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1. Uvod

Kazdy den je do Zivotniho prostiedi vypousténo obrovské mnozstvi kontaminanti. Mezi
tyto latky patii rGzné chemikalie, organické slouceniny (napf. polyaromatické
uhlovodiky, polychlorované bifenyly) a dal$i. Velmi vaznym problémem soucasnosti je
kontaminace toxickymi rizikovymi prvky. Tyto latky negativné pasobi na celé ekosystémy. Do
této kategorie patii tézké kovy, které jsou tématem této prace.

K uvoliovani prvki do vzduchu, vody a ptidy dochazi vlivem piirodnich zdroja, jako je
eroze a vulkanicka ¢innost, ale 1 vlivem antropogenni aktivity, ktera ma vzristajici tendenci.
Mezi tyto Cinnosti patii naptiklad primyslova cinnost, zpracovani kovi, spalovéani paliv
a zemédelska c¢innost. Uvoliovani rizikovych prvki do prostfedi mize znamenat potencialni
problém pro vSechny zivé organizmy. Tyto prvky nemaji schopnost se v pfirodé piirozené
denaturovat a dochazi k jejich akumulaci v rostlinach i zivociSich a dostavaji se tak do
potravinového fetézce. Nekteré stopové prvky jsou pro zZivy organizmus esencialni, ale ve
vétsich koncentracich mtizou zpisobovat jeho poskozeni.

Mezi nejvice kontaminované oblasti v Ceské republice patii Piibramsko, kde ke
kontaminaci dochazi atmosférickou depozici tézkych kovil pfi zpracovani olova a vlivem
vysokych obsahti kovli v geologickém podlozi. Tato oblast je tfeba monitorovat a sledovat vlivy
kontaminace na organizmy, které zde ziji. Vhodnym bioindikatorem jsou podle soucasnych
studii drobni zemni savci, ktefi maji schopnost piezZit v prostiedi zatiZzeném tézkymi kovy, maji
pocetné populace a maji Siroké spektrum potravnich preferenci, diky kterému je mozné sledovat
vice slozek potravinového fetézce.

Zivé organizmy si vyvinuly celou fadu obrannych mechanizmi, diky kterym jsou
schopny se adaptovat na zatizeni rizikovymi prvky. Mezi n¢ patii syntéza metaloproteind, jako
jsou fytochelatiny nebo metalothioneiny. Tyto nizkomolekularni polypeptidy ¢i proteiny
S vysokym obsahem cysteinu maji schopnost védzat kovy pomoci thiolovych skupin.
V organizmu se nachazi i za fyziologickych podminek, ale pfi expozici rizikovymi prvky se
jejich syntéza zvysuje, jako reakce na vnéjsi vlivy. Pomoci téchto proteinti miize organizmus
kovy detoxikovat. Metalothioneiny mohou byt pouzity také jako biomarker pro monitoring

kontaminace Zivotniho prostfedi a adaptace Zivo€ichd, ktefi v ném Ziji.



2. Literarni prehled

2.1. Rizikové prvky

Za rizikové prvky jsou v souvislosti s kontaminaci zivotniho prostfedi povazovany
zejména takzvané t€zké kovy. Ackoli neni jasnd definice toho, co je tézky kov, ve vétSiné
ptipadd se za urcujici faktor povazuje hustota. Tézké kovy jsou tedy obecné definovany jako
ty, které maji mérnou hustotu vys$si nez 4.5 g/cm?®, které maji skon uvoliiovat elektrony
v chemickych reakcich a tvoii jednoduché kationty. V pevném a kapalném skupenstvi maji
dobrou tepelnou a elektrickou vodivost a jsou lesklé a neprihledné. Maji vysokou teplotu tani
a varu. Kovy klasifikované jako tézké zahrnuji: méd’ (Cu), kobalt (Co), chrom (Cr), kadmium
(Cd), zelezo (Fe), zinek (Zn), olovo (Pb), cin (Sn), rtut’ (Hg), mangan (Mn), nikl (Ni), molybden
(Mo), vanad (V) a wolfram (W); (Miettinen 1975; Szyczewski et al. 2009). Avsak tento termin
je velmi obecny aV literatufe se pouziva pro velké mnozstvi prvki, které jsou spojovany
s kontaminaci a potencialni toxicitou (Duffs 2002). Rizikové prvky jsou silné toxické
a ekotoxické a proto jsou povazovany za kontaminanty zivotniho prostfedi. Hlavni hrozby pro
lidské zdravi zptusobené toxickymi kovy jsou spojené s expozici Pb, Cd, Hg a arsenu (As);
(arsen je metaloid, ale obvykle se klasifikuje jako tézky kov). Pfestoze jsou Skodlivé ucinky
téchto prvkill na zdravi znameé jiz dlouhou dobu, expozice t€émito prvky pokracuje a v n€kterych
oblastech dokonce roste. Tyto kovy byly rozséhle studovany a jejich G€inky na lidské zdravi

pravidelné posuzovany mezinarodnimi organizacemi, jako je WHO (Hu 2002; Jarup 2003).

2.1.1. Kontaminace zivotniho prostredi rizikovymi prvky

Rizikové prvky (RP) se do Zivotniho prostfedi dostavaji z ptirodnich zdroji i lidskou
aktivitou. Nachéazi se ve vzduchu, pid¢ i vod¢ a stdvaji se globdlnim problémem. Jsou
toxicité, bioakumulaci a biologické nerozlozitelnosti v ptirodé (Stankovic et al. 2014).

Toxické kovy a metaloidy dostavajici se do ptidy maji rizny pivod. Tyto prvky jsou
Vv ptirod¢ obecné vSudyptitomné, ale mohou se koncentrovat v ptid¢ v disledku antropogennich
a geochemickych procesti. Mezi geogenni procesy patii zvétravani na kovy bohatych
zékladnich zdrojt, vulkanicka ¢innost, spalovani dieva/rostlin a motské aerosoly. Primarnim
zdrojem zneciSténi pudy je vSak lidska cinnost jako spalovéani paliva, likvidace
odpadi, zemédélska (dlouhodoba aplikace hnojiv, kali a méstskych odpada, pesticidl apod.)

a predevSim primyslova ¢innost. Jednim z hlavnich zdroj antropogenni kontaminace je dalni



¢innost a zpracovavani kovl. To vede ke vzniku emisi — nezadoucich pevnych, kapalnych
a plynnych latek, ptimo vlivem jejich t€Zby a zpracovani a nepfimo, ve spojeni se spotiebou
surovin a vybaveni, napf. na vyrobu elektrické energie, riiznych ¢inidel a vybusnin. (Lombi et
al. 2000; Norgate et al. 2006; Halim et al. 2003).

RP, které jsou jednou uvolnény do vzduchu, vody, nebo ptudy se v Zivotnim prostiedi
nerozkladaji, ale akumuluji se do pid, sedimenti, do rostlin a Zivych organizmu (Stankovic et
al. 2014). V této formé mohou vstoupit do potravinového fetézce, a tudiz piimo ohrozit lidské
zdravi. Existuji obavy z toxicity fady tézkych kovl (napt. Cd, Pb, Hg), hrozbu ale mohou
znamenat i kovy, které jsou esencialni a biologicky dulezité. Tyto prvky (napt. Zn, Cu) mohou
byt v piipad¢€, ze jsou piijimany ve vysokych koncentracich, toxické (Norgate et al. 2006;
Vangk et al. 2005)

2.1.2. RP v pude

Toxicita a mobilita stopovych prvka nezavisi pouze na jejich celkové koncentraci
v piadé, ale také na jejich specifickych chemickych formach, vazebném stavu, jejich
vlastnostech, environmentalnich faktorech a pudnich vlastnostech, jako je pH a obsah
organické hmoty. Nejnizs$i nebezpe¢i v pude predstavuje Pb, jako nejméné mobilni kov
a nejvyssi mozné riziko predstavuje Cd a Zn v jejich mobilnich formach (Iftode et al. 2015;
Vanék et al. 2005; Sichorova et al. 2004). Ullrich et al. (1999) zjistili, Ze pro Zn a Pb existuje
prahové hodnota pH (pH = 6) pfi niz bylo pozorovano vyznamné zvySeni vyménné frakce.
U Cd ale takovato hodnota neexistuje, protoze je relativné labilni i v mirné alkalickych ptidach
(pH =7-8).

Pb vyrazné ovliviiuje biologickou aktivitu pidy. Obecné je olovo akumulovano
v blizkosti povrchu pidy a snadno se vstiebava do ptidni organické hmoty. Jeho dostupnost
zavisi na pudnich vlastnostech. (Iftode et al. 2015; Sharma & Shanker-Dubey 2005).

