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Anotace

V tvodu prace jsou stru¢né charakterizovany tézké kovy a jejich vliv na zivotni
prostiedi. Hlavni ¢éast textu je zaméfena na kadmium, rtut’ a olovo, u kterych jsou
popsany zpusoby expozice, mechanismy transporti do bun¢k a toxické ucinky
na organismy. Tézké kovy patii mezi silné nefrotoxické latky ovliviyjici funkci
astavbu ledvin. Nefrotoxické pusobeni tézkych kovi lze sledovat pomoci in vivo
¢iinvitro studii. V praci jsou strué¢né zminény in vitro zptsoby testovani nefrotoxicity
se zaméfenim na vhodné bunécné linie. Nejpouzivanéjsi bunécnou linii jsou HK-2
buiiky, pochézejici zledvin zdravého dospélého &lovéka. Casto se pouzivaji
pii zjistovani mechanismu nefrotoxického pilisobeni cizorodych latek na funkci ledvin,
mechanismu transportu cizorodych latek do ledvinnych bunék a pii identifikaci
transportérii zapojujicich se do pfenosu cizorodych latek v ledvinach. Mezi dalsi lidské
bunééné linie Ccasto pouzivané pii  vyzkumu nefrotoxicity patii naptiklad
RPTEC/TERT1 bunécna linie. Dale jsou ve vyzkumu hojn€ vyuzivany i zvifeci
bunécné linie NRK-52E, JTC-12, WKPT, OK, LLC-PK1 a MDCK, kter¢ jsou v praci

také zminény.
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Annotation

| briefly summarized heavy metals and their influence on the environment
in this thesis introduction. The main part of this thesis is focused on cadmium, lead
and mercury. By these elements are described ways of exposition, transport mechanisms
to cells and toxic effects to organism. Heavy metals are highly nephrotoxic substances
that affect kidney function and structure. The nephrotoxic effect of heavy metals
can be monitored by in vivo or in vitro studies. In vitro methods in this thesis
are mentioned in the context of nephrotoxicity testing focus on a suitable cell line.
The most widely used cell line is HK-2 cell line. HK-2 cells come from kidneys
of ahealthy adult person. They are often used to detect of the mechanism
of nephrotoxic effect of strange substances on kidney function, the transport mechanism
of strange substances in kidney cells, and to identification of transporters involved
in the transfer of strange substances in kidneys. Other human cell linesused mainly
in nephrotoxicity research include for example, RPTEC/TERT1 cell lines. Furthermore,
the animal cell lines NRK-52E, JTC-12, WKPT, OK, LLC-PK1 and MDCK,

which are also mentioned in this thesis, are widely used.

Keywords

Nephrotoxicity, Cadmium, Mercury, Lead, Cell lines
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Uvod

Tézké kovy jsou stopové prvky znacné zneciStujici zivotni prostiedi. Diky
vysokému polocasu rozpadu a schopnosti ukladat se do organismt dochazi k jejich
aolovo. Jejich mnozstvi v ptirodé se zvysuje Cinnostmi ¢lovéka, mezi které fadime
koufeni, spalovani fosilnich paliv, tézbu rud, vyrobu autobaterii a fadu dalSich
vyrobnich procest.. Piijem kovl zivymi organismy je ovlivnén faktory jako je mira
okolniho znecisténi a doba expozice, druh organismu, pH a teplota. U rostlin se pak dale
jedna o mnozstvi organické slozky v pudé a formu ptitomného dusiku.

Nejcastéjsim zpusobem intoxikace tézkymi kovy je pozfeni kontaminovanych
potravin, vdechnuti kontaminovanych c¢astic nebo jejich pfipadny vstup skrze kuzi
z kosmetickych pripravkt obsahujicich jejich stopové mnozstvi. Pfi intoxikaci
organismu dochazi k ovlivnéni funkce fady organt a systému. Ovlivnéna je funkce
ledvin, jater, centralniho nervového systému, periferniho nervového systému,
imunitniho systému a rastu. Také jejich vlivem dochédzi ke zméné¢ krevniho obrazu,
ke snizeni plodnosti u Zen i muzi, K ovlivnéni vyvoje a rastu plodu a déti, kK ovlivnéni
vyvoje a rastu kosti. Té€zké kovy jsou navic prokazatelné karcinogenni a teratogenni.
Dulezitym mechanismem toxického pusobeni tézkych kovi jsou iontové mimikry,
kdy ionty téchto kovii napodobuji dvoumocné endogenni ionty dilezité pro spravnou
funkci organismu, vazi se na jejich vazebna mista a ovliviiuji procesy uvniti bunék.

Pro studium nefrotoxického putisobeni téchto kovi se vyuZzivaji studie in vivo
i invitro. U in vivo studii se vyuZzivaji laboratorni zvifata nebo dochazi k pozorovani
lidskych jedinct s pracovni expozici vybranym tézkym koviim. Vyhodou téchto studii
je, ze vysledky pochazi z komplexnich, pted intoxikaci spravné fungujicich organismii.
U in vitro studii se nejcastéji vyuzivaji kultivaéni bunééné linie, u kterych je pfesné
definované prostiedi a koncentrace roztoku, které jsou jim aplikovany. Vysledky
ziskané in vitro jsou dulezité, protoze U bunécnych linii nedochazi k ovlivnéni funkce
¢innosti jiného systému a je tak mozné zjistit funkce bunék jako takovych. Nejcastéji
uzivanou bunécnou linii jsou HK-2 bunky, jejichz nejvétsi vyhodou je jejich pivodu
z dospélych lidskych ledvinnych epitelovych bunék proximdlnich tubul. Pfi vhodné
kultivaci maji HK-2 buriky zachovany fenotyp a dalsi vlastnosti lidskych tubularnich

bunék.
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1 Tézké kovy

Za tézké kovy povazujeme obecné kovy s hustotou vyssi nez 5 g.em?
(Viden, 2005). Vétsina z nich je fazena mezi stopové prvky. Jako stopovy muzeme
oznacit ten prvek, jehoz koncentrace neptesahuje 250 pg na gram matrice. Stopové
prvky mizeme rozdé€lit do téi skupin, a to na prvky esencialni, prvky potencialné
esencialni, jejichz esencidlni role u ¢lovéka nebyla dosud jednoznacné dolozena, tieti
skupinou jsou pak prvky potencialné¢ toxické a toxické. Presto, ze je prvek fazen
mezi potencialné toxické, muze byt ve velmi malych davkach pro organismus dilezity.
Tato skute¢nost se projevuje pii snizeni jeho pfijmu pod urcitou hranici, kdy nasledné
dojde ke snizeni dulezité fyziologické funkce. Naptiklad pokud je prvek soucasti
organické struktury plnici v organismu zivotn¢ dilezitou funkci, snizenim jeho piijmu
se snizi jeji exprese. Esencidlnimi prvky jsou jod (I), zinek (Zn), selen (Se), méd’ (Cu),
molybden (Mo), zelezo (Fe) a chrom (Cr). Mezi potencialné esencidlni fadime mangan
(Mn), kfemik (Si), nikl (Ni), bor (B), fluor (F) a vanad (V). Do skupiny stopovych
prvki toxickych a potencialné toxickych pak fadime olovo (Pb), kadmium (Cd), rtut
(Hg), arsen (As), hlinik (Al), lithium (Li) a cin (Sn) (WHO, 1996).

Tézké kovy jsou velmi vyznamné kontaminanty zivotniho prostiedi s tendenci
akumulovat se v zivych organismech. Zne€isténi Zivotniho prostfedi tézkymi kovy
zpusobuji pfevazné antropogenni zdroje, mezi které patii spalovani fosilnich paliv
(Li akol., 2016) a hutnictvi (Henderson a kol., 1998). Tézké kovy jsou schopné
vertikdlni i horizontdlni migrace. Vertikdlni migrace znamend, ze prostupuji zemskou
pudu do hloubky, a to dle nasledujici posloupnosti Cd> Zn> Cr> Pb> Cu. Pomérné
vysoka migra¢ni schopnost se projevuje i u niklu. Nejvyssi koncentrace téchto kovi
byla namétena do hloubky jednoho metru, pii hloubce vyssi jak jeden metr, se migracni
schopnost snizuje. Tento typ migrace vyrazné¢ ohrozuje podzemni vody. Horizontalni
migrace tézkych kovil vede ke zneciSténi prostiedi v okoli jejich zdroje. Nejvyssi
mobilizovatelnymi prvky jsou Zn, Cr a Pb. Zaroven jsou tyto kovy ve srovnani s jinymi
tézkymi kovy stabilni v anaerobnich podminkéch, avSak labilni v podminkach
aerobnich. Mira kontaminace prostfedi a migracni schopnosti tézkych kovil nejsou
zavislé na jejich koncentraci v piidé diky rtzné toxicité jednotlivych prvka. Diky
této skutecnosti nékteré tézké kovy 1 pii nizkych koncentracich vyrazné znecist'uji

své okoli (Zhang a kol., 2018; Kim a kol., 2015).
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Stopové prvky, tfadici se mezi tézké kovy, jsou schopné pronikat z vnéjsiho
prostiedi do zivych organismii (Miao a kol., 2005). Ve tkanich se t¢zké kovy ukladaji
v zavislosti na typu tkan¢ a kovu. Koncentrace kadmia ve svalové tkani ryb
je pii porovnani s koncentraci kadmia v rybich jatrech niz$i. Mnozstvi ulozeného
kadmia zavisi téz na druhu organismu. Nekteré organismy maji vySsi schopnost
akumulace znec€ist'ujicich kovi nez jiné (Storelli a kol., 2005). Roku 2005 provedl Miao

a kol. studii toxického t¢inku Cd, Cu a Zn na motské tasy, ve které bylo prokazano,
ze tézké kovy ovliviiuji rist danych ftas. Pfi stoupajici koncentraci tézkych kovl
Vv prosttedi dochazelo k poklesu riistu pozorovanych fas. Tento pokles nastal ve chvili,
kdy koncentrace tézkych kovii v jejich okoli dosdhla prahové hodnoty. Podobné se,
se zvysujici koncentraci v okoli, zvySovala koncentrace kovi uvniti bunék. Tim byla
potvrzena schopnost tézkych kovl akumulovat se v zivych organismech.
Bioakumulaéni schopnost Cu a Zn je srovnatelnd. Z uvedenych kovl byl nejméné
toxicky zinek, vzhledem k vysoké koncentraci jeho volnych iontli v okoli bun€k
bez jejich viditelnych zmén. Naopak koncentrace kadmia pfi prvotni pozorované zméné
bunék byla pomérné nizka, tedy kadmium je vyrazné toxické jiz pii malych
koncentracich (Miao a kol., 2005).

Obecné lze tici, ze t€zké kovy maji na zdravi Clovéka velmi negativni vliv.
Na lidsky organismus pisobi nefrotoxicky (Barbier a kol., 2005), hepatotoxicky
(Sarmiento-Ortega a kol., 2017; Shaikh a kol., 1999), neurotoxicky (Branca akol.,
2018), karcinogenné (/l’yasova a Schwartz, 2005) a imunotoxicky (Contrino
a kol., 1988), dale ovliviwji fertilitu (Wang a kol., 2016; Zahir a kol., 2005), vyvoj
plodu u téhotnych zen (Zahir a kol., 2005) a stavbu kosti (Staessen a kol., 1999).

1.1 Kadmium

Kadmium je spolu se svymi slouceninami latkou zneciStujici Zivotni prostiedi
(Guo akol., 2018). V piirodé se v malé mife pfirozen¢ vyskytuje v sulfidickych rudach
spolu solovem a zinkem (WHO, 2011). Vlivem ¢innosti ¢lovéka se jeho loziska
v ptirod¢ zvétSuji. ZvySené mnozstvi Cd v pidé je zplusobeno jeho uklddanim
Z atmosféry, pouzivanim fosfatovych hnojiv s ur¢itym obsahem Cd a sedimentaci kali
v odpadnich vodach (Jonsson a kol., 2013). ZvySeny obsah v pudé zpusobuje vstup
prvku do rostlin. Tento vstup je ovlivnén fadou faktort (Wang a kol., 2017). Dulezita

je velikost biologicky dostupné frakce, jez je definovana jako c¢ast Cd v pude,
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ktera mize byt absorbovana rostlinami a pudnimi organismy (Kim a kol., 2015).
Pii snizeni pH pidy je vstup Cd do rostlin usnadnén (Wang a kol., 2017). Napiiklad
optimalni pH, pro vstup kadmia do kofenového systému brambor, je 6,5. DalSim
faktorem ovliviiujicim vstup kadmia do rostliny, jsou slouceniny dusiku pouzité
jako hnojivo. Pokud je v pudé piitomny dusik ve formé dusitant, je vstup kadmia
do kofene vyssi, nez kdyz je ptitomen ve form¢ amonnych soli (Jonsson a kol., 2013).
Biologicka dostupnost Cd, je rovnéz ovlivnéna mnozstvim organickych latek v pudé.
Jejich zvySené mnozstvi snizuje piijem Cd organismy (Pauget a kol., 2011).

Zndmou metodou odstranovani Cd z pudy je fytoremediace, kterd vyuziva
k odstranéni Cd z pady rostliny s vysokou absorp¢ni kapacitou. Nevyhodou této metody
je délka trvani, jelikoZ béhem procesu dekontaminace nemulze byt zemédélskd puda
vyuzivana (Mori a kol., 2016). Pokud je kontaminovana ptida zemé&délsky vyuzivana,
vyprodukované plodiny jsou rovnéz kontaminované. Nasledné zpracovani téchto
produktii v potravinaiském pramyslu a jejich konzumace lidmi zpisobuje intoxikaci
jejich organismi. Napiiklad u uGstfic bylo zjisténo, Ze pii pozieni Castice Fe2Og,
u které doslo k sorpci kadmia z vody, dojde vlivem kyselého prostiedi ve stievech
k jeho desorpci (McConchie a kol., 1991; Munksgaard a kol., 2017).

