvnim stadiem
je proerytroblast majici velké jadro. Proerytroblast se dale vyviji v mensi bazofilni normoblast,
jehoz jadro ma tvar ,ciferniku“ a jeho cytoplazma je extrémné basofilni s perinukledrnim
projasnénim (Jagannthan-Bogdan et al, 2013). V dalsi fazi dochazi ke vzniku polychromniho
erytroblastu, ktery diky vys$S$im hladindm hemoglobinu zplsobi nafedéni obsahu ribozomu
a barva cytoplazmy se zméni z modré na rizovou. N¢éz dojde ke vzniku retikulocytl, predchazi
jim vznik ortochromnich erytroblastl, které maji kondenzované jadro a rizovéjsi cytoplazmu
z divodu zvysené koncentrace hemoglobinu. Jadra ortochromnich erytroblastl jsou vyloucena,
pohlcena makrofagy a nasledné¢ dochazi ke vzniku retikulocyti. Retikulocyty vstupuji
do krevniho ob&éhu a béhem 1-2 dnl nasleduje jejich postupné zrani a dosyntetizovani
koneéného obsahu hemoglobinu. Poté, co u nich dojde k postupné ztraté organel, dochazi
K vyzrani retikulocytd v erytrocyty. Béhem této faze vyzravani diky rozsahlé remodelaci
membrany ziskavaji erytrocyty bikonkavni tvar a jsou schopny cirkulovat krevnim fecistém
(Obr. 1). Tato diferenciace erytroblasti probiha v mistech nazyvajicich se erytroblastické
ostrivky, které jsou typické pro erytropoézu u savci, a jsou sloZzeny z centralniho makrofagu,
ktery je obklopen erytroblasty v riznych stupnich zrani. Centralni makrofag napomaha

fagocytovat enukleovana jadra, umoziuje fizeni pienosu zeleza do syntézy erytroidi, reguluje
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rychlost erytropoézy pomoci negativnich a pozitivnich zpétnych vazeb a vylucuje cytokiny,

které podporuji proliferaci a zrani erytrocyti (Zivot et al, 2018).

Erytroblastické ostruvky Krevni iecisté

08P e-i- -

Basofilni Polychromni Ortochromni
2 5 P rtroblast Retikulocyt Erytrocyt
BEUE CRUE SRR erytroblast erytroblast erytroblast

BESSEE

Syntéza hemoglobinu

Obrazek 1: Pi‘ehled erytropoézy od HSC po erytrocyt (HSC: Hematopoeticka
kmenova bunka, BFU-E: Kolonie tvofici shluky-erytroidu, CFU-E: Kolonie tvotici
jednotky-erytroidu), (Upraveno dle Zivot et al, 2018).

1.3  Leukocyty

Bil¢é krvinky jsou buiiky majici organely a jadro, ale naopak neobsahuji hemoglobin.
Tvoii bunéénou slozku imunitniho systému, ktery je obecné zodpovédny za imunoregulaci,
imunologicky dohled a obranu. Imunitni systém je komplexni sit’ imunitnich bunék (neutrofily,
eozinofily, bazofily, lymfocyty, makrofagy), imunitnich organt (brzlik, mandle, slezina, kostni
dren, lymfatické organy) a imunoaktivnich latek (imunoglobuliny, cytokiny, interferony,
protilatky lysozymy, faktory komplementu) (Wang et al, 2021).

Hlavni funkci leukocytd je obrana organismu pied patogeny a stim spojené
odstranovani odpadnich a toxickych latek a poskozenych bunék. Stimulace tvorby leukocytt
zavisi na mnoha faktorech, nicméné jejich zna€na ¢ast je uvolnéna zralym leukocytem, aby
Vv misté poranéni ¢i infekce bylo dostate¢né mnozstvi leukocytil. Z tohoto ditvodu se tedy jejich
pocet v dobé infekce a poranéni vyrazné zvysuje (Humphry et al, 2022).

Leukocyty se od erytrocyti odliSuji na zakladé 4 vlastnosti: a) schopnost migrace
z krevniho fecisté; b) améboidni pohyb; c) pozitivni chemotaxe; d) fagocytéza patogenil
a poskozenych bun¢k. Na zaklad€ pozitivni chemotaxe dochazi k pohybu leukocytid smérem
k patogentim ¢i poskozené tkani a fagocytoza je zprostifedkovana prostiednictvim neutrofild,

eozinofilti a monocytt.
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1.4 Leukopoéza

Leukocyty jsou produkovany v kostni dfeni myeloidnimi kmenovymi buikami, které
se dale déli na bunky progenitorové. Neutrofily a monocyty maji spolecny progenitor, naopak
bazofily a eozinofily maji 2 samostatné progenitorové buriky. Vyjma monocyti, kazdy z bunéénych
typtt prochdzi vyvojovymi stadii od blastovych bun¢k k myelocytim, nez se stanou zralymi
buikami. Vyvoj v kostni dieni probihd u vétSiny leukocytii, ale vyjimkou jsou lymfocyty.
Lymfocyty Vv kostni dieni vznikaji ze spole¢ného progenitoru a nasledné migruji do lymfoidnich
tkani (slezina, lymfatické uzliny, brzlik), kde probiha jejich vyvoj. Monocyty se v kone¢né fazi
diferencuji na makrofagy v perifernich tkanich. Leukocyty se déli na agranulocyty a granulocyty.
Mezi granulocyty ftadime bazofily, eozinofily, neutrofily avsSechny tyto buiky maji
cytoplazmatickd granula, které jsou po obarveni snadno viditelna pod mikroskopem. Naopak mezi
agranulocyty fadime monocyty a lymfocyty, které obsahuji sekre¢ni vezikuly $patné pozorovatelné

pod mikroskopem a jejich funkénost se 0d sebe vzajemné lisi (Obr. 2) (Humphry et al, 2022).

KOSTNE DREN

MULTIPOTENTNI HEMAT(l)POETICKA KMENOVA BUNKA

/MULTIPOTENTNI' HEMATOPOETICKY PROGENITOR 5

MYELOIDNI ljROGENITOR LYMFOIDNi PROGENITOR

e S
@ @ @

CF U- GM CF U CFU B

@ @ . ; i VYZRAVANI V[BRZLIKU

'VIO\TOCYT NEUTROFIL EOZINOFIL BAZOFIL

@1 OFAG B-LYMFOCYT T-LYMFOCYT NKBUNKY

Obrazek 2: Vyvoj leukocyti od hematopoetické kmenové buiiky (CFU-E: Kolonietvorici
jednotky-erytroidu, CFU-GM: Kolonie tvofici jednotky-granulocyti a makrofagu, CFU-B:
Kolonie tvofici jednotky-bazofili).

Neutrofily ptedstavuji az 70% zastoupeni cirkulujicich leukocyt s typickym
multilobularnim jadrem a kratkou Zivotnosti. Jedna se o buniky schopné fagocytozy a jsou prvni

obrannou linii proti bakteridlnim infekcim. Za pomoci diapedézy jsou na zéklade
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chemotaktickych latek uvolnénych z poskozené tkané ptitahovany do mista zanétlivé reakce
(Minors, 2004).

Eozinofily tvoti cca 2 % z celkového poctu leukocyti cirkulujicich v krvi. Obecné mize
byt jejich pocet zvysen u pacientt s alergickym onemocnénim. Od neutrofila se odliSuji svym
dvoulalo¢natym jadrem. Maji schopnost obrany pted parazity, pohlceni bakterii a bunéénych
zbytkli oznacenych protilatkou. Po setkdni s parazitem uvolnuji latky ze svych granul, ktera
obsahuji travici enzymy pro napadeni parazita (Humphry et al, 2022).

Pouze 0,5-1 % z leukocytu tvofi bazofily, které obsahuji histamin a heparin (Minors,
2004). V misté¢ poranéni jsou schopny vné buiky uvoliovat histamin, ¢imz dochazi
k vazodilataci a zvySenému pratoku krve. Naopak produkci heparinu zabranuji srazeni krve
(Humphry et al, 2022).

Monocyty jsou zastoupeny kolem 5 % z celkového poctu leukocytt cirkulujicich v Krvi
a jsou typické v krevnim natéru diky jejich velkému, centralné ulozenému ledvinovitému jadru.
Jejich pfitomnost v krevnim obéhu je pouze po kratkou dobu, protoze migruji do tkani s cilem
se pfemeénit na tkanové makrofagy. Makrofagy maji schopnost fagocytovat a hraji dilezitou
roli v obran¢ proti chronickym infekcim, parazitim i virim. Zaroven je 1 % makrofagh
pfeménéno na dendritické buiky, které se tcCastni na prezentaci cizich antigent
na T-lymfocytech (Minors, 2004).

20-30 % z leukocytl jsou lymfocyty, které zodpovidaji za specifickou imunitni reakci
a déli se na NK bunky, T-lymfocyty a B-lymfocyty. B-lymfocyty po dozravani v kostni dieni
nasledn¢ obihaji mezi lymfatickymi uzlinami, slezinou a krevnim obéhem. Po setkéani
se specifickym antigenem je jejich ukolem produkce protilatek. Naopak T-lymfocyty dozrava;ji
v brzliku a mezi jejich funkce patii obrana proti infekcim. T-lymfocyty jsou tak zodpovédné
za imunitu zprostfedkovanou bunkami, opoZdéni hypersenzitivnich reakci a odmitnuti
transplantat (Humphry et al, 2022).