V pidé¢ rizikové prvky podstupuji fadu procesii, které mohou snizit, nebo zvysit jejich
mobilitu, dostupnost a toxicitu. Tyto reakce jsou ovlivnény naptiklad také kofenovou ¢innosti
(uvolnovani exudatd, zmény pH atd.); (Lombi et al. 2000). Efekt organickych slozek na
adsorpci kovil zavisi na druhu a néboji organomineralnich komplext ptfitomnych v pidnim
roztoku, vlastnosti povrchu mineralu a pH. Cim vys§i je pH, tim vys§i je obsah prvki v pudg.
Nizkomolekularni alifatické kyseliny produkované kotfeny rostlin a mikroorganizmy mohou
hrat dulezitou roli v adsorpci a desorpci, a tudiz mobilité t€zkych kovu v pudeé, specialné

v rizosféfe. (Lombi et al. 2000; Perelomov et al. 2011; Stankovic et al. 2014).



2.1.3. RP v rostlindch

N¢ekolik stopovych prvki, jako B, Cl, Fe, Mn, Cu, Zn, Ni, Mo a B, hraje dvojitou roli
V systému rostlina — plida. Jsou esencidlni pro specifické fyziologické funkce rostlinného
metabolismu, ale ve vysokych koncentracich mohou piisobit toxicky. U prvki Cd, Cr a Pb zatim
nebyly objasnény jejich funkce v rostlin€. Rostliny dokazi ve svych tkanich akumulovat
stopové prvky, zvlasté t€zké kovy, diky schopnosti adaptovat se na vlastnosti prostiedi, ve
kterém se nachazi. V Zivotnim prostiedi rostliny ptsobi jako stfedni rezervoary prvkii mezi
pudou, ¢aste¢né i vodou a vzduchem, a faunou (Midar-ul-Hag et al. 2005).

Stopové prvky se v rostlindich mohou tcastnit metabolickych procest, ale také mohou
byt pouze ulozeny v jejich buitkach a membranach, kde narusuji chemické slozeni rostlin, aniz
by dochazelo k viditelnému poSkozeni. Chemicky stres rostlin nemlZe byt zcela jasné
definovan, protoZe si v priibéhu evoluce i vyvoje béhem Zivota vyvinuly fadu biochemickych
mechanizmi, diky kterym jsou schopné se adaptovat a tolerovat nové, nebo chemicky
nevyvazené prostiedi. Mechanizmy adaptace na ptebytek stopovych prvki v ristovém médiu
mohou probihat riznymi procesy: komplexovani a chelatace ionti mimo buiiky rostliny
(nejcastéji v kofenech), vazba iontil v bunéénych sténach, selektivni ptijem iontd, imobilizace
V riznych organech jako imobilni slouceniny obsahujici mineraly, uvoliiovani vymyvanim
Z list, extrakce ze Spicek listi ve formé soli, odpatovani toxickych latek, vyron prebytecnych
prvkll z kofend a odstranéni prvkd opadavanim listd, nebo jehli¢i. I pfesto mize vlivem
expozice tocixkym koviim dochazet k oxidativnimu stresu, ktery vede k ni¢eni bunék rostliny
a naruseni homeostazy bunéénych iontd. Pfijem prvku zavisi na druhu a genotypu rostliny a jeji
schopnosti absorbovat stopové prvky. Chemické slozeni rostliny obecné odrazi sloZzeni prvki
Vv ristovém médiu, které predstavuje hlavni zdroj pfijmu prvki. Nejcastéjsi cestou pro adsorpci
elementl je kofenovy systém a jejich piijem souvisi vice s koncentraci prvki v pidnim roztoku
a jejich formou nez s celkovou koncentraci kovii v ptidé. Rozsah, v jakém tento vztah existuje
je ale velice variabilni a fidi se mnoha faktory. Mens§i mnoZstvi miZe byt pfijimano listy
z ovzdusi, jako napftiklad v ptipadé Pb, Hg a As (Sharma & Shanker-Dubey 2005; Yadav 2010;
Kabata-Pendias 2010; Singh et al. 2011).

2.1.3.1. Pisobeni RP na rostliny

Vysokd expozice rizikovym prvkim miaze u rostlin zplsobovat metabolické
I morfologické zmény a poskozeni. Rostliny vyskytujici se v oblasti s nadlimitnim obsahem Cd
(>100mg/kg pidy) maji snizenou schopnost fotosyntézy a snizenou schopnost pfijimat vodu

a ziviny. Na rostlinach jsou viditelna poskozeni jako chlordza, inhibice riistu, hnédnuti konct

9



kotentl, nebo definitivni zahubeni. Cd také zplisobuje rozpad membranovych lipidi, proteint
a pigmentt vlivem oxida¢niho stresu (Hegedus et al. 2001). Pti vysoké koncentraci Zn a Cr
v kombinaci s Cd dochazi k inhibici mnoha metabolickych funkci, coz ma za nasledek
opozdény rist, starnuti a omezeni rastu kotena i vyhonti. Pfi dlouhodobé expozici zptisobuje
vysoka koncentrace Zn také chlor6zu mladych listl, kterd se mize rozsifit i na starsi a také
muze vést k nedostate¢nému vstiebavani Mn a Fe. Prebytek Cu také zplisobuje zpomaleny rist,
chlorézu a oxida¢ni stres (Ebbs & Kochian 1997). Rtut’, vyskytujici se v pudé v nékolika
formach, brani fyziologickému proudéni vody v rostling, snizuje obsah chlorofylu, zasahuje do
mitochondrialni aktivity a zplsobuje oxidacni stres tim, ze Vyvolava generovani reaktivni
formy kysliku, ROS (Cargnelutti et al. 2006). Pb v rostlin¢ inhibuje bunétnou
aktivitu, poskozuje rovnovahu vody a pfijem zivin, ma negativni vliv na morfologii, rust
a fotosyntetickou funkci a ovliviiuje strukturu a propustnost membran (Sharma & Shanker-
Dubey 2005). As a Co mohou rostliny v malém mnozstvi akumulovat a detoxikovat ¢i
tolerovat, ale ve vétSich koncentracich maji nepfiznivy efekt na rist vyhonii a mnozstvi
biomasy. Ni se v prostiedi vyskytuje ve velmi malych koncentracich, ale pfi jeho nadbytku se
mohou objevit fyziologické zmény a rizné ptiznaky toxicity jako chlordza a nekréza (Yadav
2010).

Primarni reakci rostlin na zvySenou hladinu tézkych kovi v prostiedi je produkce
reaktivni formy kysliku (Yadav 2010).

Ptirozena citlivost nebo tolerance rostlin k akumulaci kovl je podstatné ovlivnéna
druhem rostliny a genotypem. Rostlinné druhy mohou byt rozdéleny do tii
skupin: exkludory, tj. rostliny, které maji limitovany pfijem a akumulaci potencialné toxickych
prvkll (hlavné jednod€lozné travy); indikatory, tj. vétSina zemédélskych plodin, jejichz
akumulace prvkil vice méné linedrné odpovida zvySujicimu se obsahu stopovych prvka v ptdé
(pSenice, oves, kukufice atp.) a akumuldtory, kam patii rostliny, které ve svych tkéanich
akumuluji vysoké mnozstvi prvkl podle jejich obsahu v pade. Mezi akumulétory patii fada
druht zejména z Celedi Brasicaceae a Compositae. Existuje nckolik druhli extrémnich
akumuldtord  (hyperakumulatorti), které mohou dokonce prosperovat na vysoce
kontaminovanych lokalitach a akumulovat extrémné vysoké mnozstvi toxickych prvku (Baker
& Brooks 1989). Schéma rozdild v akumulaci na zakladé tohoto rozdéleni je znazornéno na

obrazku ¢. 1.
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Obrazek ¢. 1: Koncep¢éni schéma pro rostliny dostupnych kovii a metaloiddl z pidy a odezva

ptijmu v listech rostlin (Van der Ent et al. 2012).

b\o‘ “d"catof
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Concentration of metal/metalloid in plant leafifrond (ug/e) d.w.

———/‘normal’ plant

Plant available metal/metalloid concentration in soil

2.1.4. RP v zZivocisich

V zivocisnych organizmech se akumuluje mnoho xenobiotik, véetné tézkych kovda.
Neékteré z nich jsou rychle detoxikovany, ale vétSina jich je ukladdna ve tkanich a orgénech.