Poté, co je organismus intoxikovan kadmiem, muize jeho transport do bungk
probihat nékolika mechanismy. Prvnim je endocytéza komplextt Cd?" a transportnich
proteind, jako je albumin (Cd-Alb) nebo metalothionein (Cd-Mt). Dalsim mutze byt
transport pomoci membranovych transportéri, kdy Cd?* tvoti koordina¢né kovalentni
komplexy s nizkomolekularnimi biomolekulami obsahujicimi thiolovou skupinu. Mezi
takové biomolekuly patii glutathion (GSH) a cystein (Cys). Vzniklé komplexy jsou
nasledné pieneseny pomoci membranovych transportérit do bunék. Poslednim zndmym
mechanismem jsou iontové mimikry, kdy ma ion Cd?* schopnost chovat se jako jiné
dvojmocné ionty (napi.: Zn?*, Ca?*, Fe?") a navézat se na jim urdend vazebna mista
membranovych proteint, popiipadé vstupovat do buiiky prostfednictvim
membranovych kanalt téchto iontd (Bridges a Zalups, 2005). Dilezitou skutecnosti je,
ze kadmium v komplexu s metalothioneinem (Mt) nema na bunky vyznamny toxicky
vliv, avSak volné kadmium ve formé iontu je pro né& Kkriticky toxické
(Prozialeck a Edwards, 2012).
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1.1.1 Expozice

Expozice ¢lovéka kadmiu je vysoka. Dochazi k ni, jak jiz bylo zminéno vyse,
hlavné pojidanim kontaminovanych potravin ¢i doplika stravy obsahujicich kadmium
(Abernethy a kol., 2010). Hlavnim zdrojem Cd jsou kontaminované ryby, obiloviny,
ofechy a zelenina (Quraishi a kol.,, 2016). RovnéZz se vyskytuje v potravinach,
K jejichz vyrobé se pouzivaji jiz zminéné kontaminované plodiny, naptiklad
Vv cerealnich ty¢inkach, chlebu ¢i kojenecké vyziveé (Jean a kol., 2018). Dalsi moznosti
intoxikace je aktivnim ¢i pasivnim vdechovani cigaretového koute
(Satarug a Moor, 2004) a vyfukovych plynt (Sdnchez-Martin a kol., 2000), ptipadné
piti  zneCisténé vody (WHO, 2011; Grau-Perezakol., 2017). U kufakd
je tedy hlavnim zptisobem intoxikace vdechovani cigaretového koufe. Pti koufeni
dochazi k absorpci az 50 % Cd obsazeného v cigaretovém koufi. Porovnanim krevniho
kadmia kutakt a nekutaki bylo zjisténo, ze u kutrakt je hladina 4-5x vyssi (Widziewicz
a Loska, 2016; Elinder a kol., 1976; Godt a kol., 2006).

Doba, za kterou se projevi patologické stavy, zévisi na denni davce, kterd muze
vV kontaminovanych oblastech dosdhnout hodnoty az né¢kolik set pg. Pfi expozici
potravou 140-260 ng Cd denné, se napiiklad dysfunkce ledvin projevi pfiblizné
za 50 let. Pokud dochazi k expozici inhalaci v prostiedi obsahujicim 50 pug Cd / md,
ledvinna dysfunkce se projevi do 10 let. Ztoho vyplyva, Ze absorpce
Vv gastrointestinalnim traktu (GIT) je niz§i nez absorpce v plicich. Absorpci v GIT
ovliviiuji dva hlavni faktory, strava a stav zasob zivin Vv organismu. Dulezité
jsou predev§im zasoby a pifijem Fe. Pii nedostatku Fe se mnozstvi absorbovaného
Cd zvysuje. Za béznych podminek lze pfijmout od 1 do 20 % Cd ve strav€, v priméru
se jedna 0 5 % Cd z celkového mnozstvi ve stravé. Vdechovanim mize organismus
absorbovat 30-50 % vdechovaného mnozstvi Cd. V plicich je zdavky ukladano
jen 10 %. Piesné mnozstvi je ovlivnéno velikosti ¢astic Cd a rozpustnosti
Cd v organickych latkach (WHO, 1996; Prozialeck a Edwards, 2012; Satarug a Moor,
2004; IPCS, 1992). Pii intoxikaci inhalaci dochazi ke vdechovani ¢astic prachu
0 riizném priméru, na jejichZ povrchu jsou nasorbovany tézké kovy. Karcinogenni vliv
téchto cCastic je ovlivnén jejich mnozstvim v prostoru, dobou expozice, hmotnosti
jedince a opét také jejich velikosti. Vyssi riziko vzniku karcinomu s Sebou nese
vdechovani jemnych castic, které se ukladaji ve vétsi mife v dolnich cestach dychacich.

Castice hrubého charakteru jsou depozitovany v hornich cestach dychacich.
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Nejrizikovéjsi vékovou skupinou pro intoxikaci touto cestou jsou déti (Widziewicz
a Loska, 2016; Elinder a kol., 1976; Godt a kol., 2006).

V prvnich tfech letech Zivota je mira hromadéni Cd v organismu niz$i nez v letech
nasledujicich. Béhem této doby se v téle naakumuluji 4 % z celkového mnozstvi Cd,
jez se V priméru nahromadi v organismu za cely zivot. T¢€lesna zatéz déti Cini jednu
tietinu az jednu polovinu telesné zatéze dospélych. Celkové mnozstvi

Cd naakumulovaného za Zivot je z vétSi ¢asti nahromadéno v dospélosti (Jean a kol.,

2018; IPCS 1992).

1.1.2 Vylucovani

Vyznamna c¢ast Cd je ztéla vyluCovana moci (Morales a kol., 2006).
Zanedbatelna cast Cd se vylucuje 1 potem (Sears a kol., 2012), mlékem béhem kojeni
a stolici. Mnozstvi Cd ve stolici 1ze brat jako ukazatel denniho ptijmu kadmia potravou

Vv ptipad¢, ze nedochazi k dalsi expozici inhalaci (IPCS, 1992).

1.1.3 Toxicita

Pti dlouhodobém vdechovani kadmia mtze dojit k obstrukénim onemocnénim
dychacich cest. U vysoké hladiny expozice dychanim dochdzi k akutni pneumonitidé
doprovazené plicnim edémem, po které mize nasledovat smrt (WHO, 2010).

Ptiblizné polovina télesné zatéze kadmiem je ulozena v jatrech a ledvinach (IPCS,
1992). Hlavnim mistem akumulace kadmia v téle jsou ledviny, kde je jeho biologicky
poloc¢as 10-35 let (WHO, 2010). Urcita ¢ast Cd vyskytujiciho se v krevnim fecisti
se uklada do erytrocyti (ERY). Jeho plazmaticka koncentrace je nizka (IPCS, 1992).
Hladina Cd v plné krvi je pti chronické expozici ukazatelem nedavné expozice.
Po ukonceni expozice tato hladina odrazi mnozstvi Cd depozitovaného v organismu.
Krevni Cd lze rozdélit do dvou skupin lisicich se délkou biologického poloc¢asu. Prvni
skupina ma kratky biologicky polofas 75-130 dni, druhd se vyznaCuje dlouhym
biologickym poloc¢asem 7-16 let (Jin a kol., 2002).

Na pocatku intoxikace ion Cd?* ovliviiuje procesy predchéazejici nekroze
a apoptoze proximalnich tubularnich bunék. Konkrétné se jedna o zmény adhezivnich
vlastnosti proximalnich tubuldrnich bunék zprosttedkovanych kadherinem, zmény
V bunééné signaliza¢ni kaskddé¢ a u bunéénych autofagickych procesti. Nicméné
apoptoze podléha méné jak 5 % bunék proximalniho tubulu. Zbytek bunck

je Cd neovlivnény, nebo u nich dochazi k autofagickym opravam doprovazenym
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proliferaci. Cd ovliviiuje mezibunééné spoje zprostiedkované E-kadherinem,
N-kadherinem i VE-kadherinem. Kadherin patfi mezi transmembranové proteiny.
Extracelularni konec obsahuje vazebna mista pro Ca?" ionty a oblasti umoziiujici
adhezi. Intracelularn¢ se vyskytujici konec se vaze na [-katenin, ten je napojen
na a-katenin, ktery se vaze na cytoskelet. V proximalnim tubulu jsou epitelové bunky
pospojovany diky N-kadherinu, jehoz mnozstvi se vlivem Cd** snizuje. Snizeni
expresse mMRNA pro N-kadherin je pozorovano az po 12 tydnech. Vzhledem k tomu,
7e zmény lokalizace N-kadherinu v tubularni bunééné membrané jsou patrné jiz po Sesti
tydnech, prvotni u¢inek Cd?* je pfimo na N-kadherin nebo na reakéni drahy ovliviiujici
jeho funkci. V dasledku jeho Ubytku se méni lokalizace Na'/K'™-ATPazy. Bé&Zzné
se vyskytuje na membrané proximalni tubulérni buniky na bazolaterdlni strané, u¢inkem
Cd?" se lokalizace Na'/K*-ATPazy méni na cely povrch buiiky proximalniho tubulu.
Pii ztrat¢ N-kadherinu z bunééné membrany dojde k nahromadéni a-kateninu
Vv bunécném jadie a k Casteéné aktivaci exprese genl regulovanych pB-kateninem.
(Prozialeck a Edwards, 2012).

U jedincii vystavenych Cd byla také pozorovana vyssi Cetnost vyskytu rakoviny
ledvin (//'yasova a Schwartz; 2005), plic (Elinder a kol., 1985) varlat a prostaty (Goyer
a kol., 2004). U pacientt, u kterych bylo detekovano Cd v mo¢i, byla pozorovana vyssi

Cetnost vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni (Tellez-Plaza a kol., 2013).

1.1.4 Metalothionein

Mira exprese Mt je ovlivnéna zneciSténim okoli a okolni teplotou. S rostouci
hodnotou okolniho znecisténi a okolni teploty dochazi k jejimu zvyseni (Rorat a kol.,
2017). U teéhotnych zen piitomnost Cd ovliviiuje metalothioneinl (Mtl) mRNA
a metalothionein2 (Mt2) mRNA v jatrech matky a v placenté. Pftikratkodobém
vystaveni Cd je mnozstvi Mtl a Mt2 mRNA v jatrech matky zvySeno. V placenté je
zvySeno mnozstvi Mt2 mRNA, u placentarni mRNA ke zmén€ mnozstvi nedochazi.
Pti chronické expozici Cd dochazi ke zvyseni mnozstvi Mt2 mRNA v jatrech (Wang
akol., 2016).

1.1.5 Vliv Cd na enterocyty

Z kontaminované potravy se Cd?* vstiebava v duodenu a proximalnim jejunu.
V luminalni cytoplazmatické membrané enterocyti se nachazi dvojmocny kovovy

transportér 1 (DMT1), ktery umoziiuje transport Fe?* z potravy do bunék. Diky iontové
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podobnosti Fe?* a Cd** dochdzi k vstiebavani Cd** do enterocytii prostiednictvim
DMT1. Cd?* se ve stfevé vaze na nukleofilni mista aminokyselinovych a proteinovych
ligandt. Pokud se tento komplex dostane do blizkosti nukleofilnéj$iho ligandu, dojde
k disociaci a uvolnéni Cd?* a jeho navazani na membranovy transportér. Kromé DMT1
je vyznamnym transportérem umoziujicim transport Cd®* lidsky zinkem regulovany
zinkovy transportér 1 (hZTL1). Cd?** je schopen chovat se také jako Zn?* a vazat
se na jemu uréend vazebna mista na transportérech. Stejné tak se Cd** muZze chovat
jako Ca?* a prochazet do bundk pomoci Ca?* kanalt. Vétsina Cd?* piijatd enterocyty
ptes luminalni plazmatickou membranu je vdzdna na aminokyselinovy ¢i peptidovy
ligand. Z enterocytil je ion Cd?* transportovan pomoci transportéru zinku 1 (ZnT-1).
Na bazolateralni plazmatické membrané enterocyti Se Vvyskytuje Ca-ATPaza,
ktera se podili na transportu Cd?* z enterocytt do krevniho obéhu. Diky schopnosti Cd?*
chovat se jako Ca?" je Cd?" kompetitivnim inhibitorem Ca-ATPazy (Bridges a Zalups,
2005).

Mnozstvi Cd absorbovaného v enterocytech je zavislé na délce expozice
a na koncentraci Cd, jemuz byly vystaveny. Vlivem pusobeni nizkych hladin Cd muze
dochazek ke zvyseni proliferace bunék. Pokud Cd pisobi ve vyssich koncentracich,
dochézi ke snizeni Zivotaschopnosti bunék. Pfi jejich vystaveni koncentraci 20uM Cd?*
po 24 hodin dochazi k odstépeni monovrstvy bunék. Pfi vysokych koncentracich Cd
se jeho schopnost vstupovat do bunck snizuje. Tento jev je pravdépodobné spjat
S chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi Cd v pfitomnosti jinych zivotné dulezitych
prvkil, jako je Fe, Zn ¢i Ca. Vlivem Cd dochazi ke snizeni regulace uvoliiovani
prozanétlivého cytokinu interleukinu-8 (IL-8). Tedy uvoltiovani IL-8 je zvySeno
(Razzuoli a kol., 2018).
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1.1.6 Vliv Cd na jatra
Po absorpci Cd?* enterocyty dochazi k jeho transportu do krevniho obéhu, odkud
se nasledn¢ dostava 1 do jater. Hepatocyty pfijimaji kadmium receptory

zprostfedkovanou endocytdzou komplexti Cd?* s proteinem (obr. 1).
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Obr. 1: Diagram transportu Cd pi‘es kanalikularni a sinusovou membranu hepatocyti
(ptevzato a upraveno z: Zalups a Ahmad, 2003).