Posledni tfidou jsou NK buiky, které jsou zodpovédné za imunologicky dohled
nad neposkozenymi tkanémi. NK buinky maji schopnost se navazat na abnormalni bunky
a nasledné uvolnit z vezikulli perforin, ktery se navdZze na membranu abnormalnich bunck
a zpusobi tvorbu pord. Po jejich vzniku dojde k prostupu granzymti do buiiky, uvolnéni proteint

a iontl ven z bunky a nasledné k bunéénému rozpadu (Humphry et al, 2022).
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1.5 Trombocyty

Krevni desticky jsou diskoidni bezjaderné buriky a k jejich obméné dochazi kazdych
8-10 dni. Primarné slouzi jako regulatory hemostdzy a sekundarni roli trombocyti je regulace
pfirozené imunity a angiogeneze. V piipadé poranéni cév reaguji prostfednicim zmény tvaru,
naslednym vylouc¢enim obsahu svych granuli a agregaci za vzniku krevnich srazenin (Thon
et al, 2012).

Pii adhezi trombocytt hraje hlavni roli kolagen. Vzajemnou interakci mezi trombocyty
a kolagenem zprostiedkovavaji receptory glykoproteinové povahy napovrchu trombocytl
a von Willebrandtv faktor (VWF). To znamena, pokud dojde k poskozeni stény krevni cévy, dochazi
k navazani obnazeného kolagenu na vVWF. vWF funguje jako prostfednik pro adhezi trombocytti a vie
je zprostiedkované vazbou na glykoproteinovy (GP) komplex GP Ib/IX/V nachazejici se na povrchu
trombocytll. GP komplex pusobi na sebe navzajem s fibrinogenem a diky tomu hraje zna¢nou roli
pfi adhezi a agregaci krevnich desticek na povrch endotelu. Tento proces navazani probiha v piipadé
vysokého stresového stiihu. Pti podminkach nizkého stresového stithu dochazi k navazani trombocytl
téZ navaze na kolagen a funguje jako signalni molekula pro aktivaci trombocytd. V disledku toho
dochézi ke zméné tvaru desticek a na sviij povrch exprimuji proteiny GP IIb/Illa. Nasledné dochézi
K agregaci trombocytl prostiednictvim GP IIb/IIla na jejich povrchu s fibrinovym mustkem a vznika
zétka uzavirajici sténu cévy (Obr. 3). Po aktivaci desticek se uvoliiuje vVWEF slouzici k adhezi, serotonin
pro vazokonstrikci, faktor V pro hemokoagulaci, inhibitory protedz a mitogenni faktory (PDGF,
VEGF), (Szalai et al, 2006).

vWE, fibrinogen
trombocyt
\;

GPIIb/IIIa

!

fibrinogen GPIbIX/V GPIa/lla
GPVI

obnazeny kolagen

vWF

bazalni membrana

Obrazek 3: Piehled interakci krevnich desti¢ek (VWF: von Willebranduv faktor,
GP: glykoprotein), (Upraveno dle Szalai et al, 2006).

19



1.6 Megakaryopoéza

Trombocyty vznikaji z jadernych megakaryocytl, které se u dospélych primarné
nachdzeji v kostni dfeni, ale pfi raném vyvoji jsou pritomny ve Zloutkovém vacku, sleziné
a fetalnich jatrech. Megakaryocyty (MGK) fadime mezi myeloidni bunky kostni dien¢ a jejich
pocty jsou regulovany trombopoetinem (TPO), chemokiny, nebo pomoci zmén exprese ligandi
pro receptory na povrchu megakaryocytu (Thon et al, 2012). TPO stimuluje megakaryopoézu
a vede ke zvysené produkci trombocytt. Hlavnim mistem jeho produkce jsou jatra, v malé mite
1 stroméalni buiiky kostni dfen€ a ledviny. Zaroven TPO stimuluje expresi proteind nachézejicich
se na bunécném povrchu véetné CD42 (GP Ib), CD61/41 (GP IIb/I1la) a indukuje endomitézu
(Szalai et al, 2006).

Pivod megakaryocyti je z HSC, které se nachazeji v proximalni osteoblastické nice.
Z nich se bud’ pies spoleény myeloidni progenitor, nebo progenitor erytrocytd, vyviji jednotka
megakaryocytli tvofici kolonie s vysokym proliferacnim potencialem (HPP-CFU-MGK).
Dalsim vyvojovym stadiem jsou prekurzory kolonie tvofici shluky megakaryocyti
(BFU-MGK) a prekurzory kolonie tvofici jednotky megakaryocyti (CFU-MGK), které
exprimuji antigen CD34. Z téchto prekurzor dochazi dale ke vzniku megakaryoblastu
a z megakaryoblastu vznikd nezraly polyploidni megakaryocyt, ktery neproliferuje a je
pfechodnym stadiem pro zralé MGK. Zralé MGK se v konecné fazi svého vyvoje presouvaji
do sinusoid dfené anasledné umoziuji proces uvoliiovani cytoplazmy, Vv jejichz vybézcich vznikaji
protrombocyty, které pooddéleni od megakaryocytli davaji  vznik trombocytim v krevni
cirkulaci (Obr. 4) (Szalai et al, 2006).

Megakaryocyty podstupuji béhem svého zrani nékolika chromozomdalnimi duplikacemi
bez bunééného déleni nazyvané endomitéza. Vysledkem endomitozy je vznik jednoho
polylobulovaného jadra, diky tomu, Ze megakaryocyt nedokonci M fazi a misto toho vstupuje
znovu do G1 faze. Objem cytoplazmy megakaryocytt se zvySuje s ploidii, tim se zvétSuje jejich
velikost a postupné se plni organelami typickymi pro trombocyty, cytoskeletarnimi proteiny,

granuly a invaginovanym membranovym systémem (Thon et al, 2012).
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Obrazek 4: Pirehled megakaryopoézy (HSC: Hematopoeticka kmenova burika,

CLP: Spole¢ny lymfoidni progenitor, CMP: Spole¢ny myeloidni progenitor, GMP:
Granulo-makrofagovy progenitor, MEP: Poskytuje erytrocyty a megakaryocyty, BFU-E:
Kolonie tvofici shluky-erytroidu, HPP-CFU-MGK: Jednotka megakaryocytt tvofici kolonie
s vysokym proliferacnim potenciadlem, BFU-MGK: Kolonie tvoftici shluky megakaryocytd,
CFU-MGK: Kolonie tvotici jednotky megakaryocytit), (Upraveno dle Szalai et al, 2006).
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2. TEZKE KOVY

Mezi tézké kovy fadime vSechny kovové prvky, poptipadé metaloidy (arsen), které maji
hustotu 5 g/cm?® a vy$si. Do této skupiny kovi patii: arsen (As), chrom (Cr), kadmium (Cd),
kobalt (Co), mangan (Mn), méd’ (Cu), olovo (Pb) a rtut’ (Hg). Kobalt, mangan a méd’ jsou
pro metabolismus ¢lovéka nezbytné pouze v nizkych koncentraci (Singh et al, 2011).
Pti pfekroceni prahové koncentrace nebo naruseni homeostazy se stavaji toxickymi
pro organismus. Naopak pii nedostatecném mnozstvi téchto kovi dochazi ke vzniku
onemocnéni a syndromu.. Arsen, kadmium, olovo a rtut’ jsou fazeny mezi kovy, které nemaji
prah toxicity apatii mezi potencialn¢ toxické. Jedna se o latky, které maji pii nizSich
koncentracich fyzikalné-chemické vlastnosti podobné hotc¢iku a vapniku (Tchounwou et al,
2012). Tyto neesencialni kovy zpusobuji zvySenou nachylnost k infekcim, zvySené riziko
vzniku autoimunitnich onemocnéni a vznik rakoviny i v ptipadé intoxikace malym mnozstvim
(Ebrahimi et al, 2020). Jejich toxicita nezavisi pouze na davkach, ale i na pohlavi a véku
daného jedince a mohou zpusobovat rizné poruchy: kardiovaskularni, neurologické (rtut),
respiraéni (kadmium) nebo hematopoetické. Teézké kovy vstupuji do bunék pomoci
proteinovych transportéra a iontovych kanali. Obecné ovliviiuji struktury bunééné membrany,
endoplazmatické retikulum, jadro a enzymy zapojené do metabolismu. Jejich ionty reaguji
s jadernymi proteiny a DNA, ¢imz zpusobuji poSkozeni DNA a casté zmény v konformaci,
které nasledné vedou k apoptoze nebo karcinogenezi (Sas-Nowosielska et al, 2015; Tchounwou
et al, 2012). Hlavni roli v karcinogenité a toxicité t€Zkych kovu hraje produkce reaktivnich
forem kysliku (ROS), potlaceni antioxida¢ni obrany a inaktivace enzymu (Baladi-Mood et al,
2021).