Nejvyssi toxické vlastnosti jsou charakterizovany u anorganickych kovovych slouc¢enin,
které snadno disociuji a jsou snadno rozpustné, protoZze mohou lehce proniknout pies bunécné
membrany a dostat se do vnitfnich organti. Jejich toxicita v organizmu naruSuje biologické
procesy a muze zpusobit vysoky krevni tlak, kancerdzni zmény, poSkozeni ledvin, jater
i mozku. V nékterych piipadech mize dojit dokonce k mentadlnim porucham a ztraté
mozkovych funkci (Jaishankas et al. 2014). Dilezitou roli hraji také metaloidy (zejména
antimon, arsen a selen), které mohou zptisobit enzymatické poruchy, kancer6zni zmény, zmény
kize a gastrointestinalni poruchy. Toxicita kovi ametaloidi zavisi na jejich

koncentraci, schopnosti tvofit komplexy a stupni oxidace (Szyczewski et al. 2009).
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2.1.4.1. Pisobeni RP na zivoc¢ichy

Kovy z fyziologického hlediska spadaji, stejné jako u rostlin do dvou kategorii:
esencialni a neesencialni. Esencialni kovy (napft. Fe, Zn, Cu) jsou nezbytné pro optimalni
funkci biologickych a biochemickych procesti v organizmu, jako stabilizace proteinovych
struktur, podpora transferu elektronti a katalyza enzymatickych reakci. U neesencidlnich prvki
(napf. Pb, Hg a Cd) nejsou znamy biologické funkce a projevuji svoji toxicitu naruSovanim
spravné Cinnosti enzymi a asociovanych kofaktori. Miize dochazet ke kompetici
s esencialnimi kovy v aktivnich enzymech, nebo membranovych proteinech (Torres et
al. 2008). Esencialni prvky mohou mit negativni efekt v zivych organizmech jak pfii jejich
nedostatku, tak pfi jejich nadbytku.

Prvky se do organizmu mohou dostat riiznymi mechanizmy a cestami. Nejcastéji se do
téla vstfebavaji prostiednictvim ingesce (potrava, voda), inhalace (vzduch) a absorpce
ktzi. Inhalace a gastrointestinalni absorpce je v bézné populaci nejcastéjsi formou vstiebavani,
avsak zalezi na konkrétnim druhu kovu.

Hlavnim zdrojem arzenu je kontaminovana voda (Singh et al. 2007), zatimco u kadmia
a rtuti dochazi k pfijmu ptes kontaminovanou potravu. Chrom a olovo se do téla nejcastéji
dostava inhalaci kontaminovanych prachovych ¢astic a aerosolu, ale i ptfes kontaminovanou
potravu a vodu (Sinicropi et al. 2010; Tchounwou et al. 2012).

Pfi ingesci zavisi toxicita na formé& kovu, pH, rychlosti prichodu potravy travicim
ustrojim, biotransformaci stfevnimi organismy a mnozstvim komplexotvornych organickych
latek a metaloproteint (Prisa et al. 2004).

Tézké kovy maji tendenci se akumulovat v organizmu Vv ruznych organech a tkanich
i v zavislosti na typu prvku. Tyto prvky se nejéastéji akumuluji v ledvinach, nadledvinkach,
jatrech, plicich a kazi a ochlupeni. Napiiklad u sladkovodnich ryb byly pozorovany vyssi
koncentrace RP v kostech nez v mase u Pb, Cd, Cu, Zn, Fe, Ni a Mn. V pfipadé Cra V byla
koncentrace stejnd. U vSech prvkil byla naméfend koncentrace ve svaloviné dvanactkrat nizsi
nez ve vnitinich organech, pfi¢emz nejvysSi koncentrace byly naméfeny v jatrech
(Staniskiene et al. 2006; Stankovic et al. 2014). V metabolizmu tézkych kovl ovSem hraji
hlavni roli jatraa ledviny. Tyto organy neslouzi pouze k jejich bioakumulaci, ale také
k biotransformaci, detoxikaci a zvysené eliminaci (Torres et al. 2008).

Nékteré kovy jsou v nadmérném mnozstvi dobie tolerovany, protoze absorpce je
limitovana davkou vyzadovanou individudlnim organizmem, ale jiné mohou vykazovat

vysokou tendenci k akumulaci. Dal§im dulezitym faktorem je také polocas rozpadu prvki.
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Napftiklad polocas rozpadu rtuti je 60 — 70 dni, zatimco u kadmia je to 10 — 20 let. Navic je
polocas rozpadu kovii v organizmu ovlivnén i druhem tkéné, do které je akumulovan. U olova
se napiiklad polocas rozpadu v mékkych tkanich pohybuje v fadech tydnt, v kostech mutze
dosahnout az dvaceti let (Sinicropi et al. 2010).

Dulezitymi parametry pro toxicitu jednotlivych kovi jsou jejich chemickd forma
(elementarni, organickd, anorganicka) a jejich schopnost vazby. Organické formy jsou obvykle
vysoce lipofilni, coz jim umoziuje priichod biologickymi membranami a mohou se akumulovat
V lipofilnich tkanich, zatimco anorganické formy kovl zpisobuji hlavné rendlni toxicitu
(Sinicropi et al. 2010; Tchounwou et al. 2012).

Procesy, pfti kterych se kovy akumuluji do tkani zivych organizmi, jsou zavislé na druhu
organizmu a také na mechanizmu detoxikace a rychlosti metabolizmu (Stewart et al. 2005).
Dusledkem toho miZeme nalézt rozdilné obsahy kovii u riznych organizmil zijicich ve stejném

prostiedi (Jakimska et al. 2011).

2.1.5. Biodostupnost RP

Biologicka dostupnost prvki je ovlivnéna fyzikalnimi faktory, jako je teplota, fazova
asociace, adsorpce a sekvestrace. Chemické faktory ovliviluji termodynamickou
rovnovahu, komplexaéni kinetiku, rozpustnost lipidid a hodnotu rozdélovaciho koeficientu
n oktanol/voda. Speciaci kovu, ktera je velmi podstatna 1ze obecné definovat jako identifikaci
a kvantifikaci riznych definovanych druhi, forem nebo fazi, ve kterych se prvek vyskytuje.
Biologicka dostupnost je vSak zlomek celkového mnozstvi kovu v urcité sloZce Zivotniho
prostiedi, ktera je v daném ¢asovém obdobi k dispozici v pfimém okoli organizmu, nebo mize
byt mikroorganizmy zpfistupnéna pro absorpci (Olaniran et al. 2013). Kungolos et al. (2006)
zjistili, Ze huminové kyseliny (HA) puisobi na rizné kovy rozdilné a toxicita prvki zavisi i na
jejich schopnosti kovi tvofit komplexy. Bylo napiiklad zjisténo, ze ptidani huminovych kyselin
snizilo toxicitu Cu, zatimco v piipad¢ zinku nedoslo k zddné zméné. Tyto prvky vykazovaly
nizkou hladinu komplexace a jejich toxicitu zpusobuje spiSe forma volnych kovovych ionti.
V ptipadé¢ Pb se vytvorily komplexy Pb-Ha a toxicita se vyznamné zvysila. Biologicka
dostupnost se tedy lisi 1 podle druhu kovu a jeho vlastnosti.

Biodostupnost rizikovych prvki je zavisla také na mnoha dalSich faktorech
souvisejicich s organizmem ktery muize prvek potencidlné piijmout. Tyto faktory tvofi
naptiklad ve€k, pohlavi, velikost, genetickd charakteristika, chovani (s ohledem na potravinovy

fetézec) a interakce mezi vSemi témito faktory.

13



Roli hraje také unikatnost jednotlivce, populace nebo druhu. Gonzalez et al. (2006)
pozorovali, Ze existuje vyssi intrapopulacni variabilita v koncentracich prvki v organech mysic
kfovinnych (Apodemus sylvaticus), neZz interpopulaéni variabilita. V tomto pfipadé byla
naméfena o 10 — 20 % vyssi intrapopulacni variabilita u Zn a Mn, o 20 — 40 % u Cu a okolo
110 % v ptipad¢ Cr. Je zde také mnoho interakci mezi jednotlivymi prvky a mezi kovy
a fyzikalnim prostfedim. Nékteré faktory zvySuji pfijem a adsorpci, zatimco jiné ji zmiriuji
(Peakall & Burger 2003; Tchounwou et al. 2012). Pascoe et al. (1991) hodnotili biodostupnost
kovli a metaloidi z pidy v moktadnich systémech. Pudy mély neutralni az alkalick¢ pH
(pramér pH = 7,3), coz nenaznacuje vysoky potencial uvoliiovani kovl z pidy. To bylo také
potvrzeno zjisténim, Ze vypoctena bioakumula¢ni schopnost prvkl Vv organech bylozravca
(Peromyscus maniculatus a Microtus pennsylvanicus) byla méné nez 0,2 %.