Za fyziologickych podminek se jedna napiiklad o komplexy salbuminem (Alb),
feritinem (Feri), Mt a transferinem (Tf). Pokud je v potravé piitomno Cd, dochazi
vlivem iontové podobnosti k zdméné fyziologického iontu v komplexech za Cd?*.
Pfi pfiblizeni komplexti Cd-protein k vapenatym kanalkim dochazi k vyméné ligandu,
a Cd?" je s jejich pomoci dopraveno do hepatocyti diky své podobnosti s Ca?*. Vyména
ligand@i probihd i u thiolovych komplexti Cd?*. Cd?* ke vstupu do hepatocyti
pravdépodobné vyuziva také DMT], ktery tuto funkci zastava i v enterocytech. DalSim
transportérem na sinusové membran¢ je transportni protein kova 1 (MTP-1),
ktery umoziiuje transport Cd?* z hepatocytli do sinusové krve. Oba tyto transportéry
potebuji ke spravné funkci proton. V sinusové krvi se Cd?" také vyskytuje ve formé
konjugati s Cys (Cys-Cd-Cys), s GSH (GSH-Cd-GSH), ¢isjinymi thioly o nizké
molekulové hmotnosti (R-Cd-R). Tyto komplexy pro vstup do hepatocyti vyuzivaji
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transportéry aminokyselin nebo organickych anionti (OAT). Po vstupu do bunky
jsou komplexy Cd-protein degradovany v lysozomech. Cd?* mize byt pomoci MTP-1
transportovano zpét do sinusové krve, nebo muze svym vlivem na bunétné jadro
indukovat transkripci genu pro Mtl a Mt2. Mt utvafi v bunice komplex s pfitomnym
kadmiem (Cd-Mt). Tento komplex opousti hepatocyty skrz porusenou plazmatickou
membranu do sinusové krve, odkud je krevnim feciStém transportovan, napiiklad
do ledvin. Molekuly téchto komplexti jsou dostate¢né malé, proto v ledvinach dochazi
k jejich filtraci na glomerulech a nasledné reabsorpci epitelovymi burikami
proximalnich tubul. K poruseni membriany dochazi vlivem vysoké expozice Cd**,
kdy se kadmium za¢ne vézat na nukleofilni vazebna mista v buiice. Tento proces
vyvolava oxidacni stres, ktery vede k peroxidaci lipidi. Pfes rozruSenou membranu
mohou prochazet i volné Cd?*. Pfi interakci intracelularni depozice Cd?* a GSH vznika
komplex GSH-Cd-GSH, ktery je pomoci GSH transportéru nebo transportniho proteinu
kovi 2 (MTP-2) na kanalikularni membrané transportovan ven z hepatocytil
do zlu¢ového sbérného kanalku. Zde je pusobenim Gama-glutamytransferazy (GGT)
a cysteinylglycinazy pteménén na Cys-Cd-Cys. Pti nekroze ¢i apoptdze hepatocytl
je Cd?* uvolhovan do krevniho ob&hu ve formé& komplexu Cd-Mt. (Bridges a Zalups,
2005; Zalups a Ahmad, 2003).

K ukladani Cd v jatrech dochazi ve formé komplexu Cd-Mt. S prodluzujici
se délkou expozice se jeho mnozstvi zvySuje. Vlivem uloZeného Cd dochézi ke zvySeni
jaternich triglyceridt, intrahepatickych fosfolipidii a jaterniho cholesterolu. Rovnéz
dochézi ke zméné lipidového fenotypu, kterd se projevuje zvySenym mnozstvim VLDL
a LDL, a snizenou hladinou HDL. U HDL Cc¢astic navic dochazi ke zméné slozeni,
kdy hladiny fosfolipidd, esterifikovaného a volného cholesterolu jsou snizeny, a hladiny
triglyceridi zvyseny. Pti dlouhodobém puisobeni Cd se rovnéz zvysuje sérova aktivita
alaninaminotransferazy (ALT) a laktatdehydrogenazy (LDH), a stejné tak hladiny GSH
a 3,4-methylendioxyamfetaminu (3,4-MDA) v jaterni tkani. GSH a 3,4-MDA
jsou antioxidanty, pii jejichz vycerpani nebo inaktivaci dochazi ke zvySeni toxického
piisobeni Cd?". Z téchto skute¢nosti vyplyva, Ze hlavnim mechanismem chronické
hepatotoxicity kadmia je oxida¢ni stres (Shaikh a kol., 1999; Sarmiento-Ortega a kol.,
2017).
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1.1.7 Vliv Cd na nervovou soustavu

Esencialni prvky jako Zn a Se maji schopnost zmirnit toxicky dopad Cd
na nervové buiiky. Pfi oSetfeni bun¢k roztokem Zn nebo Se pted aplikaci Cd nedochazi
k tak rozsahlému sniZeni Zivotaschopnosti bunék. Vlivem Cd se zvySuje produkce
reaktivnich forem kysliku (ROS) u diferencovanych i nediferencovanych nervovych
bunck. U téchto bunck lze kadmiem vyvolané produkci ROS zabranit preventivnim
oSetfenim bunék Zn. Selen ma ochranné ucinky pouze u nediferencovanych bun¢k.
Cd téz vyvolava stres endoplazmatického retikula (ER), ktery Ize snizit pomoci Zn i Se.
Dalsim ucinkem Cd je aktivace apoptické drahy, kdy uroven exprese pro-apoptického
proteinu BAX je vlivem Cd dvojnasobnd. Vlivem Zn dochazi ke sniZeni hladiny tohoto

proteinu (Branca a kol., 2018).

1.1.8 Vliv Cd na kosti

U jedinch vystavenych chronickému plsobeni nizkych hodnot Cd se miizZe
projevovat demineralizace kosti. S tou je spojena zvySena kiehkost kosti a vyssi riziko
zlomenin. Jesté pred vznikem proteinurie se projevuje kalciurie. Vlivem Cd nedochazi
K tvorbé aktivniho vitaminu D (vit. D), to ovliviiuyje a sniZzuje vstiebavani
Ca ve dvanactniku a jeho reabsorpci v distalnim tubulu (Staessen a kol., 1999). Mize
dochazet k projevim osteomalacie a osteoporozy (WHO, 2010). Kadmium
ma také schopnost pfimo ovliviiovat kostni buniky negativnim plisobenim na jejich
schopnost produkovat a mineralizovat kolagen. RovnéZ sniZuje schopnost bunék

inhibovat produkci prokolagenovych C-proteaz (Staessen a kol., 1999).

1.1.9 Vliv Cd na téhotenstvi

U tehotnych dochazi pii pozteni Cd v pitné vod€ ke snizeni hmotnosti plodu.
Cim je vys§i koncentrace Cd ve vodg, tim je vy3si jeho mnozstvi naakumulované
umatky azvysSuje se jeho vliv na rast plodu, vyvoj placenty a transport Zn
pies placentu. Vlivem Cd se snizuje hmotnost plodu, snizuje se téz hmotnost a velikost
placenty a vnitini prostor cév placenty. VétSina Cd naakumulovaného v téle matky
se uklada v jatrech a v ledvinach. I ptesto, Ze vlivem Cd naakumulovaného v téle matky
dochazi k zvySeni mnozstvi Cd v jatrech plodu, jedna se o nepatrné zvySeni
pfi porovnani s mnozstvim matefského kadmia (Wang a kol., 2016).

Vlivem Cd injektovaného do téla gravidnim mySim jedinciim dochazi ke zvySeni

mnozstvi placentarniho Zn a snizeni embryonalniho Zn (Wang a kol., 2016). Placenta
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funguje jako bariéra mezi matkou a plodem zabraiujici prenosu Cd
(Baranowski a kol., 2002). Kadmium zptisobuje snizeni exprese mRNA placentarnich
ZnT. Konkrétné se jedna o placentarni ZnT-1 a ZnT-2. Teratogenni u¢inky kadmia
ajeho ovlivnéni placenty jsou zavislé na stadiu gestace v dobé expozice a na mnozstvi
zinku v té€le (Wang a kol., 2016).

Mnozstvi Cd v matefském mléce je pfi porovnani s hladinami Pb a As nizsi.
U Zen, které kouftily pfed téhotenstvim, je hladina Cd v mléce vysoka. Pripustny tydenni

pfijem Cd u novorozencu je 2,5 mg na kilogram t¢lesné vahy (Bassil a kol., 2018).

1.2 Rtut

Rtut' je prvek vyskytujici se Vv pfirodé predevsim jako sulfid rtutnaty, oxid
rtutnaty ¢i methylrtut. Muzeme ji rozdélit podle formy na elementarni, organickou
a anorganickou rtut. Elementarni neboli kovova rtut’ je leskly stéibrny kov, za pokojové
teploty tekuty. Hojné se vyuziva ve rtutovych teplomeérech, elektrickych spinacich
arelé, barometrech, fungicidech, bateriich, katalyzatorech, zubnich vyplnich, pfi té¢zbé
zlata zrudy, pii galvanickém pokovovani a Vviadé dalSich vyrobnich procesu.
Pti pokojové teploté se urcité mnozstvi tekutiny odpafi za vzniku rtutovych vypart,
Které jsou pii vdechnuti siln¢ toxické. Anorganické slouceniny rtuti obsahuji siru, kyslik
nebo chléor a maji nejéastéji formu bilych prasku ¢i krystalt. Organickd forma rtuti
obsahuje ve struktufe uhlik a do organismu se snadno dostava diky své rozpustnosti
Vv tucich. Neékteré bézné se vyskytujici organismy jako jsou houby, fytoplankton
a bakterie, maji schopnost pietvaret anorganickou formu rtuti na organickou. Touto
cestou vznikd nejCastéji methylrtut. MnoZstvi rtuti v pfirodé se zvySuje pfirozenym
rozkladem minerald nebo cCinnosti Clovéka pii spalovani fosilnich paliv a pfi tézbe
(ATSDR, 1999; Zahir a kol., 2005; Park a Zheng, 2012).

lonty rtuti maji v organismu vysokou afinitu k biomolekulam obsahujicim -SH
skupinu, mezi které tfadime napiiklad Alb, GSH, Mt, N-acetyl cystein (NAC),
homocystein (Hcy) a Cys. Tedy po absorpci do organismu jsou ionty rtuti pfitomny
navazané na téchto molekulach linearni koordina¢né kovalentni vazbou. Konjugaty rtuti
a thiolt, jako jsou Cys, Hcy a GSH jsou strukturné¢ podobné endogennim latkam jako
je cystin, disulfid glutathionu (GSSG), homocystin a methionin. Diky této podobnosti
dochazi k transportu téchto konjugati do bunék pomoci bunécénych transportéri
a k ovliviiovani intracelularnich procesu. Zde je cystin bézné vyuzivan jako substrat

pro intracelularni enzym y-cystathionazu, jehoz aktivace probiha navazanim cystinu
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¢i cystathionu. P¥i navéazani Cys S-konjugatu Hg?* Kk této aktivaci nedochdzi. Tedy Cys
S-konjugat Hg?" napodobuje strukturni vlastnosti cystinu, ale ne jeho funkéni vlastnosti
(Bridges a Zalups, 2005). Hlavnim mechanismem toxického pisobeni rtuti je inhibice
enzymul, vV jejimz dusledku dochazi k poSkozovani bun¢k. Mezi doprovodné
mechanismy fadime vyvolani oxidacniho stresu a autoimunitnich procest

(Park a Zheng, 2012).

1.2.1 Expozice

Vsechny organismy jsou vystaveny uréitému vlivu rtuti, jelikoz rtut’ se v ptirodé
v malém mnozstvi vyskytuje pfirozené. Diky cinnosti Clovéka je jeji mnozstvi
v méstském ovzdusi vys§i. Jedna se piiblizné o 10-20 ng/m3. V nezastavénych oblastech
se jeji hladina pohybuje okolo 6 ng/m®. V povrchové vodé je pak hladina 5 dild rtuti
na bilion dilt vody, v ptdé pak 20-625 dila rtuti na miliardu dilt pudy (ATSDR, 1999).
Predpoklada se, Ze emise rtuti kazdoro¢né vzroste o 5 % (Zahir a kol., 2005).

Zubni vyplné jsou z 50 % tvofeny kovovou rtuti. Zbytek je tvofen cinem,
sttibrem, mé&di a stopovym mnoZstvim zinku. MnoZstvi rtuti uvolnéné ze zubnich naplni
¢ini az 75 % denni expozice. K dal§i expozici mize dochazet jejim vdechovanim
v okoli elektraren, spalovacich motori, spaloven odpadt, Vokoli skladek
snebezpe¢nym odpadem nebo v blizkosti vyroben vapna (ATSDR, 1999;
Zahir a kol., 2005). Intoxikace organismu muize probihat i pozfenim kontaminovanych
potravin a vody, farmaceutickych vyrobkt s uritym obsahem rtuti, pfipadné uzivanim
kosmetickych vyrobkt s obsahem rtuti (Zahir a kol., 2005). Nejvyssi piijem rtuti
Zpotravy maji 1lidé svysokou konzumaci motskych Zzivoichi  Zijicich
v kontaminovanych vodach. Plati pravidlo, Ze ¢im star$i a vétsi zvife, tim vice rtuti
je vném nahromadéno (ATSDR, 1999). V GIT traktu dochazi ke vstiebani 7-15 %
z celkové davky. Anorganicka rtut’ mize do téla vstupovat i skrz kiizi pres epidermis,
mazové Zlazy nebo vlasové folikuly. Neni tékavd, tedy u ni nemiize dochazet
k ndhodnému vdechnuti par (Park a Zheng, 2012). Jejim hlavnim mistem akumulace
jsou ledviny (ATSDR, 1999). Skrz hematoencefalickou bariéru a placentu anorganicka
rtut’ neprochazi diky své neschopnosti rozpustit se v tucich. Oproti anorganické formé
je elementarni forma rtuti tékava, a proto muze dojit k vdechnuti jejich par.
Po vdechnuti dochazi k absorpci az 80 % davky Hg v plicich (Park a Zheng, 2012),
odtud se elementarni rtut dostane do krevniho fecisté, kterym je transportovana

do cilovych organt (ATSDR, 1999). V krvi dochazi béhem nékolika minut k jeji oxidaci
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na Hg?*. JelikoZ je elementarni rtut’ rozpustna v tucich, méize prochézet skrz placentu
a hematoencefalickou bariéru. Pred oxidaci se elementarni forma rtuti vyskytuje v Krvi
dostatecné dlouho, aby se jeji ¢ast dostala pfes hematoencefalickou bariéru a pronikla
do mozku, kde dochazi k jeji oxidaci. V oxidované formé jiz neprojde bariérou zpét
aje zde ukladana vazbou na thiolové skupiny (Park a Zheng, 2012) v anorganické
form¢ (ATSDR, 1999). Do mozku se muze dostat i pomoci ¢ichové nervové drahy,
kdy projde nosni sliznici (Park a Zheng, 2012). Ovliviiuje jak mozek a ledviny,
tak i centralni nervovy systém (CNS), jatra a vyvoj plodu. Organické formy rtuti
se do tkani dostavaji nejsnadnéji a rovnéz se hromadi v mozku a plodu. Pti pokojové
teploté¢ vznikaji pary této formy, jejichz vdechnutim se organické slouceniny snadno
dostanou do organismu (ATSDR, 1999). Piiexpozici rtuti se v organismu zvysi
mnozstvi Mt (Park a Zheng, 2012).