Diky antropogenni ¢innosti dochazi ke kontaminaci podzemnich vod, pud a ovzdusi
tézkymi kovy. Mezi jejich primyslové zdroje tfadime: zpracovani kovi v rafinériich,
konzervace dfeva, nebo spalovani uhli a fosilnich paliv (Tchounwou et al, 2012). Zaroven
mohou byt kontaminovany i potraviny prostfednictvim zavlaZzovaciho systému pfi pouZiti
znec€isténych vod ¢i vlivem ptirodnich jevi, jako jsou sopecné erupce a eroze pud (Jaishankar
et al, 2014).

2.1 Kadmium
Kadmium je neesencidlni, mékky, stfibfit¢ bily kov s pomémné velkou toxicitou.
Ve slouceninach se vyskytuje predevsim ve dvojmocném oxidac¢nim stavu. Typickym znakem

je jeho podobnost se zinkem a rtuti, ktera je zptisobena vlivem fyzikalné-chemickych vlastnosti.
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Hlavnimi zdroji kontaminace jsou potraviny (korysi, krabi, vnitinosti, houby, ryZe, obili), voda,
svafeni, spalovani fosilnich paliv, fosfatova hnojiva nebo kouf z cigaret. V jedné cigareté
se nachazi kolem 1-2 pg Cd a diky tomu je rizikovym faktorem pro vznik osteoporodzy
predevsim u kutaku (Grenchi et al, 2020).

Cd zpuasobuje dysfunkci u organti jako jsou ledviny, jatra, plice a miize zpusobit poskozeni
varlat nebo hematopoetického systému. Nejenze ma cytotoxické ti€inky, které mohou navodit apoptozu
a nekrozu, ale je i lidskym karcinogenem (Grenchi et al, 2020). Cd zpusobuje rakovinu slinivky,
prostaty, prsu, jater, ledvin a plic. Na zaklad¢ zjiSténi Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny patii
kadmium mezi karcinogeny skupiny 1 (Ebrahimi et al, 2020). Do t¢la se dostava predevsim dychacim
traktem pii vdechovani malych Castic, prostiednictvim gastrointestindlniho traktu a v malé mife pies
kuzi (Grenchi et al, 2020). Po vstupu do téla je Cd prijimano prostfednictvim krve a transportovano
ve vazbé namembrany erytrocytl, albuminu nebo metalothioneinu (MT) do organli. Primérnim
organem akumulace popifijmu Cd do krve zgastrointestindlniho traktu jsou jatra.
Naopak pii dlouhodobé expozici Cd navozuje syntézu MT, na které se Cd navaze a je nasledné
transportovan do ledvin (Obr. 5) (Matovi¢ et al, 2015).

KADMIUM
|
l l l l l l
‘ vzduch ‘ ‘ tabak ‘ ‘ voda ‘ ‘ ryby ‘ ‘ obili ‘ ‘zelenina‘
\_l_l | | . | |
‘ dychaci trakt ‘ ‘ peroralniprijem ‘
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Obrézek 5: Hlavni cesty expozice Cd a toxické ucinky na organy v lidském téle
(Upraveno dle Wang et al, 2021).

Kadmium poskozuje tkané predevsim tvorbou ROS, které narusuji syntézu nukleovych
kyselin, proteinil a zptisobuji posSkozeni DNA. Pfi niz$ich koncentracich snizuje opravy DNA,
upreguluje cytokiny a protoonkogeny, aktivuje degradaci proteinti a indukuje expresi MT,
glutathiontransferaz, reaktant akutni faze a DNA polymerazy (Tchounwou et al, 2012).

Akutni expozice se projevuje bolestmi bficha, ztritou védomi a Sokem bé&hem

15-30 minut. Naopak pii chronické expozici ma negativni U¢inky na hladinu serotoninu,
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acetylcholinu a norepinefrinu a z téla se vylucuje prostfednictvim slin, moci, ptipadné
u kojicich matek ptes mateiské mléko a jeho biologicky polocas je 25 let (Grenchi et al, 2020;
Tchounwou et al, 2012).

2.1.1 Metalothionein a kadmium

Metalothionein (MT) je nizkomolekularni protein obsahujici znaéné mnozstvi cysteinu,
vyskytujici se ve ¢tyfech izoformach. Nachazi se v jadrech bun¢k, mitochondriich, cytoplazmé
a lysozomech. MT byl prvné nalezen v kiife ledvin koni jako protein zodpovédny za kumulaci
kadmia ve tkanich. Diky obsahu cysteinu je jejich afinita k téZkym koviim pomérné vysoka.
Tato vazebna afinita se testuje in vitro s MT krysich jater a v minulosti bylo zjisténo nasledujici
poradi afinity MT k jednotlivych kovim: Cd > Pb > Hg (Grenchi et al, 2020).

Hlavni funkci MT je predev§im udrzeni homeostdzy zinku a médi, ochrana pied toxickymi
ucinky kovii (pfedev§$im pied kadmiem) a vychytavani volnych radikal zoxidacniho stresu.
Pii nadmémé expozici Cd?* dochazi k poruse navazini Cd?* na MT, coz vede ke kumulaci Cd** v t&le.
Hromadéni MT probiha v hepatocytech, kde vznika Cd-MT komplex, diky cemuz chrani buiku pred
toxicitou iontt kadmia. Uvniti lysozomti renalnich bunék je tento komplex degradovan na aminokyseliny
a volné ionty a tyto uvolnéné ionty umoziiuji syntézu novych MT v ledvinach. Syntéza tohoto proteinu
V lidském téle probiha také Vv jatrech. Jejich produkce zavisi nejen na piitomnosti Se, Cu a Zn ve strave,
ale i na pfitomnosti histidinu a cysteinu. Poté co je Cd?" absorbovano, je nasledné transportovano do jater
pies sttevni MT. Déle jaterni Cd-MT redistribuje Cd?* do ledvin, které jsou cilovym orginem toxicity
aVvnich dochézi postupné k filtraci pres glomerulami bariéru, reabsorpci do proximalnich tubularnich
bunck a nasledné kumulaci v ledvinach. Diky tomuto procesu jsou ledviny povazovany pii dlouhodobé
expozici Cd?* za kriticky organ toxicity. Biologicky polo¢as Cd-MT komplexi je kratky v porovnani
s biologickym polocasem Cd?* (Nordberg et al, 2022).

2.1.2 Role oxida¢niho stresu v mitochondriich

Oxidacni stres je stav, kdy dochazi k naruseni rovnovahy mezi reaktivnimi formami kysliku
(ROS) a antioxidanty. Hlavnim mistem produkce ROS jsou mitochondrie, které pii ptisobeni xenobiotik
zvysuji jejich mnozstvi. Hlavnim thiolovym antioxidantem je glutathion (GSH), ktery je primé&rnim cilem
pro Cd?* zdivodu vysoké afinity k thiolim. Cd?* neni schopno v biologickych systémech piimo
katalyzovat redoxni reakce, ale podili se na zvySovani koncentrace volného Fe v proteinech, a tim zvySuje

mnozstvi redoxné-aktivnich kovil (Cuypers et al, 2010). Mnoho studii odhalilo, Ze intoxikace Cd®*
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ovliviluje mitochondridlni funkci, ktera zpiisobuje naruseni komplexnich signalnich drah, coz vede
ke znacné produkci ROS (peroxid vodiku, hydroxylové radikaly, superoxidové radikaly)
vyvolavajici oxidacni stres (Alkharashi et al, 2017; Grenchi et al, 2020). Pfi zvySené produkci ROS
dochédzi v organismech ke spusténi antioxidanich mechanismii pro minimalizovani oxida¢niho
poskozeni. V piipad¢ vzniku oxidac¢niho stresu dochazi k poskozeni proteintt a DNA, peroxidaci
membranovych lipidi a naruseni syntézy ATP, ¢imzdochdzi k dysfunkci mitochondrii a indukci
apoptozy pii stresovych situacich (Obr. 6) (Grenchi et al, 2020; Cuypers et al, 2010). Zaroven je Cd?*
schopno adherovat k mitochondrialni membrané vedouci k mitochondrialni depolarizaci s naslednym
poskozenim organel. Prodlouzeny oxidac¢ni stres v mitochondriich vyvolava apoptézu a nekrozu, ktera
nasledné¢ vede k chronickému zanétu, selhanim ledvin a neurodegenerativnim a kardiovaskularnim

onemocnénim (Alkharashi et al, 2017).
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Obrézek 6: Popis pisobeni Cd?* na buiiku (GSH: Glutathion, SOD: Superoxid
dismutaza, GP: Glykoprotein), (Upraveno dle Grenchi et al, 2020).

2.1.3 U&inky Cd?* na imunitni systém

lonty Cd maji schopnost interakce s imunitnimi buitkami, méni jejich funk¢nost a tim
zpusobuji poskozeni imunitniho systému. Diky tomu, Ze ovliviluji fagocytarni kapacitu
a proliferaci makrofagi, zvySuji mnozstvi neutrofili a snizuji pocet NK bunék, dochazi
ke vzniku zanétlivé reakce. Toxicita Cd?* vyznamné zhorsuje reakci hostitele na infekci.
Po vstupu Cd®* do imunitni buiiky ma snahu obsazovat kovy-Vazajici proteinové domény

a nahrazovat esencialni kovy v enzymech, coz vede k jejich inhibici. Pfedev§im zinek spolu
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s Cd** vzajemné souté?i o vazebnd mista na bunéénych membranich a pii vysokych
koncentracich Cd?** dochazi ke snizeni piijmu zinku buiikami. Diky tomu toxicita Cd**
predisponuje jedince knedostatku zinku. Hlavnim rysem toxicity je apoptoza,
tzn. programovana buné¢na smrt (Theron et al, 2012; Wang et al, 2021).