Kontaminace zivotniho prostiedi se bézné¢ hodnotila kvantifikaci celkového obsahu
rizikovych prvka v pude, avSak samotna tato informace, i kdyz dilezitd, je pro posouzeni
toxicity a dopadu na exponované organizmy zna¢n¢ nedostacujici. Bézné analytické techniky
pro stanoveni obsahu kovil jako chromatografie, polarografie, nebo iontové selektivni elektrody
nejsou schopny rozliSit mezi pfistupnymi a nepfistupnymi frakcemi kovi pro biologické
systémy (Olaniran et al. 2013). V soucasnosti se pro stanoveni biologicky dostupné frakce
prvkl v ptidé pouziva napiiklad jednoduché extrakce pidniho vzorku ¢inidlem (slabé roztoky
organickych kyselin nebo anorganickych soli), které extrahuje mobilni podily prvki
(Zemberyovi et al. 2007). Diky senzitivnim analyzam gastrointestinalni digesce je mozné zjistit
i vliv variance pH Zalude¢nich §tav na biologickou dostupnost prvku z pidy Vv pripadé€ ingesce
této pudy, které mohou byt vstiebavany pies stievni epitel (Pelfréne et al. 2011). Pfenos
vysledku ziskanych chemicky v nebiologickych systémech na biologické systémy, respektive
Zivé organizmy, vSak neni snadno interpretovatelny. Tento fakt vedl k tendenci provadét terénni
monitoring a k rozvoji studia biosenzorti, biomarkert a biotestli jako novych analytickych
nastrojii schopnych poskytovat spolehlivé vyhodnoceni biodostupnosti prvkii z prostiedi do

zivych organizmi (Rodriguez-Mozaz et al. 2004).

2.2. Mechanizmy detoxikace RP

Vsechny zivé organizmy, vcetné rostlin, si vyvinuly mnozstvi mechanizmt, které
kontroluji pfijem a akumulaci esencidlnich i neesencidlnich kovli. Tyto mechanizmy zahrnuji
chelaci a sekvestraci téZzkych kovli pomoci nékterych ligandii. Dva nejlépe popsané ligandy

vazajici kovy jsou fytochelatiny (PC) a metalothioneiny (MT). MT jsou na cystein bohaté
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proteiny, kodované skupinou genli, zatimco PC jsou skupina na cystein bohatych
polypeptidd, syntetizovanych pomoci enzymt. Az do doby, kdy byly geny pro tvorbu MT
objeveny u rostlin, se PC povazovaly za alternativu MT pro rostliny. Byly nalezeny dokonce
| organizmy, které dokazi syntetizovat PC i MT soucasn¢ (Cobbett & Goldsbrough 2002;
Merlos et al. 2014).

2.2.1. Fytochelatiny a GSH

Chelatace tézkych kovi je béznou detoxifikacni strategii, ktera je popsana u mnoha
riznych druht rostlin. Zékladni tfidou chelatorti té¢zkych kova v rostlinach jsou PC, tfida
nizkomolekularnich polypeptidii bohatych na cystein se schopnosti vazat tézké kovy. Jejich
primarni struktura je (y-Glu-Cys)n, pticemz y-Glutamyl-cysteinova jednotka (y-Glu-Cys)n se
muze opakovat 2 az 1lkrat (Cobbett 2000). PC jsou non-translaéné syntetizovany
z redukovaného glutathionu (GSH) pfi transpeptidické reakci katalyzované enzymem
fytochelatin syntedzou. Pro rostliny je proto, pii jejich vystaveni tézkym kovim, dilezita
dostupnost GSH (YYadav 2010; Merlos et al. 2014).

GSH je tripeptid, nejcastéji se vyskytujici thiol s nizkou molekulovou hmotnosti, ktery
je pritomny ve vSech eukaryotickych organizmech nesoucich mitochondrie, véetné rostlin. Je
syntetizovan v plastidech a byl detegovan prakticky ve vSech buné¢nych ¢astech, hlavné
v cytosolu, chloroplastech, endoplazmatickém retikulu, vakuole a mitochondriich. Podle
soucasnych studii je obsah GSH hlavnim faktorem urcujicim relativni toleranci rostlin viici RP.
Diky tomuto detoxikaénimu mechanizmu jsou nékteré rostliny schopny prosperovat i v
kontaminované pudeé, zatimco jiné hynou (Noctor & Foyer 1998; Yadav 2010).

PC nejsou syntetizovany pouze v rostlinach, ale také v houbdach a dalSich organizmech.
Tyto polypeptidy vytvaii komplexy s ionty téZkych kovli v cytosolu a nasledné jsou
transportovany do vakuoly (Merlos et al. 2014).

V ptipad¢ fytochelatinti byla doposud prokazana pouze jejich detoxikacni funkce; jejich
vyznam pro rostlinny metabolismus esencialnich kovli neni dostate¢né¢ znam (Kizek et

al. 2004).
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2.2.2. Metalothioneiny

2.2.2.1. Charakteristika MT

Metalothioneiny byly charakterizovany jako nizkomolekuldrni proteiny (6-7
kDa), které maji vysoké zastoupeni cysteinovych zbytkd. Maji vysokou afinitu ke kovovym
iontim a jsou exprimovany v riznych typech tkani. Nejvyssi koncentrace tohoto proteinu se
nachazi v jatrech, ledvinach, sttevni tkani, slinivce bfisni a mozku (Robinson et al. 2001; Coyle
et al. 2002). Nazev metalothionein byl poprvé pouzit v roce 1957 pro hlavni protein vazajici
kadmium v kife ledvin koné (Margoshes & Vallee 1957). Tyto slouceniny byly poté
identifikovany v mnoha organismech, zejména zivociSnych (obratlovci, koryst, mékkysh
apod.), ale i v n¢kterych druzich hub a vyssich rostlinach (Klaassens 1999). Jejich zakladni
stavebni jednotkou jsou aminokyseliny, které se pohybuji v poétu mezi 61-68. MT jsou
charakterizovany vysokym obsahem kovil, vysokym obsahem cysteini (tvoii cca 30 %
obsazenych aminokyselin), neobsahuji zadné aromatické aminokyseliny, histidin a disulfidy
a maji unikatni rozlozeni cysteinovych rezidui v aminokyselinové sekvenci. V molekulach
savCich MT-1 se obvykle v primarni sekvenci vyskytuji aminokyseliny v nasledujicich
repetickich: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-Cys, kde X je oznaceni pro jinou

aminokyselinu nez cystein (Kizek et al. 2004).

2.2.2.2. Molekularni struktura MT

Ttidimenzionalni struktura je zformovana do dvou globuldrnich domén kovovych
klastri. a — doména (AMK ¢. 32-61) se nachdzi na C-terminalnim konci a B — doména (1-31
AMK) na N-terminalnim konci. Toto uspofadani je znazornéno na obrazku ¢. 2. p - doména ma
4 vazebna mista a a - doména 3 vazebna mista pro kovové ionty. Celkem ma tedy molekula
MT sedm vazebnych mist, M'"4Cysin a M'"sCyse, pro divalentni ionty, zatimco pro
monovalentni ionty je v molekule 12 vazebnych mist. Ionty kovii v obou klastrech jsou
tetrahedralné koordinované obéma konci a premostujicimi thiolatovymi ligandy, respektive
ob¢ domény jsou spojeny flexibilni spojovaci oblasti slozené¢ ze zachovaného segmentu

Lys - Lys uprostied polypeptidového fetézce (Vasak 2005).
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Obrazek ¢. 2: Strukturalni charakteristika o a f domény potkanniho MT-2 zaloZena na datech
z ExPASy databaze. Nahoie je zobrazena 3D prezentace tercialniho uspotadani MT-2 (pdb ID
4MT2). Dole je sekvence aminokyselin MT-2 (P04355); (Babula et al. 2012).
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Podoba tfidimensiondlni struktury MT klastri mlZe byt rozdilnd pro bakterie,
bezobratlé i obratlovce. ZvySujici se pocet diikazli naznacuje, Ze riizné funkce savcich izoforem
MT-1 / MT-2, véetné zapojeni do homeostazy zinku, ochrany proti toxicité tézkych kovu
a oxida¢nimu poskozeni souvisi prave s témito klastry na bazi siry (Vasak et al. 2005). MT bez
obsahu kovl, neboli apometalothineiny maji pfevazné neuspoiadanou strukturu. Dobie
definovana proteinova struktura se vyvine aZ po navazani kovovych ionti.

Nejcastéji vazané prvky v MT jsou zinek, kadmium, rtut’ a méd’ v rizném slozeni
a mohou tvofit az 11% jeho vahy (Bobillier-Chaumont et al. 2006; Nordberg & Nordberg
2009). MT jsou rozdéleny do tfid s ohledem na primarni strukturu, mnozstvi cysteinovych
zbytkll a druh organismu, ze kterého byly izolovany (Kigi & Kojima 1987, Robinson et al.
2001).