1.2.2 Vylu€ovani

VétSina piijaté kovoveé rtuti je vyloucena moci a stolici. Mensi ¢ast pak opousti
télo vydechnutim. Anorganickéd rtut’ je vylu€ovana moci a stolici po dobu nckolika
tydnl az mésict. Miize dochézet k jejim preménam na kovovou rtut, kterd je posléze
vyloucena dechem ve formé rtutovych par. Organické formy rtuti, jako je naptiklad
methylrtut, mohou byt télem pfeménény na anorganickou formu, kterd je nasledné
vylucovana z téla stolici po dobu nékolika mésict (ATSDR, 1999).

Rtut muze byt vyluCovana stifevem dvéma mechanismy. Prvni moZnosti
je transcelularni &i paraceluldrni sekrece Hg?* skrz enterocyty. Druhym mechanismem

je doprava Hg?* do lumenu stiev zlu¢i (Bridges a Zalups, 2005).

1.2.3 Vliv Hg na enterocyty

Absorpce Hg®" je ovlivnéna obsahem stfev, tedy pfitomnosti ligandd,
na které se Hg?* navaze. Samotny zpiisob transportu Hg?" ze stfev také zavisi na typu
navazané¢ho ligandu. V potravé je pritomna fada aminokyselin a peptidu,
které se v piipadé pritomnosti Hg?* chovaji jako ligandy. Lze tedy fici, ze Hg?" utvofi
konjugat s témi obsahujicimi volnou -SH skupinu. Takto vznikly konjugat je nasledné
diky své podobnosti s jinymi latkami transportovan do téla. Hlavnim mistem absorpce
je dvanactnik. Transport Hg?* z enterocytd je ovlivnén jejich vnitinim pH, pokud
je alkalické, piechod rtuti do krve je usnadnén. Pii pH 4,7 dochazi k hromadéni rtuti

v enterocytech. Presny mechanismus tohoto transportu vsak neni znam. Organicka
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forma rtuti se do téla nejCastéji dostane praveé pozienim kontaminované vody ¢i potravy
skrz luminalni cytoplazmatickou membranu enterocytii ve formé S-konjugatd CHsHg"
sCys a cysteinylglycinem (CysGly). Piitomné dehydropeptidazy degraduji
CHsHgSCysGly  na CHsHgSCys.  Nedegradované  mnozstvi ~ CH3HgSCysGly
se do enterocytll dostava pomoci dipeptidovych piipadné tripeptidovych transportéri.
Vétsina konjugatit CH3HgSCys je do tenkého stieva privadéna zluéi, odtud jsou znovu
vstfebavany enterocyty pomoci transportérii velkych neutralnich aminokyselin, které
patii do tzv. L systému. Tento systém je pfitomny jak v apikalni, tak v bazolateralni
membrané a vyznacuje se Sirokou substratovou specifitou. Jedna se o dimer tvofeny
lehkym a tézkym fetézcem, které jsou spojeny disulfidickou vazbou. Dle poznatkt
zahrnuje L systém dv€ izoformy aminokyselinovych transportérli, a to L transportér
aminokyselin 1 (LAT 1) a LAT 2. Pfi transportu pomoci tohoto systému napodobuje
CH3Hg-S-Cys endogenni molekulu methionin. Transporty organické formy rtuti lze
rozdélit do dvou skupin. Do prvni patii ty zavislé na GGT do druhé pak ty transportéry,
které lze inhibovat probenecidem. K transportu CHzHgSCys skrz bazolateralni
membranu enterocytll se téz vyuzivaji transportéry GSH diky jejich vzajemné

podobnosti (Bridges a Zalups, 2005).

1.2.4 VIiv Hg na jatra

Transport Hg?" pfes sinusovou membranu hepatocytii neni prozatim
pfesné zdokumentovan. Predpoklada se, ze je wuskuteCiovan pomoci stejnych
transportérd, které transportuji Hg?* v jinych organech. Na kanalikuldrni membrané jsou
pfitomny transportéry GSSG, které se na té sinusové nevyskytuji. Transport Hg?*
pfes kanalikularni membranu je zavisly na cytoplazmatické koncentraci GSH.
Jeho nizka koncentrace zamezuje transportu Hg?* z hepatocytii. Predpoklada se tedy,
7e GSH utvoii komplex s Hg?*, jez je podobny GSSG. K pienosu pres kanalikularni
membranu je nasledné¢ vyuZivan prenase¢ pro GSSG. Organickd forma rtuti
je po vstiebani enterocyty v tenkém stievu, ve formé S-konjugatu CHsHg",
transportovana krvi do jater. Zde je akumulace CHsHg" ovlivnéna hladinami Cys
a GSH, které také ovliviiuje transport S-konjugatu CHsHg" zjater do Zludi.
Na kanalikularni membran¢ jsou S-konjugaty organické a anorganické formy rtuti
transportovany GSH transportérem. Timto transportérem se z jater do zlu¢i dostava

vétsina CH3HQSG. Ve zZlu¢i pak dochazi k jeho katabolizaci na CHzHgSCys,
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ktery je vstfebavan enterocyty v tenkém stievé nebo buitkami vystylajicimi zluc¢ovody
(Bridges a Zalups, 2005).

1.2.5 Vliv Hg na nervovou soustavu

Organicka forma rtuti ma na organismus silné negativni ucinek diky
své organické Casti, pomoci které se snadno transportuje a zacleiuje do tkani. Hlavnim
mistem u¢inku CHsHg" je mozek a CNS. Plati zde, stejné jako u anorganické formy
rtuti, Ze se CHzHg" v organismu nevyskytuje ve volné formé&. Téméi okamzité po svém
vstupu do organismu utvaii konjugaty s latkami obsahujicimi thiolovou skupinu,
mezi které fadime Cys, GSH, NAC ¢i Hey. Velky vyznam ma Cys S-konjugat CHsHg",
ktery ma schopnost projit pfes hematoencefalickou bariéru za pomoci transportérii
velkych neutralnich aminokyselin fadicich se do L systému (Bridges a Zalups, 2005).

Pii vyssi expozici pojidanim jidla vyrobeného ze surovin kontaminovanych rtuti
se béhem nékolika mésict projevuji u dospélych jedinct ptiznaky parestézie, ataxie,
dysartrie a hluchoty, které mohou byt nasledovany smrti (Myers a kol., 2000). Nizké
koncentrace Hg vyvoldvaji u dospélych tvorbu a-synukleinli v dopaminergnich
neuronech, vlivem toho vznikaji Lewyho téliska. Tyto procesy mohou vést
k parkinsonismu. Vlivem navéazani Hg na aminokyseliny obsahujici siru, dochazi
K nefunkénosti fady kofaktordi a enzymt z ddvodd inaktivace piitomné siry.
Takto znemoznéna oxidace siry zpusobuje nemoci jako amyotrofickou lateralni
skler6zu, lupus, Alzheimerovu chorobu, autismus a revmatoidni artritidu. Klinickymi
projevy intoxikace rtuti jsou svalovd unava, sniZzend svalova sila, naruSend jemna
motorika, snizeni pozornosti, deprese, poskozeni zraku a kratkodobé sluchové paméti
(Zahir akol., 2005). Dale muze zpuUsobovat stomatitidu, nadmérné slinéni,

nesnasenlivost, plachost a podrazdénost (Park a Zheng, 2012).

1.2.6 Vliv Hg na plodnost, téhotenstvi a détsky vyvoj

Predpoklada se, Ze diky molekulové podobnosti s jinymi endogennimi latkami,
je Hg?* v komplexu s aminokyselinami obsahujicimi volné -SH skupiny transportovana
pomoci transportéri téchto endogennich latek. Organicka forma rtuti ovliviiuje
jak placentu samotnou, tak vyvoj CNS plodu. Konjugaty CH3Hg" se snadno dostavaji
ptes placentu transportem, do kterého je zapojen L systém. Pfi soucasném pfiijmu
methioninu a rtuti dochazi k zvyseni jejich transportu skrz placentu. K této skute¢nosti

pravdépodobné dochazi diky konverzi methioninu na Cys, ktery utvaii s CHsHg"
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S-konjugaty. Kromé L systému se v placenté vyskytuji itransportéry organickych
kationtlh (OCT), polypeptidy transportujici organické anionty (OATP), kanalikularni
multispecificky organicky aniontovy transportér 1 (cMOAT), OAT aZnT. Diky
CMOAT je urcita ¢ast CHsHg" z plodu transportovana zpét do krevniho ob&hu matky
(Bridges a Zalups, 2005).

Rtut’ znecistujici vody se akumuluje ve vysoké mife Vrybach. Pii vysoké
konzumaci bézn¢ dostupnych ryb v prenatalnim obdobi nebyl zjistén nezaddouci ucinek
na vyvoj plodu (Myers a kol., 2000). Avsak u Zen vystavenych nizkym hladinam rtuti
po dlouhou dobu dochazi vlivem akumulace rtuti v téle k menstruaénim porucham
a ke snizené schopnosti ot¢hotnét. Pfi vysokych hladinach methylrtuti dochazi
K potratim, pfi nizkych maze plod piezit. U téchto plodi dochazi k ovlivnéni vyvoje,
ato predevSim nervové soustavy. U novorozencli byla pozorovdna psychomotoricka
retardace projevujici se poruchou motoriky, pohyblivosti jazyka a paméti. U nékterych
jedinct se projevil autismus. Z neuropatologického hlediska dochazi k dysplazii kiry
mozku a mozecku a neurondlni ektopii. Kritickym obdobim pro expozici je druhy
trimestr. Po narozeni novorozenci piijimaji rtut’ ztéla matky matefskym mlékem.
Pozorovana byla i snizend plodnost u muzi vlivem snizené pohyblivosti spermii

(Zahir a kol., 2005).

1.2.7 Vliv Hg na erytrocyty

Do erytrocyttl je organickd formy rtuti transportovana pomoci n¢kolika systému.
Hlavnim transportérem jsou OAT, dale se zde vyskytuji cysteinovy transportér,
transportér chloru, D-glukézovy transportér a difuzni transportér. Pro vstup do ERY
pomoci téchto transportér rtut’ napodobuje substraty téchto transportéru (Bridges
a Zalups, 2005).

1.2.8 Vliv Hg na imunitni systém

Jedinci s alergii a imunitnimi nemocemi maji lymfocyty citlivéjsi. Tato skutecnost
byla pozorovana u jedincu s atopickym ekzémem, systémovym lupusem ¢i roztrousenou
sklerozou. Vlivem chronické expozice nizkym hladinam kovové rtuti dochazi k poruse
cirkulujicich natural killer (NK) bunék a monocytl. Anorganicka rtut zplsobuje
funk¢ni poruchu monocyto-makrofagového systému (Zahir a kol., 2005).

Contrino a kol. uvetejnil roku 1988 in vitro studii o vlivu chloridu rtutnatého

na polymorfonuklearni leukocyty. Pii dostatecné koncentraci byl prokazan znacny vliv
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na jejich funkci a Zivotnost. Koncentrace 1*10° mol/l HgCl, zpisobuje lyzu bungk
a uvoliovani LDH do krevniho fecisté. Pti nizsich koncentracich nebyly vyse popsané
procesy pozorovany, dochazelo vsSak k inhibici adherence, potlaceni fagocytdzy,
polarizaci a chemotaxi. Naopak dochazi ke zvySeni chemiluminiscence podporujici
tvorbu H20,.

1.3 Olovo

Olovo je prvek vyskytujici se v malém mnozstvi v zemské kaie (WHO, 2010).
Mize byt pfitomno ve formé olovnaté soli, nebo kovového olova (Bridges a Zalups,
2005). Jeho mnozstvi v ptirodé se zvySuje aktivitami jako je geochemické zvétravani,
sopecna c¢innost a Cinnost Clovéka. Kt¢ se fadi taveni, tézba, rafinace, spalovani
olovnatého benzinu, pajeni, vyroba Sperkli a olovénych akumulac¢nich baterii, keramiky,
slitin a barev, pfipadné pouziti olovénych trubek na vodovodni potrubi, recyklace
elektronického odpadu (WHO, 2010). Olovnaté barvy jsou hojné pouzivané u hracek
vyrobenych v Ciné. Vlivem toho miize dojit k intoxikaci d&ti (Gonick, 2008).