Pii dlouhodobé expozici nizkym davkam Cd?* dochazi k jeho akumulaci v buiikach
pfirozené imunity, kam zahrnujeme makrofadgy, monocyty, neutrofily, NK bunky a dendritické
bunky (Wang et al, 2021). Pfirozena imunita slouzi jako prvni obranna linie proti infekcim a je
zprostiedkovana vyse zminénymi bunikami a riiznymi mechanismy, které vedou k rozpoznani
télu vlastniho od nevlastniho. Pfirozend imunitni reakce je pomérné rychla a pisobi nezavisle
na draze antigenu (Hossein-Khannazer et al, 2020). Cd v oxida¢nim stavu 2* ma podobné
chemické vlastnosti jako vapnik a na zakladé této podobnosti mlize vstupovat do bunck
prostiednictvim Ca?* kandld. P¥i expozici mysich makrofagéi Cd?* o koncentracich 20-500 uM
bylo prokazano, ze dochazi ke zvySovani cytosolové koncentrace Ca?*. Zaroveii bylo popsano,
7e expozice Cd** u bun&enych linii mysich makrofigh aktivuje signalni intracelularni drahu
Ca?*-ROS-JNK-kaspaza-3, ktera reguluje fosforylaci a defosforylaci c-Jun N-terminalni kinazy
(JNK) a p38 mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) modulujici mitochondrialni
aktivitu i proliferaci vedouci k apoptdze. Naopak intoxikace neutrofilti zptisobuje naruseni
antioxida¢ni funkce, coz nasledné vede k apoptdze a imunosupresi neutrofilé. Cd?* se také
podili na Skodlivych prozanétlivych a prooxidacnich interakcich s makrofagy. V ptipadé
prooxidacni aktivity, Freitas et al (2010) prokazali, Ze pfi pisobeni CdClz na lidské neutrofily
dochazi ke zvysené produkci ROS, piedev§im H20> a HOCI. Mezi dal$i mechanismy
prooxidacni aktivity zprostiedkované Cd?* patfi: a) inhibice superoxid dismutazy; b) vy&erpani
glutathionu a proteinovych sulthydryld; c) aktivace 5-lipooxygenazy; d) oxidativni aktivace
transkrip¢nich faktord. Vlivem vy€erpani GSH a proteinovych sulthydrylt dochazi k naruSeni
intracelularni antioxida¢ni obrany a aktivace 5-lipooxygendzy vede ke zvySené produkci
leukotrienu B4 (LTB4), ktery senzibilizuje buniky pro zvySenou aktivitu NADPH oxidazy.
Naopak oxidativni aktivace transkripénich faktort, jako je nuklearni faktor kappa (NFkB)
a aktivatorovy protein 1 (AP-1) aktivuji expresi genti kodujicich prozanétlivé proteiny (Theron
et al, 2012; Wang et al, 2021).

Cd?* zpiisobuje i plicni zanét a poskozent, ktera jsou vysledkem prooxidac¢nich interakci
kovu s alveolarnimi makrofagy a ostatnimi butikami imunitniho systému, coZ vede k oxida¢ni
aktivaci NFkB a AP-1 (Obr. 7). NFkB a AP-1 podporuji zvysenou syntézu interleukint (IL-6
a IL-8) a tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-a) (Theron et al, 2012).
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Obrazek 7: Prooxidacni a prozanétlivé ucinky Cd na neutrofily a makrofagy (ROS:
Reaktivni formy kysliku, MMPs: Matrixové metaloproteinazy, LTB4: Leukotrien B4, NF«kB:
Nuklearni faktor kappa, AP1: Aktivatorovy protein 1, IL: Interleukiny, TNF-o: Tumor
nekrotizujici faktor a, MIP-2: Makrofagovy zanétlivy protein), (Upraveno dle Theron et al,
2012).

Garcia—Mendoza et al (2019) uvedli, ze béhem studie in vitro na mysich zirnych
buiikach po expozici Cd?* doslo k vy&erpani GSH vedouci K cytotoxicité a naopak uvoliiovani
TNF-a a IgE zprostifedkované histaminem bylo intoxikaci oslabeno. Z tohoto divodu jsou
pii expozici Cd?* Zirné buiiky mnohem citlivéjsi na piisobeni oxida¢niho stresu. U mysich
dendritickych bunék Cd?* piisobi jako imunosupresivum tim, Ze brani jejich zrani a pfi
chronické expozici CdClz dochdzi ke snizeni exprese povrchovych molekul
histokompatibilniho komplexu II. tfidy a znaku CD40 (Wang et al, 2021). Cd?* také spousti
mitochondrialni oxida¢ni stres v lidskych monocytech a lymfocytech. Béhem studie in vitro
byla prokdzana sniZena Zivotaschopnost s naslednou buné¢nou smrti lymfocytii a monocyt
pti vysoké i nizké koncentraci Cd?*. Expozice Cd** ma vliv i na jejich jadernou morfologii, coz
bylo prokazano pii inkubaci s CdCly, kde vykazovaly kondenzovany chromatin, fragmentovana
jadra i nuklearni smrsténi zptisobené prostiednictvim apoptdzy. S apoptickou bunécnou smrti
téz koreluje sniZeni jejich mitochondridlniho membranového potencidlu, ktery je nezbytny
pro udrzeni fyziologickych funkci bunék (Alkharashi et al, 2017).

U adaptivni imunity nastava proces apoptéozy U T- a B-lymfocytd. Jednotlivé

podskupiny lymfocytt maji riiznou citlivost na expozici Cd?*. Podskupiny T-lymfocyti reaguji

27



na apoptotické G¢inky podle nasledujiciho pofadi: CD8" > CD4" CD8 > CD4" CD8" > CD4".
Zarovei Cd?* zplisobuje znaéné zvyseni poctu lymfocytd Th17 a snizeni poétu lymfocytii Thl
a Th2. U B-lymfocyti obecné té€zké kovy ovliviiuji bufiku bud’ pronikanim kovi do nitra
prostfednictvim Ca®* kanalt typu L, nebo reakcemi s povrchovymi strukturami. Dochézi tedy
ke znaénému ovlivnéni exprese povrchovych antigentl a inhibice syntézy protilatek, proto Cd?*

muze ptimo ovliviiovat funkci i rist imunitnich bunék (Krocova et al, 2000; Wang et al, 2021).

2.1.4 Funkéni a strukturalni aéinky kadmia na lidské erytrocyty

Nedostatek zivotné dilezitych kovi, jako je zinek a zelezo, vede ke zvySené absorpci
t&zkych toxickych kovii do krevniho feisté. Cd?" se vstiebava do krevniho fediste
prostiednictvim kovovych transportérii a nasledné zptsobuje interakci Cd?* s krevnimi
a bunécnymi slozkami jako je GSH, lidsky sérovy albumin, membranové proteiny erytrocytl
aintracelularni proteiny. Cd** méize vyvolat zménu metabolického i antioxida¢niho stavu
erytrocyti, zvysit peroxidaci lipidd, vyvolat anémii nebo zménit skelet membrany (Suwalsky et

al, 2004).

Prvnim bodem kontaktu po expozici Cd?* je buné¢nd membrana erytrocyti, ktera
obsahuje proteiny, lipidy, sacharidy a vodu, pfi€emz lipidy savéi membrany se skladaji
predevsim z fosfolipidi, sfingomyleinu a cholesterolu (Suwalsky et al, 2004). P#i inkubaci
erytrocyt s 1 mM CdClz bylo zpozorovéano, ze Cd?" zpiisobuje vznik echinocytll, coz je
charakterizovano vznikem vyén€lkli na povrchu erytrocytl atim erytrocyty ztraceji svij
typicky bikonkavni tvar. Vznik echinocytii je zptisoben interakci Cd?* s vn&jsi lipidovou
dvouvrstvou, coz nasledné vede ke zvétSeni povrchu vnéjsiho cipu v porovnani s vnitinim
cipem. Cd?* tedy méni strukturu lipidové dvojvrstvy a tim ovliviiuje tekutost, ktera nasledné
ovliviiuje pienosy signali a aktivitu proteinti. Tyto morfologické zmény byly zpozorovany
pii zvétSeni 2500 x pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu (Obr. 8) (Kerek et al,
2018). Zaroven Cd?* inhibuje Na'/K*-ATPazu, coz vede k poruseni membran lidskych
erytrocytii. Mezi molekularni mechanismy t¢inku Cd?* na erytrocyty zahrnujeme: a) interakce
s fosfolipidy v membranach; b) pusobeni na rozhrani lipid-protein ovlivilujici aktivitu

iontovych kanali; ¢) pfima interakce s iontovymi kanaly nebo pumpami (Suwalsky et al, 2004).
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Obrazek 8: Utinky ionté CACl2 na morfologii lidskych erytrocyti (A: neodetiené
erytrocyty; B: erytrocyty inkubované s 1 mM CdCly), (Prevzato z Suwalsky et al, 2004).