Ve vSech zkoumanych obratlovcich byly nalezeny dvé, nebo vice odliSnych izoforem
MT. Hlavni MT izoformy jsou oznaceny jako MT-1 az MT-4. MT-1 je kédovan jedenacti
geny, zatimco ostatni hlavni izoformy jsou kodovany jednim genem. U savcti jsou MT-1a MT-
2 ptitomny ve vSech organech, piestoZze MRNA MT-1 je vice indukovén, rozdil mezi nimi neni

zcela objasnén (Vergani et al. 2009; Banni et al. 2010). MT-3 a MT-4, jsou tkanov¢ specifické.
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MT-3 se vyskytuje v CNS, mozkové tkani a ve skvamdznim epitelu kiize a jazyka (Ghoshal
& Jacob 2000). Nejméné prozkoumany MT-4 byl u mysi nalezen ve stratifikovaném
spinocelularnim epitelu v buiikach ustni dutiny, jicnu, Zaludku, ocasu, tlapkach a neonatalni
kazi (Quaife et al. 1994). Funk¢ni diferenciace jednotlivych izoforem jesté neni dostateéné
prozkoumana.

Tvorba izoforem MT-1 a MT-2 je indukovana mnozstvim stresovych podminek, véetné
glukokortikoidi, cytokinti, volnych radikali a v nejvétsi mife kovovych iontd. MT-3 a MT-4
na tyto faktory pfili§ nereaguji (Vasak & Hasler 2000).

Nejlépe charakterizované savéi MT-1 a MT-2 izoformy pfednostné vazi sedm
divalentnich Zn", nebo az dvanact monovalentnich Cu' kovovych ionttl in vivo, prostfednictvim
metal-thiolatovych koordina¢nich vazeb. Pii in vitro testech MT-1/2 doslo i k vazbé dalSich
kovi jako Cd", Bi'"!, Pt"", Ag' a Hg". Tyto kovy se mohou pti podavani zvitatiim na MT snadno
navazat. Rizné druhy kovi maji rozdilnou schopnost tvorby thioldtovych komplext s MT napf.
Zn" < Pb'' < Cd" < Cu' < Ag', Hg", Bi'"", coz zpiisobuje, Ze kovy s nizsi afinitou mohou byt v
molekule MT nahrazeny kovy s vyssi afinitou. Pfi neutralnim pH mé Cd 10 000 krat vyssi
afinitu neZ Zn coz miZze byt zplsobeno jeho o mnoho mens§im zastoupenim v Zivotnim
prostiedi. (Kégi & Schéffer 1988; Hidalgo et al. 2009)

Nativni MT maji obvykle heterogenni slozeni kovi Zn, Cd a Cu, vyskytujicich se
Vv riznych pomérech, ale mohou byt navazadny pouze jednotlivé druhy kovl jako

Zn, Cd, Ni, Co, Hg, Pb, Bi (Kigi et al. 1984)

2.2.2.3. Genova exprese MT

Intracelularni koncentrace MT se pfizplisobuje pozadavkim bunky, a to hlavné
prostiednictvim regulované transkripce.

U vSech zivych organizmii je hlavnim mechanizmem syntézy MT transkripce
a regulatorem prebytku tézkych kovii MTF-1 (metal-responsive transcription factor 1); (Wang
et al. 2004; Hardyman et al. 2016). Tento protein se navazuje na MRE (metal responsive
elements) umistény v promotoru genu MT (Hockner et al. 2015). MTF-1 je slozen ze Sesti
zinkovych ,,prsti®, které jsou zodpovédné za vazbu DNA a funguje jako senzor hladiny
intracelularniho Zn. Pro vazbu MTF-1 na DNA je zapotiebi zvySené koncentrace
Zn. Nedostatek Zn naopak vede ke snizeni exprese MT (Cui et al. 1998).

Preferen¢ni vazba kadmia a médi na MT, nebo oxidace molekuly peroxidem vodiku
uvoliiuje zinek do intracelularniho prostoru, coz vede k aktivaci MTF-1. Naopak nové

syntetizovany thionein, forma metalothoneinu bez obsahu kovi, inhibuje aktivaci MTF-1.
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Uvoliovani zinku z bunéénych slozek, vcetné metalothioneind, a sekvestrace zinku nové
vytvofenym apometalothioneinem by mohly byt zdkladnim mechanizmem regulace aktivity
MTF-1 pii bunééném stresu (Zhang et al. 2003). V pfitomnosti kovi s vyssi vazebnou afinitou,
nebo v disledku oxidace molekuly je tedy Zn navazany v proteinu nahrazen a jeho
intracelularni koncentrace se zvysi, ¢imz se spusti posttranclacni kontrolni mechanizmus.
Zvysena intracelularni koncentrace Cd, kterd ptresahuje MT vazebnou kapacitu, zptisobuje
dodatecnou syntézu metaloproteinu. Indukci exprese téchto genti zptisobuji kovy (Cd, Zn, Cu,
Co, Hg a Bi), nebo také metabolicky aktivni latky (glukokortikoidy, cytokiny). (VaSak
2005; Balamurugan & Shaffner 2009; Petering et al. 2009). Podle Banni et al. (2010) ale
exprese genu MT neodpovida ptimo intracelularni koncentraci kov, ale pravdépodobné na stav
oxidacniho stresu bun¢k. Dale miiZze na indukei MT syntézy piisobit fyzicky a chemicky stres.
Chemicky stres mlZze vyvolavat velké mnoZstvi toxikologicky vyznamnych sloucenin jako
rozpoustédla (chloroform, ethanol), 1é¢iva (acetaminophen, menadion) a také protinddorova
1é¢iva (bleomycin, adriamycin); (Babula et al. 2012). Procesy (UV zafeni, RG zafeni, gama
zateni, produkty reakci katalyzovanych kovy, znecistujici latky pfitomné ve vzduchu, latky
produkované neutrofily a makrofagy béhem zanctu a vedlej$i produkty mitochondridlniho
respiraniho fetézce), které jsou schopny indukovat volné radikaly (zejména reaktivni druhy
1989; Ruttkay-Nedecky et al. 2013).

Reakce organizmu (genova transkripce MT), kterd je siln€é indukovand zvlasté pii
zatizeni téZkymi kovy, se ale muize liSit v zavislosti na druhu kovu a organu exponovaného
organizmu. V laboratornim experimentu zaméteném na indukci MT pfi expozici laboratornich
mysi anorganickymi formami Zn (chlorid zine¢naty), Cd (chlorid kademnaty) a Hg (chlorid
rtutnaty) byly zjiStény urcité rozdily. Hladina MT indukovanych esencialnim prvkem zinkem
byla v jatrech na maximu 48 h po expozici a v ledvinach nedoslo k zadné zméné. V piipadé
toxickych kovii, Cd a Hg, byla maximalni indukce zjisténd jiz po 24 hodinach v jatrech
I ledvinach (Tandon et al. 2001). OvSem tato reakce neni generalizovatelna na vSechny tézké
kovy. Pfi ordlnim podani anorganické formy Pb (octan olovnaty) laboratornim potkanim ve
vodé nebyla zjisténa zadna signifikantni zména v koncentraci ani genové expresi MT-1 a MT2
v ledvinach oproti kontrolni skupiné (Wang et al. 2009). Kombinovana expozice Cd spolu s Pb
vSak vyrazné zvysSuje expresi MT (Wang et al. 2009).

Evolu¢ni vztahy metalothineind jsou velmi té€zko interpretovatelné z hlediska

molekuldrni  evoluce, coz je zpusobeno nedostatkem jednoznacnych  kritérii
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klasifikace. V soucasné dob¢ jsou MT kategorizovany ¢isté podle taxonomickych skupin, nebo

podle preferenci a specifik vazani kovi tohoto proteinu (Capdevila & Atrian 2011).

2.2.2.4. Funkce MT

Tyto proteiny maji mnoho dtlezitych fyziologickych funkci, specidlné v metabolismu
a pohybu kovtli v organismu. Nejvice diskutovanymi funkcemi MT jsou efekt na homeostazu
esencialnich prvkd, jako je zinek a méd’ a detoxikace toxickych kova jako kadmium a rtut,
likvidace volnych radikalt a hraji roli 1 v imunitnich reakcich (Vasédk & Hasler 2000; Hidalgo
et al. 2009; Nordberg & Nordberg 2009).

Je také diskutovano spojeni s protein-protein a protein-nukleotid interakcemi,
mitochondridlnimi funkcemi a regulaci energetického metabolismu, angiogenezi bunécném
cyklu, a diferenciaci bunck (Babula et al. 2012). Lze se domnivat, Ze toxicky uc¢inek rizikovych
prvkl je dan pouze tim podilem prvku v zivodisném organismu, ktery neni zabudovan
v metalothioneinech (Friberg et al. 1974; Nordberg 1977; Suzuki et al. 1993; Liu et al. 2003).
Napiiklad v sav¢ich buiikach hraje vazba médi na MT roli v sekvestraci Cu pii poruchach
souvisejicich s timto kovem jako je naptiklad Menkesova a Wilsonova choroba (Vasak 2005).