Transport Pb?* do bunék je zprostfedkovan DMTI. P¥i pH 5,5 je piijem Fe
bunikami skrz DMT1 vys§i v porovnani s transportem pii pH 7,4. U Pb dochazi
ke zvySeni transportu pouze pii pH 5,5. Tedy pii pH 5,5 muze zvySeny obsah Fe
ve stravé snizit ptijem Pb, diky pfednostnimu transportu Zeleza (Bannon a kol., 2002).
Pti nedostatku DMT1 se snizi pfijem Fe ale ne Pb, to znaci o existenci dal§iho
mechanismu transportu Pb. Tim mize byt transport pomoci Ca®" kanalki a iontové
mimikry, kdy diky podobnosti Ca a Pb dochazi k priichodu Pb?" vapenatymi kanalky
namisto Ca?*. Slou¢eniny zpiisobujici depolarizaci bunék a otevieni vapenatych kanalt
podporuji vychytavani Pb. Dalsi transport mize probihat pies aktivni transportéry Ca?*,
jako jsou Ca?*-ATPazy. Do erytrocytil je Pb transportovano pomoci aniontového
vymeéniku. Predpoklada se, Ze transportér GSSG na kanalikularni membrané hepatocytl
zprostifedkovava transport S-konjugéth Pb s GSH. V epitelovych bunikach proximalnich
tubult miizou byt komplexy Pb?" a proteinti piijimany endocytézou. Uvnitt buiiky
pak podléhaji degradaci v lysozomech. Olovo umi rovnéz napodobovat endogenni ionty
avazat se misto nich na intracelularni vazebnd mista. Napiiklad mize funkéné
nahrazovat Ca®* na kalmodulinu, ktery funguje jako regulator intracelularniho Ca?".
Olovo také ovliviiuje proteinkindzu C, jez je bézné aktivovana navazanim Ca?".
Pii intoxikaci olovem misto toho dochazi k navazani Pb?*, ktery je navazan delsi dobu

nez vapnik anegativné ovliviiuje bunku. Za béznych podminek proteinkindza C
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ovliviluje organizaci cytoskeletu, bunééné déleni a komunikaci bun€k mezi sebou.
V tomto ptipadé mize olovo napodobovat funkéni i strukturni vlastnosti endogennich
latek. Vysoké hladiny Pb narusuji hematoencefalickou bariéru, coz vede k otoku mozku
(Bridges a Zalups, 2005).

1.3.1 Expozice

K expozici dochazi pozitim kontaminovaného jidla, vody, pasivni ¢i aktivni
inhalaci cigaretového koufe a vdechovanim kontaminovaného prachu. Ke kontaminaci
jidla muze dochazet jeho vyrobou z kontaminovanych surovin nebo uchovavanim
Vv plechovkach obsahujicich Pb. U olovnatych plechovek ma zna¢ny vliv na uvoliovani
Pb kyselost potraviny (WHO, 2010). Mezi potraviny schopné akumulovat Pb
ze zneCisténi prostiedi fadime napiiklad ryzi (Khan akol., 2018), brambory, mrkev,
fepu, kapustu, porek, rebarboru (Norton a kol., 2015) a ryby (Storelli a kol., 2005).
Ke kontaminaci vody dochéazi nejcastéji jejim pritokem olovénym vodovodnim
potrubim. Nejsnadné&ji se zného olovo uvoliuje do mékké kyselé vody. Nejvice
nachylné na expozici olovu jsou té¢hotné Zeny, kojenci a malé déti. Hlavnimi divody
pro zvysenou citlivost déti jsou nedovyvinuta hematoencefalickd bariéra, sniZzena
télesnd hmotnost, vyssi hladina vdechovaného kontaminovaného prachu a vyssi
absorpce v GIT. Tedy v krvi ditéte je hladina Pb 4-5x vyssi nez u dospélych (WHO,
2010). Znacna expozice probihd u pracovnikii v automobilovém primyslu (obr. 2)

(Ahmad a kol., 2018). Hladina expozice se zjistuje z krve, kosti a zubu (WHO, 2010).

vvvvv
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Control Group Auto Technicians

Hair: 5 mg Pb kg Hair: 24 mg Pb kg"

Blood: 22 pg Pb dL" . Blood: 65 pg Pb dL"

Obr. 2: Rozdil koncentrace olova mezi kontrolni skupinou a skupinou
pracovnikii v automobilového primyslu ve vlasech, nehtech a krvi
(Ahmad a kol., 2018).

1.3.2 Toxicita

Olovo ma schopnost nahrazovat v molekulach polyvalentni ionty (pf.. Ca?*
a Zn?*), ¢imz ovliviiuje transport kovil, energeticky metabolismus, apoptdzu, iontovou
vodivost, buné¢nou adhezi, intercelularni a intraceluldrni signalizaci, rizné enzymatické
procesy, dozravani proteinii a genetickou regulaci. V builkach je vazebnd selektivita
vyvinuta pro bézné se vyskytujici endogenni ionty, pro cizorodé ionty regula¢ni
mechanismy vyvinuté nejsou. Olovo mé znac¢nou afinitu ke kysliku a sife vyskytujicich
se ve vazebnych mistech proteind. Pii nahrazeni Zn?* &i Ca?* olovem dochézi k naruseni
bunéénych funkci. Je znama skute¢nost, ze vazebna mista zinku maji vyssi afinitu k Pb
neZ vazebna mista Ca. Pfi intoxikaci maji ale vy$§i vyznam vazebna mista Ca diky
své vys§i Cetnosti vyskytu v organismu. Tato vazebnd mista nesou negativni naboj,
vapenaté ionty jsou nabité kladné. Jejich vzajemnou interakci dochazi ke strukturnim
a funkénim zmeénam proteini. Dale zpUsobuji snizeni elektrického naboje proteinu
azménu elektrostatické interakce s dal§imi molekulami. Afinita olova ke specifickym
vazebnym mistim Ca?* a Zn?' je vyssi, nez maji tyto ionty. Olovo na misté Ca?*
zpusobuje abnormalni aktivaci proteinu, na misté¢ zinku inhibuje vazebné proteiny.
Pii zaméné Ca?* iontu za Pb?* miize byt vapnik nahrazen strukturné i funkéng, u zinku
ma zdména za Pb?* vzdy $kodlivé ucinky. To je pravdépodobné zpiisobeno vyraznymi
rozdily mezi olovem a zinkem v koordinaénim Cdisle, elektronické konfiguraci,

elektronegativité a iontovém poloméru (Garza kol., 2006).
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Po intoxikaci organismu je Pb transportovano do kosti, jater, ledvin a mozku.
Jednd se o kumulativni prvek, proto jsou castéji pozorovany chronické ucinky
na organismus. K jeho hromadéni dochazi v kostech a zubech. Zptsobuje zmény
kardiovaskularniho systému a mentalni retardaci (WHO, 2010). U déti, u kterych
dochazi k otravé olovem castéji (Garza akol., 2006), ovliviiuje piedev§im vyvoj
nervového systému, zpusobuje agresi, snizeni inteligencniho kvocientu a poruchu
pozornosti (WHO, 2010), snizenou syntézu hemu, zpomaleni ristu a ovlivnéni
neurobehavioralniho vyvoje (Schell akol., 2003). U t¢hotnych Zen ovliviiuje vyvoj
plodu, snizuje porodni vahu, mize zptusobovat pred¢asny porod, vyskyt malformaci,
potrat nebo narozeni mrtvého ditéte. Akutni intoxikace Jje provazena
gastrointestinalnimi projevy jako je bolest bficha, nauzea, zvraceni a anorexie,
hypertenze, porucha jater a ledvin, neurologické projevy jako ospalost a encefalopatie,
po kterych maZou nésledovat kiete a smrt. Castéji pozorovana chronickd expozice
zpusobuje podrazdéni, bolest hlavy, letargii, svalovou slabost, kiece, tfes, paralyzu,
ataxii a anémii. Expozice vdechovanim zpusobuje rakovinu plic. U muzi olovo
zpusobuje snizeny celkovy pocet spermii a zvySeny vyskyt abnormalnich spermii

(WHO, 2010).

1.3.3 Vliv Pb na téhotenstvi a détsky vyvoj

Pii zjistovani miry pfenosu Pb ztéla matky do téla plodu se sleduji hladiny
krevniho olova matky po celou dobu téhotenstvi a pii porodu, nasledné se zjistuje
hladina krevniho olova unovorozenci. Timto zplisobem byla zjiSténa korelace
mezi téhotenskym BMI, t¢hotenskou vahou a krevni hladinou Pb u novorozencd.
Pii vy$si vaze a vétSim obvodu paze matky je hladina novorozeneckého krevniho Pb
niz8i. Vztah byl také pozorovan mezi krevnim Pb novorozencti a matefskym piijmem
zeleza, Ca a vit. D (Schell akol., 2003). Celkova davka Pb, ktera pasobi na plod,
je vysledkem expozice matky a uvolnénym Pb z matefské kostry (Silbergeld, 1991).
Hladina krevniho olova novorozencii se d4 regulovat pomoci Gpravy matetské stravy
(Schell a kol.,2003). Bylo pozorovano, ze hladina krevniho Pb je vys$i u déti
s nedostatkem Fe (Bradman a kol., 2001). U Zen nad 30 let byla zjisténa vyssi hladina
Pb v mateiském mléce v porovnani s mlad§imi Zenami. Zeny po menopauze maji vyssi
hladiny krevniho Pb nez Zeny pied menopauzou. U matek vystavenych vlivu Pb

v détstvi byla namétena zna¢na hladina krevniho Pb v téhotenstvi (Silbergeld, 1991).

33



1.3.4 Vliv Pb na krevni obraz
Krevni olovo ma biologicky polo¢as 35 dni. Zdejsi Pb je z 99 % vazano v ERY

na dehydratazu aminolevulové kyseliny (ALAD). Ta existuje ve formé kodominantnich
alel ALAD-1 a ALAD-2. U pracovnikii heterozygotnich ¢i homozygotnich
pro ALAD-2, je vyssi hladina Pb v krvi pfi porovnani s pracovniky homozygotnimi
pro ALAD-1. ALAD-2 mé vyssi schopnost vazat Pb v netoxické formé. U jedinct
pracovné¢ vystavenych olovu je exprimovan erytrocytovy vazebny protein olova
v piipad¢, Zze hladina krevniho olova presahne 39 pg/dl. Takto navazané Pb
je netoxické. Pokud nedojde ke vzniku olovo vézajiciho proteinu, kK toxickym ucinkiim
olova dochazi jiz pti malych koncentracich (Gonick, 2008). Do ERY se Pb dostava
pomoci aniontovych vyménikt po vytvoieni komplexu s HCO3™ (Garza a kol., 2006).
Olovo snizuje zivotnost erytrocytl, zpusobuje anémii a zvySuje retikulocytozu.
Ovliviiyje syntézu hemu poskozenim enzymd, které¢ se na tomto procesu podili. Jedna
se 0 koproporfyrinogen oxiddzu, ferrochelatizu a dehydratazu kyseliny
d-aminolevulové. Vznikla anémie muze byt mikrocykticka, makrocykticka,
normocytarni ¢i hypochromni. M4 vliv i na zastoupeni leukocyti a trombocytt.
Muze zptisobovat priecitlivélost imunitniho systému a diky tomu zvySeni imunitni
odpovédi. Vlivem interakce s G proteinem a tyrosinkinazou zpisobuje naruseni
bunécné diferenciace a proliferace. Pfipadné ovliviiuje mnozstvi hematopoetickych
cytokini. Konkrétné se jedna o snizeni hladiny faktoru stimulujiciho kolonie
granulocytd, faktoru kmenovych bunék, interleukinu 7, hepatocytového rtstového
faktoru, adhezni molekuly 1 endotelialnich bunék krevnich desticek a odvozeného
ristového faktoru. Chronickd expozice pii hladiné¢ olova v krvi pod 50 pg/dl
neovliviiuje pocet ERY, leukocyti a hladinu hemoglobinu. Zputsobuje ale snizeni
sttedniho objemu ERY, obsahu hemoglobinu v ERY a hematokritu. Také ovliviuje
pomérové zastoupeni ruznych typid leukocytli, zplsobuje zvySeni koncentrace
hemoglobinu v ERY a stfedniho objemu desticek. Pocet smiSenych bun¢k v krevnim

fecisti je u jedinct vystavenych olovu 118x vyssi (Chwalba a kol.,2018).

1.3.5 Vliv Pb na kosti

Olovo meéni schopnost bunc¢k v kostech reagovat na regulacni mechanismy
diky naruseni systémi druhych posli Ca?* a CAMP. Rovnéz méni hladiny regulujicich
latek v krevni cirkulaci. Dale naruSuje schopnost bunék produkovat slozky kostni

hmoty, jako jsou naptiklad kolagen a osteopontin. Organickd matrice Kkosti,
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téz nazyvana osteoid, obsahuje velké mnozstvi kolagenu. Ten je tvofen osteoblasty
a vlivem PD je jeho produkce inhibovana. DalSim proteinem produkovanym osteoblasty
je osteokalcin, ktery se v osteoidu vdzan na hydroxyapatit. Jeho produkci stimuluje
1,25-dihydroxyvitamin D3 a olovo ji naopak snizuje. Cirkulujici hladiny tohoto proteinu
Vv séru odrazi stav a obrat kostni hmoty. Nizké hodnoty znaci snizenou aktivitu
osteoblasti. Ovlivnéni jejich funkce olovem lze zvratit chelatacni terapii. V porovnani
s osteoblasty jsou osteoklasty mnohem citlivéjsi na olovo a akumuluji ho vétsi
mnozstvi. V jejich jadrech a cytoplazmé dochazi ke vzniku kyselych olovnatych inkluzi.
Podobné jako u Ca?*, i u Pb?* dochazi k obnovovani depozice (Pounds a kol., 1991).

Béhem tchotenstvi a laktace jsou zvySené naroky na Ca. Ty jsou pokryty
zvySenym piijmem z potravy, zvysenou reabsorpci a demineralizaci kosti. Dochazi
téZ ke zménam metabolismu a regula¢nich mechanismi tohoto prvku. Regulace piijmu
a vydeje Ca probiha pomoci hormont 1,25-dihydroxyvitaminu D, prolaktinu
a parathormonu. V téhotenstvi je jejich koncentrace zvySena. Pii nedostatku Ca
a vitaminu D V potravé dochazi ke ztrat¢ kostni hmoty. Diky témto zméndm dochazi
k uvolfiovani Pb?* z kosti. Pii mobilizaci kostniho olova dochézi k jeho transportu
do krve a odtud do tkani matky i plodu. Pro receptory je olovo uvolnéné z kosti stejné,
jako olovo aktualn¢ piijmuté a na organismus pusobi stejné toxicky. Hladin Pb v krvi
se pii t¢hotenstvi rychle méni diky jeho prichodu pies placentu. Béhem tietiho
trimestru jsou pozadavky plodu piiblizné¢ 250 mg Ca a matky 1100 mg denné.
Pti laktaci je denné 400-1600 mg Ca obsazeno v mléce, tehdy se doporuceny denni
piijem Ca matky zvysi na 1300 mg (Silbergeld, 1991).