Cd?* také zasahuje do procesu erytropoézy. Diivodem ovlivnéni erytropoézy je, ze ionty
Cd jsou velmi toxické pro ledviny, které jsou mistem syntézy EPO stimulujici tvorbu erytrocyti
v kostni dieni. Mezi mechanismy, kterymi Cd?* ovliviiuje erytropoézu, patii: a) akumulace
zeleza; b) naruSeni syntézy hemu a s nim spojend sniZzend kapacita krve ptenaSet kyslik;
¢) ovlivnéni produkce EPO. Cd?* téz ovliviiuje $itku distribuce velikosti ¢ervenych krvinek,
ktera je povazovana za rizikovy marker kardiovaskularnich onemocnéni a za indikator anémie.
Pfi anémii vyvolané intoxikaci Cd?* dochazi k hemolyze zpiisobené deformaci erytrocyti,
nedostatecnému mnozstvi Zeleza z divodu sniZzené stfevni absorpce a hypofunkci EPO

(Horiguchi et al, 2011; Peters et al, 2021).

2.1.5 ZvySena aktivace trombocyth p¥i chronické intoxikaci Cd?*

Cd?* nepiiznivé ovliviiuje aktivitu trombocytd V disledku cévniho poranéni
nebo piimého uéinku na trombocyty. Studie, ktera vyuzivala lidské trombocyty, zjistila, ze Cd?*
bylo absorbovano do trombocyti a zptsobilo fosforylaci proteinii indukovanou trombinem.
Trombocyty, které byly osetieny 2 mM Cd?*, mély zvysenou peroxidaci lipidt a s tim souvisely
i zvysené hladiny malondialdehydu. Cd?* téZ vyvolava oxidaéni stres v trombocytech i piesto,
7e je redoxné neaktivnim iontem, ktery pfimo neni schopen generovat ROS. Mechanismus Cd?*
spo¢iva v tom, ze Se vaze na SH-skupiny proteind a zvysSuje produkci ROS neptimo tim, ze
zpuisobuje naruSeni antioxidacnich enzymi jako jsou katalaza, superoxiddismutaza
a glutathionperoxidaza (Nontarach et al, 2016).

Béhem pilotni studie provadéné na Zenach vystavenych chronické intoxikaci Cd?* bylo

prokazano, ze u nich dochazelo ke zvySenému stupni aktivace krevnich desti¢ek a vzniku
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zanétu. Tato aktivita byla zpusobena zvySenou expresi aktivované¢ho GPIIb/llla, zvysenim
hladiny CD40 ligandu (CD40L) a P-selektinu (Obr. 9). P-selektin je glykoprotein membrany
trombocytl, ktery je na povrch exponovan po degranulaci. Nasledna adheze trombocyta
na endotelialni bunky byla zprostiedkovana interakci mezi integrinem na endotelidlnich
bunkach a aktivovanym GPIIb/IIla prostfednictvim fibrinogenu. Vlivem této interakce doslo
K uvolnéni transmembranového proteinu CD40L z trombocyti a stimulaci zanétu

v endotelialnich bunkach (Nontarach et al, 2016).
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Obrazek 9: Exprese P-selektinu (A) a aGPlIb/Il1a (B) na povrchu krevnich desti¢ek
v disledku chronické expozice Cd?* (Upraveno dle Nontarach et al, 2016).

2.2 Rtut

Jedna se o toxicky te¢zky kov vyskytujici se ve 3 formach — organicka (napf. rtut’ navazana
na methyl, ethyl, fenyl), anorganickd (kovova rtut, rtutové pary) a elementdrni (kapalna
atekava piipokojove teplote). Jednotlive formy se 1i§i svym klinickym vyznamem
a biologickym chovanim na zakladé¢ chemickych struktur (Tchounwou et al, 2012).
Kuvoliiovani Hg do atmosféry dochaziz pfirodnich zdroji (vulkanickd ¢innost)
a z antropologickych ¢innosti (spalovani odpadu, spalovani uhli, taveni). V prostfedi atmosféry
dochazi diky chemickym reakcim k pfeméné Hg na dvojmocnou formu Hg?* vazajici se
na Castice a naslednému pronikani z atmosféry do vodnich zdroji (Akkays et al, 2019). Vétsina
expozice Hg je tedy zptisobena pozitim kontaminovanych ryb. Dalsi pti¢inou Hg toxicity je
uvolnovani Hg ze zubnich amalgam, které vede ke chronické expozici s nizkou hladinou Hg
u lidi. Slou¢eniny rtuti maji i uplatnéni ve vyrobé fluorescencnich zarovek, ptipadné v krémech
na odstranéni pih, kde HgCl2 nevratné inhibuje tyrosin, ktery je dilezZity pii tvorbé melaninu.

V elektrochemickém primyslu se Hg vyuziva pro vyrobu termostatli a spinacii. V neposledni

30



fad¢ pripadnymi zdroji intoxikace mohou byt napiiklad teploméry a baterie. Diive byla rtut’
pfitomna i vV n€kterych farmaceutickych lécich, dezinfek¢nich prosttedcich, nebo jako fungicid
na ochranu rostlin (Tchounwou et al, 2012).

Pii vdechovani elementarni rtuti v podobé€ par je jejich vstfebavani umoznéno pres sliznice
a plice s naslednou oxidaci, kde cilovym organem je mozek (Baladi-Mood et al, 2021). Tyto pary maji
vysokou afinitu k sulthydrylovym skupinam, diky ¢emuz se vazou na AMK obsahujici siru.
Naopak methylrtut’, ktera je absorbovana ve stievech, se uklada do tkani a neprochazi v takovém
mnozstvi pres hematoencefalitickou bariéru jako rtut’ elementarni. V ptipadé soli rtuti, které jsou
pomemé stabilni, nerozpustné a obtizné vstrebatelné, jsou cilovym orgédnem ledviny a stfevni buriky
(Baladi-Mood et al, 2021).

Intoxikace jednotlivych forem se projevuje typickymi symptomy. Expozice elementarni Hg
je spojena s dusnosti, kaslem, horeckou, halucinacemi a zanétem dasni (Berlin et al, 2015).
V ptipadé organické Hg jsou typickymi projevy hluchota, slepota, mentdlni retardace ¢i détska
obrna piedev§im u déti exponovanych in utero. Anorganicka Hg zplsobuje nespavost, erytém,
neuropsychické poruchy, ¢i ztratu hmotnosti. U intoxikace nizké koncentrace dochazi ke vzniku
oxidacniho stresu, bunéfné cytotoxicit¢ a zvySeni koncentrace [-amyloidu, coz vede
k neurodegenerativnim porucham u dospélych jedinct, jako jsou Alzheimerova a Parkinsonova
choroba (Wu et al, 2016).

2.2.1 Mechanismus toxicity Hg

Mechanismus toxicity rtuti zavisi na mnoha faktorech, jako je délka expozice, davka,
forma Hg nebo individualni citlivost daného jedince (Wu et al, 2016). Rtut’ ma obecné pomérné
vysokou afinitu k sulfhydrylovym (SH) skupinam a reaguje s thioly, v¢etné GSH a kyseliny
alfa-lipoové, ¢imz dochazi k naruSeni metabolické rovnovahy a antioxidaéniho obranného
systtmu. V piipad¢ vazby Hg na proteiny obsahujici selen dochazi k inhibici
glutathionperoxidazy a zhorSeni oxida¢niho stresu vlivem zabranéni obnovy intracelularni
redoxni rovnovahy. Pfi reakcich s cysteinovymi zbytky je Hg schopna reagovat s bunéénymi
proteiny a tim inhibovat a ménit strukturdlni ¢ienzymatické funkce proteini vedouci
k dysfunkcim buné¢né aktivity. PfedevSsim byla popsana inhibice aktivity glykolytického
enzymu hexokindzy a fosfofruktokinazy a modifikace membranovych proteini vcetné
erytrocytarniho prouzku 3 a tubulinu. Dal§$im mechanismem je rtuti indukovana dysfunkce
mitochondrii ovliviiujici aktivitu ATP-syntazy, ktera zpiisobuje defekty transportu elektroni

a oxidativni fosforylaci vedouci ke zvySené produkci ROS, a tim k naruseni redoxni
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homeostazy (Notariale et al, 2021). Nadmérné mnozstvi ROS poskozuje nukleové kyseliny,
enzymy, lipidy, ptipadné vede ke smrti bun¢k (Wu et al, 2016). Vyjma toho je u mitochondrii
moznym cilem Hg toxicity karnitinovy transportér. Toxicita Hg téz zpusobuje zvySeni
intracelularniho Ca?* z divodu zvyseni mobilizace intracelularnich rezerv, ale i zvyseni influxu
V neposledni fadé¢ Hg uplatiiuje sviij mechanismus toxicity v podobé€ snizené hladiny oxidu
dusnatého, kdy jeho nedostatek spolu s oxidaénim stresem mize vést ke vzniku infarktu
myokardu, ischemickym chorobam srdce, ¢i hypertenzi. Doprovodnymi mechanismy jsou
snizend migrace a proliferace endotelidlnich bun¢k, podpora agregace trombocytl, aktivace
faktoru XIII a koagula¢nich drah. Zaroven nedavné vyzkumy poukazuji i na hematologické
ucinky pii expozici rtuti, véetné lymfocytdzy, lymfopenie, bazofilie, neutrofilie a anémie

v disledku hemolyzy a ztrat krve z gastrointestinalni sliznice (Notariale et al, 2021).