MT ma vyznamnou roli také v antioxidac¢ni odezvé organizmu. Spolu s GSH reguluje
vyskyt volnych kyslikovych radikalti (Maret 2000). Studie odhalily, Ze MT miZe chranit bunky
pfed apoptézou indukovanou oxida¢nim stresem a kovy, a tedy Ze zasahuji do regulace
apoptozy (Shimoda et al. 2003). Hladina MT v periferni krvi a séru pacientli mize také slouzit
jako marker pro diagnostiku rakoviny. ZvySena exprese u ruznych forem nadoru
pravdépodobné souvisi se zvySenou proliferaci, a tedy pravé ochranou pied apoptézou
(Krizkova et al. 2009). Rada studii prokéazala také zvy$enou expresi MT v riiznych lidskych
nadorech, jak popsali ve své ptehledné praci Cherian et al. (2003).

2.3. Biomonitoring

V kontextu monitoringu Zivotniho prostiedi reflektuji zatiZzeni rizikovymi prvky
bioindikaéni organizmy (nebo Casti organizmi, nebo spolecenstvi organizmil), které obsahuji
informace o kvalité zivotniho prostfedi (nebo casti Zivotniho prostfedi). Na druhé strané jsou
bioindikatory organizmy (nebo jejich ¢asti, nebo spoleCenstva organizmil), které obsahuji
informace 1 0 kvantitativnich aspektech kvality zivotniho prostiedi.
Organizmy, populace, biocendzy a nakonec i celé ekosystémy jsou pfirozené ovliviiovany

cetnymi biotickymi a abiotickymi stresovymi faktory, jako jsou vykyvy klimatu, obstaravani
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potravy, vztah mezi predatorem a kofisti, paraziti, nemoci a konkurence v ramci druhi i mezi
nimi. V poslednich staletich jsou ale organizmy nuceny odolavat i dalsim zménam v kvalité
i kvantité stresort. Prostfednictvim antropogenni disturbance bylo prostfedi konfrontovano
suplné novymi latkami, které dfive neexistovaly pesticidy, polychlorované bifenyly)
a potencialn¢ Skodlivé latky uvolfiované v mnozstvi v minulosti nemyslitelném (tézké
kovy, pfirodni  radionuklidy). Znalost chemické rozmanitosti (slozeni pfitomnych
kontaminantil) a mnozstvi (kvantity stresoru za jednotku ¢asu) je nezbytné pro studium dopadu
ekologického a antropogenniho znecisténi (Market et al. 2003)

Biomonitoring umoznuje dlouhodobé pozorovani vybranych ¢asti ekosystému, které se
zaméfuje na vyhodnocovéni Zivotnich podminek. Zivé organizmy jsou obecnd povazovany za
bioindikétory kontaminace Zivotniho prostiedi a diky nim je méfitelnd mira kontaminace 1 jeji
efekt. Jako bioindikatory jsou vyuzivany rizné druhy rostlin i zivo¢ichd. Houby, rostliny,
zvitata, a dokonce i 1idé jsou pouzivani k biomonitoringu znecisténi zivotniho prostiedi tézkymi
kovy diky jejich schopnosti absorbovat tyto kontaminanty ze vzduchu, vody, sedimenti, ptidy
a potravniho fetézce (Stankovic & Stankovic 2013). Organizmy pouzité jako bioindikéatory
kontaminace zivotniho prostfedi v terénnich studiich musi spliiovat ur¢ita kritéria: i) Jejich t&lo
musi konstantn¢ akumulovat a tolerovat velké mnozstvi toxickych prvki a musi byt vazany na
jednu lokalitu, aby vysledky reprezentovaly ptidu, ovzdusi a vodu ve vytipované oblasti; ii)
Musi byt mozné je odchytit, identifikovat a zpracovat a musi mit dostate¢né mnozstvi tkani pro
chemické analyzy; iii) Musi mit relativné dlouhou Zivotnost, aby bylo mozné vzorkovéni

Vv del§im casovém useku (Hodkinson & Jackson 2005).

2.3.1. Potravinovy retézec v souvislosti s biomonitoringem

Biomonitoring kontaminace prostiedi RP umoziuje posouzeni reakce organizmi na
ruznych trofickych trovnich. Souvislost mezi obsahem Cd v prostfedi a ve tkdnich byla na
spodni urovni potravinového fetézce pozorovana napiiklad u terestrickych plzi, u nichz se jeho
efekt projevuje jiz po kratké expozici (Dallinger 1996). Proces bioakumulace, ktery zahrnuje
zvySeni koncentrace kovl ve tkénich Zivych organismi na vrchni Urovni potravinového
fetézce, je nejlépe viditelny ve vodnim prostiedi. Trvalé hydrofobni chemické latky a tézké
kovy mohou byt u akvatickych organizmti akumulovany neustale, a to nékolika cestami. Pfimo
z vody, cestou piijmu ¢astic ve vodnim prostiedi, nebo konzumaci jinych organizmti (Torres et
al. 2008). Toto bylo potvrzeno naptiklad v praci Bellante et al. (2012), kdy byly analyzovany
organy motskych kytovcl a pozorovany rozdily v koncentraci Cd a As u kytovcl odchycenych

v riznych oblastech. Na vrcholu potravniho fetézce se také nachdzi mnoho druhi terestrickych
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i akvatickych ptakt, ktefi konzumuji rostliny, bezobratlé i obratlovce. U druhti jako
volavky, ¢api, pelikani, kormorani, racci a rybaci byly naméteny koncentrace rizikovych prvki
odpovidajici lokalit¢ odchytu (Horai et al. 2007).

Primérni cesty expozice druhti drobnych terestrickych savct rizikovymi prvky spocivaji
Vv piijmu kontaminované potravy a vody a ndhodnym pozitim ptidy (Pascoe et al. 1994). Tato
zvitata tedy nejsou exponovana stejnym zpusobem jako ta akvaticka a slozeni potravy na
rtiznych trofickych trovnich je dtlezitym faktorem (Talmage & Walton 1991). Pfijem prvka

ale mize byt ovlivnén i ro¢nim obdobim, a to hlavné v pfipadé Pb (Tataruch & Kiredorf 2003),

proto je vhodné brat v ivahu 1 tuto okolnost.

2.3.2. Drobni zemni savci jako modelové organizmy

Drobni zemni savci jsou Casto vyuZzivani jako bioindikatory kontaminace prostiedi.
Hraji dilezitou roli v potravinovém fetézci a nachazeji se v riiznych urovnich trofického
systému. Zahrnuji pfevazné bylozravé, ale i omnivorni a masozravé druhy a také jsou kofisti
sirokého spektra dravych savci a ptakl. Dale se vyznacuji vysokou pocetnosti a vazbou na
urcité prostiedi (jejich areal vyskytu je mezi 1 aZ 2 ha); (Andras$ et al. 2006; Wijnhoven et
al. 2007). Drobni zemni savci maji také dostatecnou délku Zivota, coz umoznuje sledovat
projevy vngjsich vlivil a intenzivni metabolizmus, diky kterému je mozné identifikovat vliv
polutantti i v ptipadé, Ze je jejich koncentrace v prostfedi nizké (Shore & Douben 1994)

Herbivorni druhy, jako naptiklad Microtus sp. se zivi riznymi druhy trav (Holcus,
Agrostis, Deschampsia spp.) a mechu (Hypum sp.). SloZeni potravy karnivornich druht (Sorex

sp.) zahrnuje pievazné krouzkovce (véetné Oligochaeta) a larvy hmyzu (Coleoptera, Diptera

rrrrr

cey

ruzné druhy pavoukid a broukt zijicich na povrchu pudy, pfi¢emz zizaly vykazuji nejvétsi
akumulaci Cd a Pb (Ma et al. 1991). Omnivorni druhy se zivi jak rostlinnou, tak zivo¢isnou
slozkou (Cano et al. 2013). U drobnych zemnich savcl byla nejlepsi korelace mezi Cd a Pb
Vv pude¢ a ve tkanich organizmu zaznamenana u rejska obecného - hmyzozravce (Sorex araneus),
a to hlavné z divodu vysokého mnozstvi Zivo€i$né slozky v jeho potravé (Merents et al. 2001).
Zavislost obsahu Cd a Pb jatrech a ledvinach na obsahu prvki v ptid€ a potravé zvitat byla
pozorovana i u mysice kfovinné - v§ezravce (Apodemus sylvaticus). Hladina prvka v organech
se zvySovala se vzristajici koncentraci prvkl v analyzované potravé a pade (Rogival et al.
2007). Totéz bylo zjisténo i u krys (Rarttus rattus a Rattus tanezumi) exponovanych Pb, Zn,
Cd, Cu a Co (Nakayama et al. 2013). U hrabose moktadniho - bylozravce (Microtus agrestris)
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byl pozorovéan pouze maly vliv koncentrace RP na lokalité, kdy byl naméten zvySeny piijem
olova pouze béhem unora a biezna. Tento vykyv byl zptisoben piedevsim zvySenou koncentraci

Pb v travnim porostu v tomto obdobi (Ma et al., 1991).