Détska kostra je pro ucinky olova citlivéjsi nez kostra dospélého. Vlivem olova
uni dochazi k opozdéné osifikaci kosti. Dal§im projevem je sniZeni rychlosti rlstu
a hladiny osteokalcinu v krvi. U pst byla pozorovana i zména fyziologie kosti (Pounds
akol., 1991).
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1.3.6 Vliv Pb na nervovy systém

Nervovy systém ve vyvoji je nejnachylngjsi na toxické u¢inky Pb?*. Olovo pisobi
na iontové kanaly a signalizaéni molekuly vzrusivych bunék nervového systému.
Pro tento typ bun&k jsou velmi dilezité iontové kandly Ca** majici dvé vazebné
struktury. Prvni a pravdépodobné nejcastéji Sse vyskytujici strukturou je motiv EF
(obr. 3).

Druhou strukturou je C2 doména s vysokou afinitou k Pb?*. Tvofi ji dva &tyflisté

B-listy s vazebnym mistem Ca®** ve smyckach spojujicich B-vlakna v horni &asti

A B
§£
-
o

Obr. 3: Motiv EF. (A) Motiv pojmenovan podle helixii E a F spojenych smy¢kou.
Jejich poloha je podobné ruce, kdy ukazovacek a palec miii ven z dlang, zbytek prsti je
stoen do pésti. Zelend Cast na obrazku je smycCka spojujici helixy, ve které se vyskytuji
zbytky tvofici vazebna mista Ca®*. (B) Zde je znizornéna konforma¢ni zména vlivem
navazani 4 atomid Ca?*. Pfed navazanim vapniku je konformace uzaviend, po navazani dojde
K jejimu otevieni a k odhaleni hydrofobnich vazebnych mist proteinu pro jiné molekuly
(Garza a kol., 2006).

proteinu (obr. 4). Navazanim Ca?" dochazi k elektrickym zmé&nam, nikoli ke zménam
konforma¢nim. Pokud ke konforma¢nim zménam pteci jen dojde, jsou brany
jako druhotna zmeéna. C2 doména je povazovana za elektrostaticky spina¢ pro spojeni
s jinymi molekulami a vyskytuje se u synaptotagminu a protein kinazy C (Garza a kol.,
2006).
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Obr. 4: Struktura domény C2 synaptotagminu I. Zluta kuli¢ka znazoriuje Ca®",
zeleng jsou znazornény smycky nesouci vazebna mista pro Ca?*. Vazebna doména C2 ma
dva typy. Zde je Cervené zndzornén fetézec Bl, ktery je stejny jako fetézec B8 druhé
topologie. V ostatnich fetézcich se topologie domény C2 1isi (Nalefski a Falke, 1996).

P¥i navazani Pb? namisto intracelularnich iontdi dochéazi k ovlivnéni funkce proteinti
pusobicich na vezikuldrni cyklus, proteinli systéml druhého posla, k ovlivnéni
signalizanich kaskdd a exocytarnich procest. Aktivaci kalmodulinu a proteint,
které reguluje, dochazi k ovliviiovani fosforylacnich a defosforyla¢nich procest
arovnovahy mezi tvorbou a degradaci signalizaénich molekul (pf.: cAMP, NO).
Kalmodulin také ovliviiuje modulaci riznych iontovych kanald dilezitych
pro bunécénou drazdivost véetné draslikovych kanalt aktivovanych vapnikem, receptort
N-methyl-D-asparagové kyseliny (NMDA) ¢i Ca?* kanalkil. Pii aktivaci kalmodulinu
olovem namisto vapniku tedy dochazi k ovlivnéni celkové celularni atmosféry. Por Ca?*
kanalku je tvofen 4 glutamatovymi zbytky, které se znaéi jako EEEE. Cim vys3i afinita
iontu k EEEE, tim rychleji projde kanalkem. Iontové interakce na tomto lokusu jsou
kompetitivni. Diky vys§i afinité Pb?" k EEEE dochézi k vytésnéni Ca?* z lokust a jejich
proudéni kanidlkem. Olovo blokuje jak Ca?" kanalky typu L, N, R, P,
tak nekteré draselné proudy v neuronech. V drazdivych buiikach dochazi vlivem Pb
ke zvyseni cytoplazmatické koncentrace vapniku diky jeho uvoliovani z mitochondrii.
Otevienim Ca?* pori se do cytoplasmy uvolni i cytochrom C zpiisobujici apoptozu
buiiky ¢i uvolnovani neurotransmiteri. Olovo také zhorSuje energeticky metabolismus
bunky, podporuje tvorbu ROS a zpisobuje peroxidaci lipidi cytoplazmatickych
membran. U ER, které bézn¢€ obsahuje vysokou koncentraci vapniku, olovo zplsobuje
inhibici Ca-ATP4zy. Vlivem této inhibice dochazi u koncentrace Ca?* ke zvyseni

Vv cytoplazmé a K snizeni v ER. Vycerpanim Ca®?* v ER dochazi ke zméné funkci
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zdejsich chaperonovych a signalizacnich proteintl. V jadie se olovo vaze na chromatin
ajaderné proteiny a ovliviiuje systémy opravy deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
(Garza a kol., 2006).

Klinické ptiznaky dysfunkce vlivem Pb se prvné projevuji u nervového systému.
Jako prvni je vlivem vyssi citlivosti na Pb ovlivnéna CNS, a to i nizkymi koncentracemi
Pb. Druhotné pak dochazi k ovlivnéni periferni nervové soustavy. Plati pravidlo, ze ¢im
vysSi je expozicni hladina Pb, tim vétsi je jeho vliv na systémové funkce. Indikatorem
poruchy nervové soustavy je zména rychlost vedeni signalu. Vlivem Pb dochazi
ke snizeni obratnosti a psychomotorické rychlosti, K periferni neuropatii a toxické
encefalopatii (Baker a kol., 1984). N¢které tkané jsou olovu nachylné&jsi nez jiné. Bylo
pozorovano velké poskozeni hipokampu v porovndni s jinymi tkdnémi. Biologicky
polocas rozpadu Pb v mozku ¢ini dva roky (Garza a kol., 2006). Pii krevnim olovu
vy$$im jak 40 ug/dl jsou patrna neurobehavioralni zhorSeni, zhorSeni tvorby slovni
koncepce, kratkodobé paméti a profili nalady. Zmény nalad se projevuji zvySenou
Cetnosti depresi, hnévu, zmatku a napéti. Pokud hladina krevniho olova piesahla
60 pg/dl, projevovala se u nich nadmérna unava a zhorSeni vySe popsanych poruch.
Také dochazi ke zhorSeni vizudlnich procesii a motorického vykonu (Baker a kol.,
1984). U krevnich hladin olova v rozmezi 5-35 pg/dl dochézi pii zvySeni hladiny
0 1 ug/dl ke snizeni 1Q o 2 az 4 body. Béhem téhotenstvi v tietim trimestru dochazi
k synaptogenezi. P¥i prichodu Pb?" placentou namisto Ca®" dochazi k jejimu narugeni
a k blokaci neurotransmiteru fidiciho cytoarchitekturalni vyvoj mozku (Silbergeld,
1991).
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2 Nefrotoxicita
2.1 Kadmium

Vliv Cd na ledviny se projevuje jeho pfitomnosti v moci ve form¢ Cd-Mt.
Tato koncentrace odrazi vystaveni kadmiu v minulosti a mnozstvi Cd depozitovaného
v organismu. Koncentrace naméifena v ledvinach a v mo¢i (UCd) je ovlivnéna délkou
expozice a velikosti davky  (Morales a kol., 2006; Jinakol., 2002). Kufaci maji
hladiny UCd v porovnani s nekuiaky vyssi (Jain, 2017). Ke zvySeni hladiny UCd
dochazi téz pti zvySené konzumaci alkoholu (Quraishi a kol., 2016). Hladina UCd
je pozitivné spjata s nartstem Kreatininu v moc¢i (Jain, 2017). Kriticka hladina Cd
v modi je 1 pg/ g kreatininu. Aby byla koncentrace Cd niz$i, nesmi pfijem Cd potravou
prevysit 2,5 pg na kg télesné hmotnosti za tyden (Jean a kol., 2018).

Se zvySujicim se mnozstvim nahromadéného Cd v téle, se zacinaji projevovat
renalni abnormality. Naruseni funkce ledvin se projevuje polyurii, proteinurii,
mikroalbuminurii, snizenim clearansu Kreatininu, zvySenim hladin N-acetyl-beta-D-
gluk6zaminidazy (NAG), ALT, LDH, GGT a glukézy v moci (Prozialeck a kol.,
2007; Morales a kol., 2006; Thun a kol., 1989). Kuvoliovani molekuly poskozeni
ledvin (KIM-1) dochazi 4-5 tydnu pted projevem proteinurie, 1-3 tydny pted detekci Mt
a Clara bun¢k (CC-16) v moci a 0 2 tydny dfive pied detekci a-glutathion S-transferazy
(a-GST). Hladina NAG v mo¢i se zvySuje az po 12 tydnech expozice Cd. Detekce
samotného Cd vylou¢eného moci je mozna po 4 tydnech expozice. Tedy KIM-1 a Cd
vylouéené moéi, jsou cCasnymi markery intoxikace (Prozialeck a kol., 2007;
Prozialeck a kol., 2009). Dochazi téZ ke zméné pH a mé€rmé hmotnosti moéi. V Krvi
se porucha ledvin projevi zménou hladiny mo¢ovinového dusiku (BUN). U epitelovych
bun¢k proximalniho tubulu dochazi vlivem Cd k ¢astecné ztraté mikrovilt, vyskytu
velkych cytoplazmatickych vakuol, zvySenému mnozstvi prominentnich lysozomut
a zmén¢ struktury mitochondrii. Misty mtizou bunky podléhat nekroze, coz mezi nimi
zpusobuje vznik mezer (Prozialeck a kol., 2007; Morales a kol., 2006; Thun a kol.,
1989). Pfi nizkych hodnotach Zn v séru je vliv Cd na ledviny vyssi (Lin a kol., 2014).

Tubularni dysfunkce se projevuje zvySenym vyluCovadnim nizkomolekuldrnich
(LMW) proteini moc¢i. Mezi LMW proteiny tfadime napiiklad PB2-mikroglobulin

aretinol vazajici protein (RBP). Zaroven dochazi ke snizeni reabsorpce Ca a fosfatii.
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Reabsorpéni kapacita nefrond je snizena. Pifi glomerularni dysfunkci dochazi
k vyluc¢ovani vysokomolekularnich (HMW) proteinti, mezi které fadime naptiklad Alb
a Tf. Kadmium zpasobuje pievazné tubularni dysfunkci. Glomerularni dysfunkce
se oproti tomu projevuje v omezena mife (Jin akol., 2002; Morales a kol., 2006;
Thun a kol., 1989).

P#i chronickém plsobeni Cd?* na ledviny se Vv renalni tkdni zvySuje hladina
antioxidantt GSH a 3,4-MDA. Shaikh a kol. provedl studii ve které zjistoval vliv
inhibice syntézy téchto antioxidanti a jejich nasledné vycerpani na nefrotoxické
pusobeni Cd. Z vysledkl vyplyva, ze pti vyCerpani GSH se nefrotoxické ucinky kadmia
projevi do 6 hodin po jeho podani zna¢nym zvySenim aktivity LDH a hladiny proteint
vmoci (Shaikh akol., 1999). Dulezitym mechanismem nefrotoxicity kadmia
je vyvolani oxida¢niho stresu. Pfi intoxikaci kadmiem dochazi ke sniZeni hladin
endogennich antioxidantd, jako jsou napiiklad Cys, GSH, kyselina askorbova, karoten
a bilirubin, diky jejich spotiebé na neutralizaci zvysené produkce ROS. K té dochazi
diky strukturalnim zménam mitochondrii (Morales a kol., 2006).

Epitelové buiiky proximalniho tubulu absorbuji kadmium ve formé Cd?*.
Dvojmocny ion kadmia ma vysokou afinitu k biomolekuldm obsahujicim thiolové
skupiny, které se vyskytuji na luminalni membrané¢ bunck proximalniho tubulu.
Diky této afinit¢ vznikaji komplexy sCys nebo GSH ve formé Cys-S-Cd-S-Cys
nebo GS-Cd-GS. Druhy zminény komplex neni bufika schopnd transportovat.
Pisobenim GGT a cysteinglycindzy pfitomnych na strané¢ lumindlnich epitelovych
bunék proximalniho tubulu dochazi kjeho pieméné na Cys-S-Cd-S-Cys,
ten je jiz buiikou transportovatelny. Piedpoklada se, e diky iontové podobnosti Hg?*
aCd?* je Cys-S-Cd-S-Cys do builky transportovan stejnym mechanismem,
jako Cys-S-Hg-S-Cys, a to pomoci OATI1. Kromé tohoto mechanismu je proximalni
tubulus schopny pfijimat ionty Cd?* prostiednictvim Ca?" kanldi &i po vyméné ligandi
pfes membranové transportéry (pi. DMT1). DMTI1 se hojné vyskytuje na luminalni
strané¢ plazmatické membrany epitelovych bunck, tedy ve vzestupném raménku
Henleovy klicky, v membrané¢ hlavnich bunék sbérného kanalku a distalniho tubulu
(Bridges a Zalups, 2005). Existuji hypotézy naznacujici, Ze transport Cd?* do ledvin
ajeho akumulace zde muze probihat i pfes bazolateralni plazmatickou membranu.
A to bud’ v komplexu s biomolekulou obsahujici thiolovou skupinu jako je Cys ¢i GSH,
nebo formou interakce tohoto komplexu s transportérem umisténym na bazolateralni

membrané buiiky za tlelem uvolnéni a transportu Cd?*. Mnozstvi bazolateralné
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ptijatého a naakumulovaného Cd do ledvin je pfi podani spole¢né s Cys nebo GSH
vy$§i ve srovnani s hladinou pfijatou v jejich nepiitomnosti (Zalups, 2000).