2.2.2 Pusobeni rtuti na erytrocyty

Hg se prednostné hromadi v erytrocytech a tim zpusobuje zvySeni prokoagulacnich
aktivit erytrocyti a zaroven vyvolava jejich morfologické zmény (Ahmad et al, 2019).
Tyto morfologické zmény byly zpozorovany béhem studie in vitro pti HgCl2 expozici pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie pti zvétSeni 5000 X. Konktrétné€ erytrocyty oSetfené 0,5 uM
HgCl> po dobu 24 hodin pii pokojové teploté se projevovaly ztratou bikonkavniho tvaru
a vykazovaly tvar echinocytd (Obr. 10) (Akkaya et al, 2019).

Obrazek 10: (A) Snimky normalnich erytrocyti, (B) HgCl2 oSeti‘enych erytrocyti
(Méfitko predstavuje délku 5 um), (Prevzato z Akkaya et al, 2019).

lonty Hg?" po vstupu do erytrocytéi zptsobuji produkci ROS a RNS vyvolavajici
oxidacni stres. ROS/RNS oxiduji hemoglobin vzhledem Kk jeho hojnosti v erytrocytech
na methemoglobin (MetHb). Béhem studie bylo zjisténo, ze pti inkubaci erytrocyta s 5 uM
HgCl> byla hladina MetHb téméi dvojnasobna. MetHb funguje jako neaktivni pfenase¢ kysliku
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a jeho zvySené hodnoty snizuji schopnost erytrocyti prenasek kyslik z plic do tkani a nasledné
vede k hypoxickému stavu. Zaroven vzniklé ROS v erytrocytech jsou schopny z poskozenych
bun€k unikat a tim vyvolat oxida¢ni poskozeni v jinych burnikach, které jsou v kontaktu
s cirkulujici krvi. Krev slouzi jako antioxidant a je hlavnim médiem pro detoxikaci vzniklych
ROS/RNS v buiikach ptichazejicich do styku s krvi. V pfipadé snizené antioxida¢ni ochrany
erytrocyti dochazi ke snizené schopnosti krve zhaset ROS/RNS, coz zpusobuje zvySenou
peroxidaci lipidi a oxidaci proteint, které poskozuji bunéfnou membranu. Také drahy
metabolismu glukozy jsou piisobenim Hg?* inhibovany. HgCl2 inhibuje obé cesty metabolismu
glukozy v erytrocytech, hexézamonofosfatovy zkrat a glykolyzu, prostfednictvim snizeni
aktivity jejich markerovych enzymi. Aktivity prvniho enzymu hexokinazy a posledniho
enzymu pyruvatkinazy, byly pti oSetfeni erytrocyti s HgCl, vyznamné snizeny. Protoze
erytrocyty postradaji mitochondrie, je glykolyza jedinym zdrojem ATP. Na zaklad¢ inhibice
drahy metabolismu glukézy, dochazi vlivem zbavovani bunky ATP ke snizovani
energetické hladiny. Nedostatek ATP nasledné ¢ini buiky zranitelnéjSimi vuci
oxidativnimu poskozeni. VSechny tyto zminéné udalosti vedou k oxidativnimu poskozeni
erytrocytl, které jsou rychle odstranény z obchu, predevSim slezinou a odstranéni
poskozenych erytrocytt vede ke zkraceni jejich zivotnosti (Obr. 11). Takto vznikla snizena
Zivotnost erytrocytt vede k anémii, kterd je typickou komplikaci p¥i expozici Hg?* (Ahmad
et al, 2019).

Obrazek 11: Schematické znazornéni toxicity HgCl2 vedouci ke stavu oxida¢niho stresu
v lidskych erytrocytech (ROS: Reaktivni formy kysliku, RNS: Reaktivni formy dusiku),
(Ahmad et al, 2019).
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Vznikly oxidacni stres popisovany vySe ma vliv i na endotelidlni bunky. Hlavni
nevyhodou endotelialnich bunék je jejich citlivost na oxida¢ni stres. Oxida¢ni stres vyvolava
zprvu endotelidlni zanét, a poté dysfunkci endotelu s naslednym vznikem aterosklerdzy
nebo trombofilni diatézy. Z mnoha studii bylo zji$téno, Ze pracovnici, ktefi jsou vystaveni
pardm Hg, maji 20x vyssi koncentraci tohoto kovu v krvi nez v krevni plazmé¢, diky tomu, ze
erytrocyty jsou preferencnim mistem pro kumulaci Hg. Pii endotelidlni dysfunkci tedy hraji
pomérné velkou roli pravé erytrocyty a jejich expozice fosfatidylserinu (PS) na vnéjsi strané
bunétné membrany. Deplece SH skupin zprostfedkovana Hg zptsobuje inhibici flipasy
a aktivaci skramblazy, ¢imz se zvySuje exprese adheze proteinu na vnéjsim povrchu buiky
a produkce trombinu. Erytrocyty nesouci PS poskytuji misto pro vznik protrombinazového
komplexu vedouciho ke tvorbé trombinu a tim je stimulovana koagula¢ni kaskdda uz
pfi nizkych davkach Hg?* (Obr. 12) (Notariale et al, 2021). Mezi dalsi protrombotické faktory
cervenych krvinek patii zmény v jejich membranovych proteinech, proteinech cytoskeletu
a prouzku 3. Pfedevs§im modifikace téchto proteind zpisobuje morfologické zmény a tvorbu

mikrovezikul (MV) (Notariale et al, 2022).
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Obrazek 12: Hg?*-indukovana prokoagulaéni aktivita v erytrocytech (Upraveno dle
Notariale et al, 2021).

Hg ma také velmi dobrou schopnost se vazat s GSH a MT, coz hraje klicovou roli

pfi udrzovani integrity erytrocyti, energetické rovnovéhy a zvyseného mnozstvi Ca?*. Vsechny

tyto zmény vedou ke zvySené kiehkosti membrany erytrocytli a uvoliiovani MV. Z toho diivodu
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se erytrocyty povazuji za prispévatele ke zvySeni trombotickych piihod, které jsou spojené

s intoxikaci Hg (Notariale et al, 2021).

2.2.3 Methylrtut’ jako spousté¢ endotelidlni adheze leukocyti
Methylrtut’ (MeHg) piedstavuje nejvétsi riziko pro lidské zdravi. Anorganickd rtut’
se z prumyslu uvoliiuje do ovzdusi, ze kterého se vlivem srazek dostava do fek a rybnikd.
Ve vodach fek a rybniki nasledné prebiraji roli bakterie, které pohlti rtut’ a prostfednictvim
procesu biometylace pfeménuji toxin na MeHg. MeHg se poté prostfednictvim potravniho
feté¢zce dostava od bakterii, pies planktony a mensi ryby az do vétsich ryb. Diky této postupné
kumulaci MeHg v rybach se stava rizikovym faktorem pro lidi (Fowler et al, 2021).
Béhem in vitro studie bylo prokazano, ze MeHg hraje vyznamnou roli v adhezi monocyti
k lidskym mikrovaskularnim endotelialnim burikam a zaroven zptsobuje zvySenou expresi nékterych
prozanétlivych cytokini a adhezivnich molekul. VySe zminéna adheze monocyti k endotelidlnim
onemocnéni. Na zaklad¢é vazby téchto bun¢k na endotelidlni vystelku je podporovéna jejich migrace
do subendotelialniho prostoru s naslednou diferenciaci v makrofagy vlivem stimulace monocytarniho
chemoatraktivniho proteinu-1 (MCP-1). Tyto makrofagy vychytavaji okolni buiky, nez se nasledné
preméni na pénové makrofagy, které hraji vyznamnou roli v raném stadiu tvorby aterosklerotickych
lézi. Vyznamné zvySeni exprese chemotaktickych a zanétlivych cytokini vcetné intracelularni
adhezivni molekuly-1 (ICAM-1), IL-6, IL-8 a MCP-1 vedou téz ke zvysené adhezi a vazbé monocytd.
Konkrétné hladiny ICAM-1 zprostfedkovavaji adhezi imunitnich bunék k endotelidlnim buiikam,
MCP-1 umoziuje vazbu na CC chemokinové receptory migrujicich monocytii a indukuje jejich
diferenciaci na makrofagy. Interleukiny se zapojuji do zanétlivych reakci, které mohou nasledné vést
K destrukci cév. Vysledkem této studie tedy bylo (Obr. 13), Ze pii oSetfeni lidskych mikrovaskularnich
endotelialnich bunék koncentracemi 2,0 uM a 1,0 uM MeHg po dobu 4 hodin buiiky vykazovaly
vyznamné 3,4x a 1,7x zvySeni adheze monocytil ve srovnani s kontrolnimi butikami kultivovanymi
pouze v médiu bez MeHg. Jako pozitivni kontrola byl pouzit TNF-a promotor vazby monocyti, ktery

indukoval vyznamné 3,4x zvyseni adheze monocyt (Fowler et al, 2021).
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Obrazek 13: OSetieni lidskych mikrovaskularnich endotelialnich bunék MeHg vykazujici
zvySeni adheze monocytu (TNF-o: Tumor nekrotizujici faktor o)), (Upraveno dle Fowler et
al, 2021).