2.3.3. MT jako marker kontaminace Zivotniho prostiedi

MT jsou v mnoha ptipadech povazovany za vhodny biomarker kontaminace prostiedi,
protoze jsou syntetizovany jako odpovéd’ organizmu na expozici rizikovym prvkiim. Syntéza
a koncentrace MT ve tkanich muze byt ovlivnéna fadou endogennich a exogennich
faktord, stejné¢ jako je tomu u akumulace tézkych kovi, které mohou ovlivnit kvantitativni
vztahy mezi expozici kovem a indukci syntézy MT (Jakimska et al. 2011).

V laboratornich podminkach pfi stanovené piistupné davce kovil, napiiklad u Cd
(Tandon et al. 2001; Hispard et al. 2008a) je korelace prikaznd a tim je patrny velky
potencidl, ale pfi monitoringu voln¢ Zijicich zvifat uz interpretace tak snadna neni.

Indukce syntézy MT jako reakce na kovové kontaminanty byla prokazana naptiklad
u malych moiskych druht, coz naznacuje pouziti obsahu MT v organizmech jako biomarkeru
expozice. MT jsou v soucasnosti jednim z biomarkerdl uznavanych na evropské trovni a jsou
zkoumany v ramci BEQUALM (Biological Effect Quality Assurance in Monitoring
Programmes); (Amirad et al. 2006). Korelace mezi obsahem kontaminant v prostiedi a MT ve
tkanich ale nemusi platit u vSech organizmu. Napiiklad ve studii Aly et al. (2014) bylo
zjisténo, ze ve tkanich motskych srdcovek (Cerastoderma edule) a hub (Haliclona oculata)
byla naméfena hodnota rizikovych prvki odpovidajici prostiedi, ale koncentrace MT
neodpovidala. Tyto organizmy maji pravdépodobné vysokou toleranci viaci kovové
kontaminaci a chronické expozici rizikovymi prvky.

Na syntézu MT ve tkanich nemd vliv pouze kontaminace okolniho prostfedi, ale
I biologicky cyklus. U asijskych Skebli (Corbicula fluminea), které byly sledovany cely jeden
rok, byl naméten staly obsah kovl (Cd, Hg, Zn a Cu) v mékkych tkanich, ale koncentrace MT
se v prubéhu roku vyznamné lisila. Nejvyssi urovein MT byla naméfena v poloving kvétna, kdy
se Skeble piipravuji k rozmnozovani (Baudrimont et al. 1997). Pii biomonitoringu kontaminace
RP s modelovym organizmem Jelenem evropskym (Cervus elaphus L.) byla prokazana pouze
pozitivni korelace mezi expresi MT-1 mRNA a koncentraci Zn a Cu v jatrech jelent. Nebyla
zjisténa zadna korelace exprese MT-1 a obsahem Cd jatrech (Durkalec et al. 2017). | v tomto
piipadé byl MT vyhodnocen jako nevhodny biomarker pro kontaminaci Zivotniho prostfedi Cd.

V praci Marques et al. (2008) byla u mysi (Mus spretus) zjisténa vyssi koncentrace MT

organech zvifat z kontaminovanych lokalit nez u zvifat zlokalit referen¢nich. Byla
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zaznamenana i sezonni variance, kdy byly naméteny vyssi hodnoty v zimé a nizsi na podzim.
Tento poznatek naznacuje, indukce MT v jatrech a ledvinach reflektuje jak fyziologické, tak
environmentalni faktory. MT se jako vhodny biomarker projevil i v pfipad¢ mysice kfovinné
(Apodemus sylvaticus), jak popsali Rogival et al. (2007). Nejvyssi koncentrace (Cu, Cd, Zn)-
MT byly naméfeny na nejznecisténéjSich lokalitdich a klesaly v zavislosti na zvétSujici se
vzdalenosti od zdroje kontaminace. Fritsch et al. (2010) zaznamenali u mysice kiovinné
(Apodemus sylvaticus) vyznamny vztah mezi prostfedim a hodnotami MT, ale hladina MT
s vys§im mnozstvim RP v padé stoupala v jatrech a klesala v ledvinach. U nornika
(Clethrionomys sp.) hladina stoupala pouze v ledvinach a u rejska obecného (Sorex araneus)
V obou orgéanech stoupala. Koncentrace MT se v zavislosti na obsahu kontaminantti v ptdé lisi
u jednotlivych druhti i jejich orgédnd.

Pti pouziti MT jako potencidlniho biomarkru je tfeba brat v potaz i dalsi faktory jako
pohlavi nebo v€k jedincu (Fritsch et al. 2010) a méfenou izoformu metalothioneinu
v konkrétnim organu (Nakayama et al. 2013). Pro relevantni vysledky je tedy potieba

analyzovat Siroké spektrum jedinct a tkani a také dobte znat jejich metabolizmus kovi a MT.

2.4. Kvantifikace a speciace metalothioneinii v organickém materialu

Pro identifikaci a kvantifikaci obsahu metalothioneint v Zivo€iSnych tkénich byla
vyvinuta cela fada vice ¢i mén¢ UspéSnych analytickych metod (Shaw et al. 1992). Vodickova
et al. (2001) rozdé¢lili tyto metody na: 1) metody nezahrnujici separaci (metody saturacni,
imunochemické a elektrochemické); 2) chromatografické metody (vylu€ovaci chromatografie,
afinitni chromatografie, reverzni HPLC); 3) elektroforetické metody (SDS -PAGE, CE, CZE);
4) metody HPLC a CE spojené s dalSimi detekénimi metodami (AAS, ICP AES a ICP MS).

Speciace izorofem je mozna pomoci metod jako napi. HPLC (ICP-MS); (Rogival et
al. 2007). Diky qPCR (real-time) mizeme kvantifikovat genovou expresi izoforem se znamou
sekvenci AMK (napi. Tom et al. 2004; Wang et al. 2009; Nakayama et al. 2013).

2.4.1. Stanoveni koncentrace MT pomoci elektrochemickych metod

Jednou Z nejpouzivanéjS§ich  a  nejuspeésnéjSich  je  aplikace  metod
elektrochemickych, jako je napiiklad DC voltametrie, diferen¢ni pulsni polarografie (Mendieta
et al. 1995), square wave voltametrie a cyklickd voltametrie (Harlyk et al. 1997). Tato metoda
funguje na zakladé pritomnosti sirnych zbytkd na molekulach cysteinu (R — SH) a cystinu (R —

SS — R). Jako polarizovatelna elektroda je pouzivana rtutova kapkova elektroda (DME), nebo
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visici rtutova kapkova elektroda (HMDE). V poslednich letech dochéazi k vyzkumu dalSich
elektrod s potencidlem pouziti pro kvantifikaci MT jako stfibrna amalgamova elektroda
(AgSAE), nebo modifikované silikagelova uhlikova pastova elektroda (SiO2-CPE); (Sestakova
etal. 2019).

Pro stanoveni celkovych obsahti metalothioneint v biologickych vzorcich se nejcastéji
vyuziva modifikovand Brdickova reakce (Brdicka 1993). Jeho metoda byla pivodné vyvinuta
pro analyzu sirnych latek. O moznosti vyuziti této metody pro stanoveni MT bylo poprvé
diskutovano v praci Olafson & Olsson (1991). Tato metoda je velice citliva a diky ni je mozné
m¢éfit 1 velmi nizké koncentrace MT (az 19 ug/l); (Raspor et al. 2001). Jde o katalytické
vylucovani vodiku v Brdi¢kové roztoku, ktery se sklada z amonného pufru (NH4OH + NH4 Cl)
a komplexu Co(Ill). V piitomnosti latky obsahujici S-H skupiny dochazi ke vzniku
komplexu, jehoz redukce je nasledovana katalytickym vyluc¢ovanim vodiku, jak je popsano v
rovnici [Co(H20)6]?* + R(SH)2 — RS2Co + 2H* (Kizek et al. 2004). Vyska tohoto katalytického
signalu odpovida koncentraci sulfhydrylové latky - napt. MT — v analyzovaném roztoku.