Nekteré latky maji schopnost chranit organismus pied nefrotoxickym plisobenim
Cd. Mezi takové patii napiiklad kurkumin, tetramethylpyrazin (TMP), Telmisartan,
NAC a kvercetin. Roku 2018 provedli Kim a kol. studii, ve které pozorovali vliv
kurkuminu na nefrotoxicitu vyvolanou u krys pomoci Cd. U testovanych objekti doslo
diky kurkuminu k opétovnému naristu t€lesné hmotnosti, K navratu normalnich hodnot
sérového mocovinového dusiku (BUN) a glukdzy pritomné v moci. Stejné tak kurkumin
snizuje mnozstvi proteinovych biomarkeri v modi, inhibuje tvorbu ROS a zabranuje
poskozeni tubularnich epitelovych bunék (Kim a kol., 2018).

K latkdm ovlivitujicim plsobeni Cd patii téz TMP, znamy jako Ligustrazin. Pfi
preventivni konzumaci snizuje hodnoty proteinurie, malondialdehydu (MDA),
4-hydroxynon-2-enalu (4-HNE) a disulfidu glutathionu (GSSG) zvysené ucinkem Cd.
TMP téz ovliviluje miru exprese enzymu ovlivilujicich syntézu aminokyselin
obsahujicich siru po podani Cd (Kuang a kol., 2017).

Telmisartan snizuje BUN a sérovy kreatinin zvySeny vlivem Cd. Pfi jeho podani
dochazi k potlaceni peroxidace lipidi, antioxida¢nich obrannych mechanismi, Snizeni
mnozstvi renalnitho Cd a zvySeni hladin Zn a Se. ZlepSuje histopatologii a snizuje
stupent proximalni tubuldrni nekrézy. To vSe pfi srovnani s jedinci vystavenymi Cd,
kterym Telmisartan nebyl podan. Jedna se o latku s antiapoptickymi, antioxida¢nimi
a protizanétlivymi vlastnostmi (Fouad a Jresat, 2011).

Velmi Géinnou ochranou latkou pii 1écbé nefrotoxicity vyvolané Cd je i NAC,
jehoz tc¢inky jsou kratkodobé, a proto 1écba s jeho pomoci vyzaduje delsi dobu trvani.
Shaikh a kol. provedli studii, ve které byla zvifata vystavena ucinku Cd a soub&zné
lécena NAC. U jedinct s rendlni koncentraci Cd mezi 200-270 mg/g doSlo pii preruSeni
podavani Cd ve stadiu nizké nefrotoxicity k uzdraveni bez nutnosti dalsi 1écby NAC.
U t&zké nefrotoxicity doslo pti preruseni podavani Cd a dlouhodobé 1é€bé pomoci NAC
k uzdraveni (Shaikh a kol., 1999).

Posledni zde zminénou latkou s protektivnim uc¢inkem vuci vlivu Cd je kvercetin
pattici do skupiny flavonoidd. Pti soucasném podavani Cd a kvercetinu nedochazi
k tak vyraznym projevim pozorovanych markerit. U nékterych bunék jsou
| pfesto V mensim rozsahu pozorovany zmény jako ¢astena ztrata mikrovili a vyskyt

izolovanych vakuol. Pti expozici Cd trvajici 9 tydna jsou v ledvinach snizeny hladiny
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superoxiddismutazy (SOD) a glutathionové reduktizy (GR). Ucinkem kvercetinu
k tak vyraznému poklesu nedochazi (Morales a kol., 2006).

2.2 Rtut

Rtut' se vledvinach akumuluje v segmentech proximalnich tubuld (Bridges
a Zalups, 2005). Vétsina krve pii prachodu ledvinami prochazi peritubularnimi
kapilarami, pfes vasa recta a odchazi ledvinnou zilou. Filtraci na glomerulu podléha
jen 20-30 % z celkového mnozstvi Hg v krvi. Ur¢ita ¢ast S-konjugati Hg?* obsazenych
v krvi je tedy filtrovana na glomerulu a ucastni se transportd na luminalni strané
membrany. Zbytek je peritubularni krvi pfivadén na bazolaterdlni stranu membrany
(Zalups a Ahmad, 2004). Pii transportu a akumulaci rtuti zna¢né zavisi na jeji forme
a na komplexu ktery v organismu utvoii. Existuje n¢kolik moznosti pfijmu rtutovych
iontd bunkami. Nepfili§ vyznamnym transportem je endocytdéza komplexu Hg-albumin
na luminalni strané cytoplazmatické membrany bunék proximalniho tubulu.
Dal$i moznost transportu je pomoci Hg?* v S-konjugitu s GSH (GS-Hg-SG).
Pii ném GS-Hg-SG konjugat vstupuje do lumindlni komory proximalniho tubulu,
zde je piisobenim GGT a cysteinylglycinazy pfeménén na thiolovy S-konjugat Hg?".
Ve smési S-konjugatli je piitomen i Cys S-konjugat Hg?" (Cys-S-Hg-S-Cys). Transport
rtuti v t€le je mnohem rychlejsi, pokud je rtut’ v Cys S-konjugatu, ktery je strukturné
podobny cystinu. Ztohoto divodu dochazi kjejich zdméné na vazebném misté
transportniho proteinu cystinu. Pro Cys S-konjugaty Hg?" je bézny transport pomoci
aminokyselinovych transportérii na lumindlni strané¢ plazmatické membranu
proximalnich tubularnich bunék. Mezi takové patii Na*-independentni transportér b%*,
ktery prenasi cystin i Cys-S-Hg-S-Cys. Naopak konjugaty Hg?* s GSH, NAC
a cysteinylglycinem nepienasi tak snadno. Substratem b%* jsou také Hcy S-konjugat
Hg?". Ztoho tedy vyplyv4, 7e Hcy a Cys S-konjugaty Hg?* jsou imitaci cystinu
&¢i homocystinu. Transport Hg?* probiha téz pies bazolaterdlni membranu pomoci
OAT 1 a OAT 3 (Bridges a Zalups, 2005), s pievahou OAT 1. Pomoci OAT 1 jsou
transportovany i S-konjugaty rtuti s Cys a NAC. U tohoto transportu je dutlezity
mechanismus molekulové mimikry. Po vstupu do cytosolu dochézi k fadé¢ komplexnich
vymeénnych reakci, v jejichz disledku se rtut navaze na dilezitd intracelularni
nukleofilni mista. S pfibyvajici intracelularn€ vézanou rtuti nakonec dochazi k bunécné

smrti (Zalups a Ahmad, 2004).
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Na ledviny ma uc¢inek i organickd forma rtuti. Pfijem CHsHg" do epitelovych
bun¢k proximalniho tubulu je ovlivnén jejich hladinou GSH. S-konjugaty rtuti s GSH
jsou vlivem GGT a cysteinylglycinazy pfitomnych na luminalni strané cytoplazmatické
membrany pretvoifeny na CH3sHgSCys. U tohoto konjugatu se predpoklada, ze diky své
schopnosti napodobovat molekulu methioninu u aminokyselinovych transportért
je nasledné s pomoci pravé téchto transportéri pienesen. Na bazolateralni strané
membrany jsou pritomny OATI, na luminélni stran¢ membrany se vyskytuji CMOAT?2.
V ledvinach cMOAT zajist'uji odtok Skodlivych latek z bunék (Bridges a Zalups, 2005).

Pii porovnadni sjatry a mozkem absorbuji ledviny nejvys§i mnozstvi rtuti
v organismu. Diky své afinité k -SH skupinam ovliviiuje Hg jaderny faktor kB (NF-kB).
Jedna se o transkripcni faktor ochranujici buiiky pted apoptdzou, jehoz aktivace zavisi
na thiolovych skupinach. Pfi navazani rtuti na thiolové skupiny k aktivaci NF-«xB
nedochazi, builkky tedy nemaji jeho podporu a podléhaji apoptoéze. Jednd se hlavné
o0 epitelové bunky proximalnich tubulti. Ovlivnéni ledvin rtuti se v mozku a jatrech
projevuje snizenim hladin alkalické fosfatazy, kyselé fosfatazy a glutathion
S-transferazy (GST), naopak zvyseni je pozorovano u hladin reaktivnich forem kyseliny
thiobarbiturové a u plazmatické koncentrace kreatininu (Zahir a kol., 2005). U jedinct
s chronickou intoxikaci anorganickou formou rtuti jsou béznymi piiznaky proteinurie
a polyurie, v nékterych ptipadech miize zplisobit Nefroticky syndrom, hematurii a anurii

(Park a Zheng, 2012).

2.3 Olovo

U Pb dochazi k piimé korelaci mezi délkou vystaveni ucinku a hladinou
kreatininu v séru a BUN v krvi. ZvySeni hladin téchto ukazatelti je zptisobeno snizenim
clearance kreatininu a mocoviny. U jedinci s pracovnici expozici olovu po dobu
jednoho roku doslo k vyskytu nuklearnich inkluzi Pb v bufikach proximalnich tubuld.
Pti delsi expozici po dobu 4-12 let se inkluze u pracovnikti nevyskytuji, ale dochazi
unich Kk projevim raznych stupnd difazni peritubularni ¢i intersticidlni fibrozy.
Nefropatie zptisobena olovem se projevuje hyperurikémii, redukeci soli kyseliny moc¢ové
v mo¢i a neékdy i artritidou a dnou. Onemocnéni dnou je spojeno se sniZzenou sekreci
kyseliny mocové v moci. Podanim Ca-EDTA dojde naopak k sniZzeni koncentrace
kyseliny mocCové v séru a K zvySeni jejiho vyluCovani moci. Komplex Ca-EDTA
ma také schopnost uvoliiovat depozici Pb z kosti. U pacientt trpicich dnou a selhanim

ledvin byla po ptidani Ca-EDTA pozorovdna vys$i hladina Pb v moci v porovnani
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Stémi trpicimi ,,pouze* selhanim ledvin. Pro detekci selhani ledvin vlivem olova
se pouziva méteni glomerularni filtrace pomoci clearance inulinu a p-aminohipuratu.
Pozorovana proteinurie je nizkd, nebo zadna. Dochazi ale ke zvySenému vylucovani
enzymli NAG a lysozymu z ledvinnych tubulti. Dale lze pozorovat snizeni hladin
ikosanoidu 6-keto-PGF(1) a zvySeni tromboxanti v moci (Gonick, 2008).

Expozice olovu koufenim cigaret zplsobuje tubuldrni dysfunkci projevujici
se zvySenym vylucovanim GST, NAG a as-mikroglobinu. K jejich vylu¢ovani dochazi
| pti expozici nekutaki. Hlavnim mistem pasobeni Pb v proximalnim tubulu je segment
Ssa. Pti kombinaci s pracovni expozici olovu jsou jejich hladiny v moci jesté vyssi.
To vypovida o synergickém ptisobeni koufeni a toxicity olova. Tubularni dysfunkce
se téz projevuje vylucovanim Cu, Zn a Pb vmoci. To je zpisobeno vlivem Pb

na tubularni reabsorpci téchto kovi (El-Safty a kol., 2004).

2.4 Porovnani toxicity kadmia, olova a rtuti

Z kadmia, olova a rtuti jsou nefrotoxické ucinky nejpodrobnéji prozkoumané
U kadmia. Pro transport do bun¢k vyuzivaji podobné transportni mechanismy. Dulezitou
vlastnosti téchto kovli je schopnost napodobovat endogenni ionty a molekuly,
diky tomu maji na ledviny tak velky vliv. VSechny tfi kovy zpuasobuji polyurii.
U intoxikace Cd a Hg dochazi k proteinurii projevujici se vylu¢ovanim LMW a HMW
proteind. Pfi expozici olovu nastava proteinurie pouze v malé mife nebo nenastava
vibec. VSechny tfi rovnéz zpusobuji zmény V latkovém slozeni moc¢i a patologické
zmény Vv morfologii bun¢k. Intoxikace kazdym ztéchto kovi se projevi
jejich ptitomnosti v mo¢i, dale také snizuji clearance kreatininu, diky ¢emuz se zvySuje
jeno hladina v krvi. Knekréoze rendlnich bunék vlivem Cd dochéazi ojedinéle,

pti intoxikaci Hg pak castéji.
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3 Testovani nefrotoxického piisobeni

3.1 Testovani in vivo

In vivo testovani probiha na zivych organismech v prostiedi laboratofe s presné
definovanymi podminkami. Vystaveni toxickému uc¢inku zkoumané latky mutze
probihat prostiednictvim kontaminované vody, potravy, inhalaci ¢i injekéné. Testovana
zvifata jsou rozdélena do skupin dle potfeby vyzkumu. Kontrolni skupinou by méli
byt zivocichové s fyziologickou funkci bunék a organti. S vysledky ziskanymi u téchto
kontrolnich zivoc€ichli jsou porovnavany vysledky ziskané u intoxikovanych zivocichu

(Huang a kol., 2017).

3.2 Testovani in vitro

In vitro studie probihaji v laboratornim prostiedi s piesné definovanymi vlivy
pusobicimi na bunééné kultury ¢i ¢asti organismi. Pro testovani nefrotoxicity mohou
byt uzivany i izolované rendlni buiiky a nefronové fragmenty. Vyhodou uziti bunéénych
kultur je, Ze nejsou ovliviiovany procesy probihajicimi v organu ¢i organismu (Ryan
akol., 1994; Pfaller a Gstraunthaler, 1998). P#i testovani in vitro na bunécnych
kulturéch jsou pouzivany primarni kultury glomeruldrnich epitelidlnich a mezangialnich
bun¢k a bunék ledvinného epitelu z riznych mist podél nefronu, nebo trvalé bunécné
linie ledvinnych epiteli. Pro ziskani publikovatelnych vysledki je nutné, aby bunky
pouzivané pfi testovani mély fyziologickou funkci transportnich systémua a zachované
charakteristiky nefronovych segmenti. Rist a diferenciace bun¢k je ovlivnéna slozenim
kultivacniho media, dobou kultivace a kultiva¢nim substratem (Pfaller a Gstraunthaler,
1998).

wewr r .