2.2 Olovo

Olovo je velmi toxicky, stfibfity, perzistentni kov, ktery neplni zadné biologické funkce
(Jaishankar et al, 2014). I piesto, Ze se pfirozené vyskytuje v malém mnozstvi v zemské kufe,
pramyslova cinnost, jako je tézba ¢i spalovani fosilnich paliv, zptsobuji jeho uvoliiovani
do prostiedi ve vysokych koncentracich (Tchounwou et al, 2012). Vlivem spalovani fosilnich
paliv dochazi k uvoliiovéni Pb, které se uklada do rostlin a nasledné do podzemnich vod. Diky
tomuto procesu jsou potraviny a pitna voda povazovany za hlavni zdroj expozice u populace.
Mezi dal$i zdroje patii: koufeni, olovéné vodovodni potrubi, akumulatory, stteliva, ale 1 barvy
na bazi olova. Tyto barvy jsou povazovany za zdravotni hrozbu intoxikace u déti v USA
a projevuji se zménou v chovani, poruchou uceni nebo snizenim 1Q (Jaishankar et al, 2014;
Gillis et al, 2012). Naopak intoxikace u muzi vede ke snizeni poétu spermii a u Zen
ke spontannim potratim (Tchounwou et al, 2012).

Obecné k expozici Pb dochdzi predev§im prostfednictvim gastrointestindlniho
a dychaciho traktu. Vstiebavani pokozkou u anorganického olova je zanedbatelné, ale
na druhou stranu organické slouceniny diky rozpustnosti v lipidech se snadno absorbuyji 1 ptes
neporusenou pokozku (Staudinger et al, 1998). Do krevniho fecisté se poté dostava okolo 35 %
vdechovaného Pb, které se po vstiebani zadrzuje v krvi 30-35 dnti a béhem nasledujicich
4-5 tydnt se hromadi v zubech, mozku, plicich, jatrech nebo kiife nadledvin (Jaishankar et al,
2014; Gillis et al, 2012). Naopak pti dlouhodobych chronickych expozicich se znaéné mnozstvi

olova ukldda do kosti, kde nahrazuje vapnik v kostni matrici. Biologicky polo¢as olova
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v kostech je okolo 20-30 let. Jeho vyucovani z téla je pomalé a tim snadno dochazi ke kumulaci
v téle (Staudinger et al, 1998).

Pti nadmérné expozici Pb na pracovistich po kratké dob¢ dochdzi k akutnim otravam
anorganickym olovem. Tyto expozice Casto zplisobuji unavu, zacpy, dysfunkce centralniho
nervového systému, bolesti hlavy nebo zvraceni a vyvolavaji poskozeni ledvin a mozku.
Chronicka toxicita se projevuje bolesti hlavy, ztratou libida, impotenci, depresemi a ma
nepiiznivé ucinky na krevni tlak a metabolismus vitaminu D (Staudinger et al, 1998;

Tchounwou et al, 2012).

2.3.1 Mechanismus toxicity olova

Olovo ma schopnost napodobit nebo inhibovat G¢inky vapniku a zaroven interagovat
s proteiny (Tchounwou et al, 2012). Dal$im mechanismem je stimulace kalmodulinu a cAMP
fosfodiesterazy, ¢imz zvysuje v synaptickych vaccich fosforylaci proteinu zprosttedkovanou
kalmodulinem (Gonick, 2011). Stejn¢ jako u ostatnich tézkych kovi, i olovo vyvolava oxidaéni
stres. Mezi nezadouci G¢inky patii nadmérna tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku, ale
na druhou stranu i vycerpani zasob antioxidantii. Na zaklad¢€ inhibice dehydrogenazy kyseliny
d-aminolevulové (ALAD) olovem dochdzi ke zvySeni hladin kyseliny 6-aminolevulové (ALA)
v erytrocytech, kterd stimuluje produkci ROS. Olovo inhibuje biosyntézu hemu a zptsobuje
bazofilni teckovéni, anémii, zvySeni mocového koproporfyrinu a erytrocytdrniho zinku

protoporfyrinu (Gillis et al, 2012; Jangid et al, 2012).

2.3.2 VIliv Pb na krevni elementy a hematopoézu

Primérni cestou pracovni expozice Pb je pfedevSim inhalace. Néasledné je Pb
absorbovano a vstupuje do krevniho ob&hu. Po akutni intoxikaci je 99 % Pb akumulovano
v erytrocytech, kde zpusobuje naruseni jejich funkci a 1 % zlstava v plazmé (Obr. 14)
s biologickym poloc¢asem 28 dni (Ray, 2016).

Pii intoxikaci Pb dochazi k morfologickym zménam erytrocytd piedevsim
na echinocytarni formy vlivem zvySené propustnosti membrany a celkovému preusporadani
membranovych lipidi. Jang et al (2011) béhem studie nalezli, ze erytrocyty jedinctu
vystavenych Pb vykazovaly anizocytdzu a vyraznou hypochromazii i polychromazii. Zaroven

mnoho erytrocyti mélo basofilni teCkovani tvofené inkluzemi agregovanych ribozomd, ¢asto
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napodobujicich Heinzova téliska nebo dokonce retikulocyty. Hlavnim vysledkem intoxikace
Pb je anémie zpisobend zvysSenou destrukei krevnich bunék a poskozenim biosyntézy hemu.
Pb je schopno urychlit sekvestraci erytrocytti ve sleziné diky expozice PS na jejich povrchu
a nasledn¢ zvysit erytrofagocytdzu prostiednictvim makrofagi. Pb zaroven zhorsuje biosyntézu
hemu vlivem inhibice dehydrogenazy kyseliny d-aminolevulové (ALAD), ktera je nezbytnou
soucasti v biosyntéze hemu (Ray, 2016). ALAD je enzym obsahujici zinek, ktery katalyzuje
druhy krok syntézy hemu, konkrétné katalyzuje kondenzaci 2 molekul kyseliny

d-aminolevulové na 1 molekulu porfobilinogenu (Briffa et al, 2020).

Pb —— KREV ——> PLAZMA (1 %) ———) LEDVINY —— VYLOUCENI MOCI

ERYTROCYTY (99 %) PLICE\ KOSTI A ZUBY JATRA

|

SNIZENI HEMOGLOBINU MOZEK
BLOKACE SYNTEZY ERYTROCYTU

|

HEMOLYZA

Obrazek 14: Cesta mozného vstupu Pb do Zivo¢isného systému (Upraveno dle Ray, 2016).

V piipadé trombocytl zptisobuje vysoka hladina Pb inhibici agregace vlivem vysoké
citlivosti membrany na oxidacni stres (Ray, 2016). Aktivace proteinkinazy C, snizeni hladin
NO, poskozeni endotelu nebo zvysena hladina inhibitoru aktivatoru plazminogenu-1 jsou
moznymi mechanismy, kterymi Pb miiZe ovliviiovat stfedni objem trombocytd (MPV)
a objemovou variabilitu trombocyta (PDW). MPV udava pramérnou velikost trombocytt
a slouzi jako indikator zanétu a trombdzy, naopak PDW je specifickym markerem aktivace
destic¢ek. Dobrakowski et al (2016) béhem studie na pracovnicich, kteti byli vystaveni olovu
po kratkou dobu, prokdzali zvySenou hladinu ristového faktoru odvozeného od krevnich
desticek (PDGF AB/BB) a snizeni PDW aMPV. Naopak u chronicky exponovanych
pracovnikl byly zpozorovany zvysené hodnoty MPV a snizené PDW. Duilezité je poznamenat,
Ze pocty trombocytl se mezi témito skupinami nelisily. Z tohoto plyne, ze vliv Pb na parametry
trombocytu je zavisly na délce expozice a vysledky této studie poukazuji, ze pifi chronické

expozici dochazi ke zvysené megakaryopoéze (Chwalba et al, 2018).

38



Pb nepiisobi pouze na krevni elementy jako takové, ale zasahuje i do procesu jejich
vzniku. Do studie bylo zapojeno 37 muzi pracovné vystavenych Pb po dobu 36-44 dni.
Pracovnici byli vystaveny pomérné vysokym davkam, protoZze nedodrzovali bezpecnost
a spravn¢ nepouzivali ochranné pomucky. Vysledky poukazuji, Ze pfi kratkodobé expozici Pb
dochazi ke snizeni n€kolika hladin faktord, které ovliviiuji hematopoézu. Koncentrace SCF,
jako kritického faktoru v hematopoéze zvySujici diferenciaci, proliferaci a preziti
hematopoetickych linii, byla snizena 0 25 %. Zaroven také doslo k vyznamnému poklesu
koncentrace G-CSF a bylo prokazano, ze rustovy faktor hepatocyti, PDGF AB/BB a adhezni
molekula 1 endotelialnich bun¢k krevnich desti¢ek (PECAM-1) vykazovaly téz snizené hladiny
(Chwalba et al, 2018; Dobrakowski et al, 2016).

3. LECBA A SNIZENI TOXICITY TEZKYCH KOVU

Chelata¢ni terapie je primarni 1é¢bou intoxikace tézkymi kovy. Béhem chelatace
dochdzi k navazani iontii/molekul ligandu na centralni atom/iont kovu pomoci koordina¢nich
vazeb v cyklické struktufe. Ligand obsahuje dva nebo vice atomi, které jsou schopny
poskytnout par elektroni k vytvofeni kovalentni vazby s atomem/iontem kovu (Kim et al,
2019). Mezi atomy donoru elektront v daném chelata¢nim Cinidle patii sira, dusik a kyslik.
Rozhodujicimi vlastnostmi chelata¢niho ¢inidla pro mobilizaci daného kovu z tkané je vysoka
afinita k toxickému kovu. Kromé toho hraje dulezitou roli i penetrace chelatoru do tkanovych
kovovych usazenin a rychlé odstranéni chelatu moci (Aaseth et al, 2018). lonty olova a rtuti
maji vyssi afinitu k site a dusiku nez ke kyslikovym ligandim, zatimco pro vapnik je tomu
naopak. Proto tyto rozdily v afinité jsou zakladnim principem vybéru chelata¢nich cinidel.
V néekterych piipadech se chelatacni terapie kombinuje i s antioxidanty pro zvySeni u¢innosti
daného chelatoru. Cilem této terapie je nasledné odstranéni toxického kovu a snizeni
oxida¢niho stresu, aby nedochazelo ke smrti bun€k (Obr. 15) (Kim et al, 2019). Dulezité je
zminit, ze tato chelatacni terapie by méla byt vyuzivana u onemocnéni, ktera pfimo souviseji
S toxicitou kovi, protoze nevhodny vybér chelatacnich ¢inidel mize mit neptiznivé zdravotni
ucinky (Aaseth et al, 2018).

Mezi idedlni chelatacni cinidla patifi chemicky netoxické a inertni komplexy
s atomy/ionty kovi. Tato ¢inidla jsou snadno vyluCovana z téla bez jakékoliv dalsi interakce

s zivotn¢ dilezitymi organy a jsou schopna vstupovat do bunécnych membran a odstranovat
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toxické kovy. Zaroven maji vétsi afinitu k toxickym kovim nez ke koviim pro télo vlastni (Kim
et al, 2019). Piiklady pouzivanych chelatacnich c¢inidel jsou Dimercaprol (BAL),
CaNax-EDTA, Penicilamin nebo Acetyl-penicilamin (Aaseth et al, 2018).

Ao || opsmasi -
B KOMBINOVANA TOXICKEHO OBNOVENI ZADNA
LECBA |mp| " oo éni | ™ | KOVUASNIZENT s ZIVOINOSTI Hp| BUNECNA
TERAPIE S OXIDACNIHO BUNEK SMRT
ANTIOXIDANTY STRESU

Obrazek 15: Prubéh chelataéni terapie (Upraveno dle Kim et al, 2019).

3.1 Chelata¢ni terapie pri jednotlivych intoxikacich

Pifi intoxikaci Hg se vyuzivaji chelataéni Cinidla, jako je kyselina
meso-dimerkaptojantarova (DMSA) a 2,3-dimerkapto-1-propansulfonat (DMPS), ktera G¢inné
odstranuji rtut’ ledvinami. Obé ¢inidla jsou podavana oraln¢ a maji nizsi toxicitu, nez BAL.
Hlavnim rozdilem mezi DMSA a DMPS je, ze DMSA 1épe odstranuje MeHg z oblasti mozku,
zatimco DMPS G¢inné odstranuje MeHg z ledvin (Kim et al, 2019). Monoterapie DMSA
nebo DMPS je vyuzivana pouze u stfedné tézkych akutnich otrav rtuti nebo olovem. Naopak
pii tézkych otravach anorganickou nebo elementarni rtuti se vyuziva kombinace DMPS-BAL
(Aaseth et al, 2018).

Mezi vyuzivana chelata¢ni ¢inidla pfi intoxikaci Pb patii Dimercaprol a CaNa>-EDTA.
Dimercaprol znamy také pod nazvem British anti-Lewisite (BAL) obsahuje dv¢ sulthydrylové
skupiny a jednu skupinu hydroxylovou (Obr. 16). BAL se bézné pouziva pro olovo, ale
i pro rtut’. K chelataci dochazi prosttednictvim vazby atomu kovu/iontu s thiolovou skupinou
anasledné vznikéd stabilni komplex kov-ligand, ktery se pozdé€ji vylucuje prostiednictvim
ledvin. Reakci BAL s Pb?* dochazi ke vzniku stabilniho 5-¢lenného komplexu (Aaseth et al,
2018). CaNa>-EDTA se vyuziva piedev$im k 1é¢bé otravy olovem, kdy atom vapniku této
slouceniny je nahrazen kovovymi ionty za vzniku ve vodé rozpustného komplexu. V ptipadé
monoterapie za pouziti CaNa,-EDTA dochazi k odstranéni pouze extracelularni Pb, proto
se CaNa-EDTA pouziva v kombinaci s nizkou davkou BAL, aby se jejich ucinnost zvysila
(Kim et al, 2019).
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Obrazek 16: Strukturni vzorce chelata¢nich ¢inidel: DMPS (A), DMSA (B), BAL (C),
(Aaseth et al, 2018).

U intoxikace Cd?* se k 1é¢bé vyuziva EDTA, DMPS a DMSA. Pii studii na zvitatech
bylo prokazano, ze DMSA odstrafiuje Cd?* ¢inngji nez DMPS. Na druhou stranu in vivo
i invitro studie naznacuji, Ze EDTA ma mnohem lepsi u¢innost nez DMSA pii mobilizaci
intracelularniho Cd a pro vyssi G¢innost je EDTA kombinovana s antioxidanty, konkrétné

s GSH, ktery chrani pfed nefrotoxicitou (Kim et al, 2019).

3.2 Vysledky a nezadouci ucinky chelatacni terapie

Dosavadni studie poukazuji, ze za UspéSnou l1écbou pii otravé tézkymi kovy stoji
kombinace vice chelatorti najednou. Jejich principem je, ze lipofilni ¢inidlo mobilizuje kov
z intracelularnich zasob a dale se o vylouc¢eni kovi stara hydrofilni chelator (Aaseth et al, 2018).
Tato terapie zpUsobuje i nezadouci ucinky. Mezi bézné nezadouci ucinky nejcastéji patii
nevolnost, bolest hlavy, zvraceni, bolest svalil, gastrointestindlni potiZe nebo horecka. Naopak
mezi zavazné nezadouci G¢inky se fadi poskozeni ledvin, nizka hladina vapniku v krvi, srde¢ni
selhani nebo dychaci potize. Zaroven je nezbytné, aby béhem 1é¢by byla dodavana vhodna
davka 1€ka v pravidelnych intervalech, protoze vysoké davky mohou zptisobit snizeni hladin

esencialnich kovi (Kim et al, 2019).

41



ZAVER

Cilem této prace bylo popsat vliv t€zkych kovii, jako je kadmium, rtut’ a olovo na krevni
elementy. Tyto t€Zzké kovy jsou velmi rozsitené v Zivotnim prostiedi vlivem primyslové
a antropogenni ¢innosti a maji toxické ucinky na zivotné dulezité organy jako jsou ledviny,
jatra, kosti, ale zaroven ovliviiuji imunitni a hematopoeticky systém.

Kadmium je pomérné toxicky kov zplsobujici pfedev§im dysfunkci ledvin, které jsou
hlavnim mistem syntézy EPO stimulujici erytropoézu v kostni dieni. U zralych erytrocytii Cd?*
zpusobuje zmény v antioxidacnich stavech, vyvolava anémii a méni morfologické struktury
Z bikonkéavniho tvaru na tvar echinocytii. Pti interakci s bunkami imunitniho systému ovliviiuje
proliferaci makrofagl, fagocytarni kapacitu, zvySuje mnozstvi neutrofilt a vede ke vzniku
zanétlivé reakce. V piipadé intoxikace rtuti, ionty Hg?* po vstupu do erytrocytli zpiisobuji
produkci ROS a RNS, které vyvolavaji oxida¢ni stres a snizuji funkci antioxida¢niho obranného
systému. Tyto kroky nésledné vedou ke zvySené hladin€ MetHb, zméndm metabolickych drah
a poskozeni membran vedouci K poskozeni erytrocytil a jejich snizeni zZivotnosti. Dilezitym
poznatkem pii intoxikaci rtuti je, ze se stejné jako olovo, prednostné hromadi v erytrocytech
a zpusobuje jejich zna¢né prokoagulaéni aktivity. U intoxikace Pb jsou hlavnim cilem
erytrocyty. Pb zptisobuje destrukci krevnich bunék a poskozeni biosyntézy hemu, coz nasledné
vede k anémii. Pfi studiich bylo prokazano, ze Pb také zasahuje do procesu hematopoézy
vlivem snizeni nejdilezitéjsich faktort, jako jsou SCF, G-CSF, PDGF AB/BB nebo PECAM-1.

Za UspéSnou lécbu pifi intoxikaci téZzkymi kovy je povazovana chelatacni lécba
za pouziti kombinace vice chelatorli najednou. Tyto chelatacni Cinidla je potieba dodavat
v pravidelnych intervalech a koncentracich, protoze jejich vysoké davky by mohly zpusobit

nezéadouci ucinky, jako je snizeni hladin dilezitych esencialnich kovu.
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