3.3 Nejpouzivanéjsi zvireci bunécné linie

Mezi nejpouzivanéjsi bunécné linie patii MDCK bunééna linie, jez je odvozena
z ledvin dospélého kokr$panéla. Dnes jsou buiky této linie povazovany za heterogenni
populaci a vykazuji podobné vlastnosti jako distalni tubularni bunky. Vytvari
monovrstvu  polarizovanych bunék s tésnymi spoji  obsahujici velké mnoZstvi
mitochondrii a polyribozomu. Jejich kultivaéni médium musi obsahovat hormony
(pt.: inzulin a glukagon), ristové faktory a fadu dalsich slouceniny jako naprtiklad Tf.
Na membrané se vyskytuje Na'-dependentni transportér neutrdlnich aminokyselin,

Na*/K*™-ATPaza a Na'/H" antiport. Tato bun&na linie je pouzivana pfi studiu
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membranovych transportérd, virovych infekci a cytopatologickych ucinku latek (Vrbova
akol., 2016).

Prase¢i bunééné linie LLC-PK1 byla vyizolovana z prasete kmene Hampshire.
Jeji jedine¢nou schopnosti je 3D rist, pfi kterém vznikaji sféroidy s monovrstvou
polarizovanych bunék na povrchu, kterd utvafi ucinnou bariéru pro difuzi.
Diky kuboidnimu tvaru bun€k piedpoklddame, Ze pochazi z proximalniho tubulu,
avSak tvar a umisténi mitochondrii spolu s pfitomnosti a tvorbou vazopresinovych
transportérti naznacuje netubularni ptivod bun¢k. V buiikach této linie se vyskytuje
GGT, megalin, alkalicka fosfatdza, dochazi v nich k Na*-dependentnim transportim
aminokyselin, hex6z a fosfatii. Jednotlivé buriky jsou spojeny tésnymi spoji, UVniti
se v dostate¢né mife vyskytuji malé a velké endozomy, lysozomy, mitochondrie
a Golgiho aparat. Na apikalni strané¢ maji dobfe vyvinuté mikrovily a na bazalni strané
maji tenkou bazalni membranu. Po fixaci glutaraldehydem vykazuji diferenciaci
avhodnou polarizaci. LLC-PK1 linie je vhodna k testovani transcelularnich
transportnich mechanismi bunck proximalnich tubuld. Jednd se o studium navazéni
latek na membranu, jejich endocytozu, skladovani a uvoliiovani do cirkulace. Tato linie
je spolu s liniemi WKPT-0293 Cl.2 a NRK-52E pouzivana pro zkoumani mechanismu
Cd-indukované apoptdzy v ledvinnych bunkach (Fujiwara a kol., 2012, Nielsen a kol.,
1998, Vrbova a kol., 2016).

Ledvinné bunééné linie valic, oznaované jako OK bunécné linie, maji nizké
hladiny GGT a neprodukuji alkalickou fosfatdzu. Neptitomnost vySe zminénych
enzymi v téchto bunéénych liniich je problémem, a to z divodu jejich pfitomnosti
a nepostradatelnosti v burikach proximalnich tubulii. Z tohoto duvodu byly tyto linie
vhodné modifikovany (Pfaller a Gstraunthaler, 1998). Dnes jsou OK buné&cné linie
odvozovany od proximalnich tubulii a vytvafi polarizované monovrstvy s desmozomy
amikrovily na apikalni membrané. Byla u nich zjisténa produkce mnoha enzymu
jako je alkalicka fosfataza, aminopeptidaza a GGT, dale pak ptitomnost membranovych
transportéri kyselych a neutralnich aminokyselin, glukozy a fosfati. OK bunky
jsou pouzivany pro studium parathyroidniho hormonu, dopaminovych receptord
a membranového transportu (Vrbovd a kol., 2016).

Bunky krysi bunééné linie WKPT tvofi polarizovanou monovrstvu
diferencovanych bun¢k s délkou mikrovild niz§i nez u in vivo bun¢k proximalnich
tubull, avSak srovnatelnou s jinymi bunéfnymi liniemi. Tyto monovrstvy se péstuji

na poréznich nosic¢ich pokrytych kolagenem. Jednotlivé buiky spojené té€snymi spoji
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a desmozomem si zachovévaji fenotyp bunck proximdlnich tubull, obsahuji
mitochondrie, hladké a hrubé ER, Golgiho aparat a klathrin obsahujici vezikuly.
Primarni  kultury proximalnich tubuldrnich bunék potkana netransdukované
nebo fibroblastové kokultivace do dvou tydni zemiou. K transdukci se pouziva
retrovirus. Buiky WKPT jsou vyuZivany pro zjisténi pfijmu a vydeje Na* pomoci
pfitomnych transportéri  jako jsou apikalni Na'/H® ménice, bazolateralni
Na*/K*-ATPazy a Na*-bikarbonatové kotransportéry (Woost a kol., 1996). Naprtiklad
WKPT-0293 CL2 buiky 2. segmentu proximalniho tubulu Krys jsou pouZzivany
pro zjisténi hladiny exprese proteini DMT1 a transferinového receptoru 1 dilezitych
pro piijem Zeleza bunikou (Yu S.-S. a kol., 2017).

Bunééné linie NRK-52E jsou imortalizované epitelové bunky vyizolované
z normalnich krysich ledvin vlastnostmi se podobajici proximalnim tubularnim bunikam.
Vyskytuji se v nich specifické ledvinné enzymy jako alkalickd fosfataza, GGT, LDH,
N-acylaza, beta-lyaza a v lysozomech obsazena N-acetyl-betaglukosaminoxidaza.
Aktivity GR a GST jsou niz§i v porovnani S in vivo modely. Bazolateralni membrana
buné&éné linie NRK-52E obsahuje OAT a Na'/K*-ATPazu. V jejim kultivaénim médiu
musi byt pfitomny D-valin a L-ornitin, latky dilezité pro dedifferenciaci bunék.
Tyto bunééné linie se pouzivaji jak pro testovani ucinkli xenobiotik a kovd,
tak pro pozorovani regenerace toxicky poskozenych bunek (Vrbova a kol., 2016).

Homogenni bunééna linie JTC-12 je vyizolovana z opicich ledvin. Tyto bunky
maji na membrang pfitomné desmozomy, reagujici na parathormon a prostaglandin E1
a tvori alkalickou fosfatazu a GGT. RovnéZ u nich byla zjisténa schopnost transportu
aminokyselin a hex6z. Hlavnim divodem, pro¢ se tato bunééné linie bézné nepouziva
je, ze po n€kolika pasazich dochazi k ¢asteéné nediferenciaci bunék (Vrbovdi a kol.,
2016).

3.4 Nejpouzivanéjsi lidské bunécné linie

Casto pouzivanou bun&nou linii pfi studiu nefrotoxickych uéinki tézkych kovi
jsou HK-2 buiky. Jedna se o imortalizované epitelové buiky dospélych lidskych
proximalnich tubulti. Tato linie vznikla vystavenim epitelovych bunék proximalniho
tubulu rekombinantnimu retroviru HPV 16 obsahujicimu gen E6/E7 (Ryan a kol.,
1994), ktery reguluje replikaci DNA a bunécnou proliferaci (Vrbova a kol., 2016).
HK-2 buiky nerostou v mékkém agaru, v suspenzi ani v methylceluloze, naopak

Vv keratinocytovém ristovém médiu bez ptfitomnosti séra a glukézy rostou pomalu
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a v médiich bez séra obohacenych o epidermalni rustovy faktor rostou kontinualng.
Tato linie tvofi monovrstvu s tésnymi spoji a mikrovily. HK-2 builky si zachovavaji
fenotyp a fyziologicko-chemické funkce normalnich epitelovych bunék proximalnich
tubuld. V bunkach se vyskytuji GGT, kysela a alkalicka fosfataza, cytokeratin, vimentin
a integrin Anti-o3B: (Ryan a kol., 1994), reaguji na parathormon, nereaguji
na vazopresin, produkuji glukozu a hexokinazu. Na membrané se vyskytuji nespecifické
membranové transportéry xenobiotik a jejich metabolita, tzv. P-glykoproteiny,
dale pak H* dependentni transportéry mastnych kyselin a Na* dependentni transportéry
glukézy. HK-2 bunky jsou v praxi vyuzivany pro studium mechanismu nefrotoxicity
a transportu glukoézy (Vrbova a kol., 2016).

Zdravé epitelové bunky proximalnich tubuli dospélého muze imortalizované
katalytickou podjednotkou lidské telomerazové reverzni transkriptazy (hTERT) tvofi
bunécnou linii RPTEC/TERT1. Vyhodou této linie je, ze k imortalizaci bunék je pouzit
endogenni enzym, a tedy u nich nedochazi ke zménam mechanizmi oprav DNA
ake zvyseni genetické nestability ucinkem vird. Buinky linie RPTEC/TERT1
si zachovavaji genomovou stabilitu a charakter normalnich bunék proximalnich tubult
(Simon-Friedt a kol., 2015). Reaguji na parathormon, dochazi v nich k amoniogenezi
a paracelularnimu transportu vody. Na povrchu bunék se vyskytuji OAT a OCT
(Aschauer a kol.,, 2015). Diky své citlivosti jsou buiky této linie vhodné
pro toxikologické studie a studie vyskytu rakoviny vlivem expozice toxickym latkam.
Jsou podstatné pii studiich tykajicich se metabolismu ledvin, biotransformace,
rovnovahy pH, reabsorpce zivin, pifijmu téZkych kovi a rakoviny ledvin.
Naopak pro dobife zavedeny test genové mutace HPRT1 je nutné tuto linii
jesteé optimalizovat (Simon-Friedt a kol., 2015). Kultivuji se v hormonalné definovaném
médiu bez séra (Aschauer a kol., 2015).

Sekvencnim zavadénim SV40 velkého T antigenu a lidské telomerazy do bun¢k
lidského angiomyolipomu vznika lidska bunééna linie SV7tert. Angiomyolipomy
jsou benigni nadory ledvin pochazejici z perivaskularnich epiteloidnich bunék
schopnych diferencovat na buiiky s vlastnostmi melanocytd, hladkého svalstva a tuku.
Nejprve je do zivotaschopné tkané angiomyolipomu ziskané nefrektomii transfekci
zaveden genom SV40 velkého T antigenu. Z transfekovanych bunék byl na zakladé
ultrastrukturalnich podobnosti s pivodnimi angiomyolipomy vybran klon zna¢eny SV7

pro zavedeni telomerazy. Ta zamezuje starnuti a zptisobuje Stabilizaci populace bungk.
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Bunky nevykazujici pokles aktivity po 40nasobném zdvojnasobeni populace po aktivaci
telomerazy jsou znamé jako SV7tert (Arbiser a kol., 2001).

Buné¢na linie HEK293 pochazi z lidskych embryonalnich ledvin transfekovanych
adenovirem. Tyto buiiky vykazuji epitelialni morfologii, ale nevykazuji podobny rust.
Byla zjisténa pritomnost mRNA nervové enolazy 2, produkce cytoskeletalnich vlaken
a produkce neurograninu. Tyto skute¢nosti jsou specifické pro nervovou tkan,
proto neni jisté, zda je tato linie vhodna pro testovani renalnich funkci (Vrbovd a kol.,

2016).

49



4 Zavér

Tézké kovy jsou Siroce rozsifené kontaminanty zivotniho prostfedi majici znacné
toxické ucinky na organismy, mezi které fadime vliv na ledviny, jatra, nervovy systém,
stavbu kosti, imunitni systém, krevni obraz a plodnost. Mechanismy nefrotoxického
pusobeni kadmia, olova a rtuti jsou si velmi podobné. Stejn¢ tak i ke vstupu do bunék
vyuzivaji fadu stejnych transportért a transportnich mechanismd.

V dnesni dobé se pii vyzkumu nejcastéji pouziva bunécna linie HK-2
imortalizovana retrovirem. Jeji vyhodou je, ze pochézi z lidskych epitelovych buné¢k
proximalnich tubuld. Vysledky ziskané in vitro pomoci této linie jsou aplikovatelné
na lidsky organismus. Zna¢nou vyhodou je moznost neomezené Kultivace, podobné
jako u nadorovych bun¢k. Zasadni nevyhodou virem imortalizovanych bunék je,
ze dochazi ke zvyseni genetické nestability a ke zméné mechanizmt opravy DNA.
Z tohoto duvodu je pro testovani teoreticky vyhodnéjsi naptiklad RPTEC/TERT1
bunécna linie, kde jsou bunky imortalizované endogennim enzymem, diky cemuz
nedochazi ke zméné genomu bunky. I piesto jsou ale ¢astéji vyuzivané bunécné linie
imortalizované pomoci virt.

Pfi uziti zvifeci in vitro bunééné linie je nutné si uvédomit, ze vysledky plati
pro dany zviteci druh, nikoliv pro ¢lovéka, proto je vhodnéjsi pouzivat bunétné linie
odvozené od lidi. Zviteci buné¢né linie jsou vhodné pro studium mechanismu toxicity,
kdy nefeSime, zda cilem toxicity je ¢lovek nebo zvite, ale pouze to, jakym zplsobem
toxicita probihd. Dale se uZivaji pro prvotni testovani toxicity té€zkych kovi.
Neimortalizované zvifeci linie po par tydnech umiraji, jelikoz je nelze dlouhodobé
kultivovat. Vysledky =ziskané na zvifecich a lidskych bunétnych liniich
jsou porovnatelné a lze tedy zjistit rozdily mechanismu pusobeni u jednotlivych
zivociSnych druht.

Bunééné linie odvozené z nadorovych bunck nejsou piili§ vhodné pro testovani

nefrotoxicity, proto se s nimi v praxi ani v literatufe Casto nesetkavame.
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