Pro stanoveni MT pomoci elektrochemickych metod je potfeba vybaveni schematicky
zobrazené na obrazku ¢ 3. Skladda se zkontrolni jednotky (pocita¢ piipojeny
K potenciometru/galvanometru) a systému elektrod slozeného zreferen¢ni, pomocné
a pracovni elektrody (v tomto pfipadé HMDE). HMDE je vlozena do roztoku, kde dochazi
k akumulaci na povrchu kapky a na zaklad¢ které probiha elektrochemicka detekce elektrolytu.
Vysledkem je polarografickd kiivka (voltamogram), kterd je poté analyzovana pomoci

adekvatniho softwaru (Adam et al. 2007).
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Obrazek €. 3: Schéma zobrazujici elektrochemickou analyzu (Adam et al. 2007).
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Siroké uplatnéni nalezla Brdi¢kova reakce pro stanoveni obsahu metalothioneinii u fady

moiskych a sladkovodnich (Olafson & Olsson, 1991) a také terestrickych zivocichd, a to jak
laboratornich, tak volné Zijicich (Dabrio & Rodriguez 2000; Rotchell et al. 2001; Hispard et al.
2008b; Fritsch et al. 2010).
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3. Védecké hypotézy

a) Zvyseny piijem rizikovych prvka organismem pokusného zviiete vede
ke zvySené syntéze metalothioneinu, tedy obranné reakci organismu proti toxickym

ucinkiim rizikovych prvki.

b) Miru akumulace i1 koncentraci metalothioneinu v organismu zvifat

ovlivituje mira expozice rizikovym prvkim i druh, pohlavi a vék zvirete.
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4. Cil prace

Objasnéni mechanismu piijmu a transformace rizikovych prvki v interakci prostiedi-
rostlina-zvife, popis translokace prvku v zivo¢iSnych tkanich se zvySenou schopnosti jejich
akumulace a zvyseni hladiny poznani principt transformace a detoxikace rizikovych prvkl

sivogichy.
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5. Material a metody

5.1. Kvantifikace obsahu metalothioneinu ve tkanich

5.1.1. Extrakce MT

Zakladni ptiprava extrakti MT probihala dle lehce modifikované metodiky Hisparda et
al. (2008b). Jatra testovanych zvitat byla lyofilizovana (LYOVAC GT2, GmbH, Germany)
a navazka Cinila 100 mg. Navazeny material byl homogenizovan v 6 ml pufru [20 mM Tris,
150 mM NaCl pH 8.6, 10 mM 2-mercaptoethanol s inhibitory proteaz (20 uM leupeptin, 2 uM
aprotinin a 100 pM benzamidin); Sigma-Aldrich] a nasledné centrifugovany pii 4 °C a 16 090
g po dobu 30 minut. Jeden a ptl ml supernatantu S1 bylo denaturovéno pii 97 °C po dobu
15 minut a poté zchlazeno na 4 °C a opét centrifugovano pii 10 000 g po dobu 15 minut.
Supernatant S2 byl zmrazen a uskladnén v — 80 °C az do vlastni analyzy.

Pro stanoveni koncentrace metalothioneini v jatrech odchycenych volné Zijicich
drobnych zemnich savci byla z divodu mensi velikosti jater oproti laboratornimu potkanovi
upravena navazka na 25 mg. Pufr, ve kterém byl material homogenizovan, byl 4x fedény pro

zachovani poméru jednotlivych slozek.

5.1.2. Analyza koncentrace MT v extraktu

Voltametricka stanoveni koncentrace MT v S2 byla provadéna s pouzitim pocitatove
fizeného analyzatoru PC-ETP (Polaro-Sensors, Praha, Ceska republika) se softwarem POLAR
PRO 5.1. Byla pouzita pracovni rtutova tuzkova elektroda (Polaro-Sensors, Praha, Ceska
republika), referentni elektroda Ag/AgCl/KClnas. @ pomocné elektroda s platinovym dratkem
(Elektrochemické Detektory, Turnov, Ceska republika). Méfeni probihalo v laboratoti UFCH
JH AV CR pii pokojové teploté v dusikové atmosféte. Jako elektrolyt byl pouzit 1M amonny
pufr pH 9,5 (méfeno pomoci Jenway 3505 pH meter — Bibby Scienticic Ltd., UK) a 1 mM
Co(NH3)6Clz (Sigma-Aldrich). Pro vypocet vysledki z analyzatoru PC — ETP byla pomoci
metody standardniho pfidavku standardu Cd-Zn metalothioneinu (Enzo Life Sciences, USA)
vytvotena kalibra¢ni kiivka. Vypocet byl proveden s pouzitim pocitacového programu POLAR

PRO 5.1.

5.1.3. Reprodukovatelnost metody extrakce MT
Reprodukovatelnost metody analyzy koncentrace MT na vzorku jater samce

laboratorniho potkana kmene Wistar, ziskaného z pokusné staje CZU v Praze, ze kterého bylo
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mozné vytvorit deset navazek lyofilizovaného materidlu. Potkan byl po dobu 40 dni krmen
standardni krmnou smési St — 1 (Velaz, Praha, Ceska republika) s p¥idavkem CdCly. Po
usmrceni pomoci inhalacni anestesie byla odebrana jatra, ktera byla nasledné uskladnéna v -80
°C. Vzorky byly pfe pouzitim pro pfipravu extrakti lyofilizovany, homogenizovany
arozdéleny na 10 vzorkd n = 10 po 100 mg. Vzorky byly déle zpracovany podle vyse popsané

metodiky extrakce a analyzy koncentrace MT.

5.1.4. Priprava vzorkii pred analyzou MT

Pro spravné vyhodnoceni obsahu metalothioneinii ve tkanich odchycenych volné
zijicich zvitat bylo nutné vytvotit metodiku pro nakladdani se vzorky ziskanymi pfi odchytech
na lokalitach v terénu, jejich dopravé do laboratofe a skladovani pomoci pokusu v laboratornich
podminkach.

Pro experiment bylo vyuzito dvanacti samct potkanti kmene Wistar (Rattus norvegicus,
Institute of Physiology, Academy of Science, Czech Republic). Zvitata byla 6 tydnt chovana
v metabolickych klecich pfi teploté 21-25 °C a stabilni vlhkosti a krmeni standardni dietou ST-
1 (Velaz Praha, Ceska republika). Po eutanazii experimentalnich zvifat probéhla pitva
ptfizplisobend ziskani tkané€ jater pro analyzu MT. Jatra byla jednotlivé homogenizovana
arozdélena na 5 casti (A, B, C, D a E) a kazda z nich byla uchovévana v jedné z péti riznych
skladovacich podminek pted samotnou extrakci a analyzou MT. Jednotlivé podminky jsou pro
prehlednost popsany v tabulce €. 1: vzorky ze skupiny A) skladovany v — 80 °C a nasledné
lyofilizovany (standardizovand metoda pro laboratorni podminky), vzorky ze skupiny B)
cerstvé vzorky bez jakéhokoli zpracovani, vzorky ze skupiny C) skladovany v — 20 °C
a nasledné lyofilizovany, vzorky ze skupiny D) skladovany 24 h pii pokojové teploté€, poté v —
80 °C a néasledné lyofilizovany a vzorky ze skupiny E) skladovany 24 h v pokojové teplot¢,
poté v —20 °C a nasledné lyofilizovany. Metoda E) znazoriiuje moznou ¢asovou prodlevu mezi
usmrcenim zvifete v a zpracovanim vzorki v terénnich podminkach pfi pouziti konven¢nich
sklapovacich pasti pro odchyt zvifat. Pouzitim tohoto postupu byla eliminovana mozna
variabilita naméfenych MT u jednotlivych metod, zptisobena individualitou jednotlivych zvifat.

Pro metodu A, C, D a E byly pouZity navazky lyofilizovaného materialu 100 mg a pro
metodu B 356 mg Cerstvého materialu (navazka byla uréena pomoci vypocitaného koeficientu).
Vsechny skupiny homogenizovanych tkani byly analyzovany pomoci DC voltametrie
a modifikované Brdickovy metody na HMDE (visici rtutova kapkova elektroda), ktera je

popsana vyse.
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Tabulka €. 1: Popis jednotlivych metod nakladéani se vzorky, pted extrakci a analyzou MT.

24 h pokojova ulozeni v ulozeni v nativni lyofilizace
teplota —-80 °C -20°C
metoda A * *
metoda B *
metoda C * *
metoda D * * *
metoda E * * *

5.2. Terénni vyzkum

5.2.1. Popis odchytovych lokalit

Pro tuto studii bylo vybrano pét lokalit v oblasti Piibramska. Tyto lokality jsou
rozmistény v riznych vzdalenostech od zdroje kontaminace s ohledem na mozny smér §ifeni
rizikovych prvki (Sichorova et al., 2004). Dvé lokality jsou v tésné blizkosti mistnich kovohuti,
jakozto zdroje kontaminace. Prvni se nachazi pfimo pod odkalovaci nadrzi proplachovny
kovovych rud, kterd byla v minulosti né€kolikrat protrzena (loc 5) a druhd okolo 400 metrd po
proudu feky Litavky. Na tomto misté (loc 3) je na haldach uskladnén odpadni material
z kovohuti véetné strusky. Dalsi tfi se nachazi ve vétsi vzdalenosti. Prvni z nich je 1,4 km proti
proudu feky (loc2). Druha je situovana okolo 4 km po proudu feky a obcas je zaplavovana
kontaminovanou vodou pifi povodnich (loc4) a posledni je okolo 13 km po proudu feky od
kovohuti (locl). VSech pét lokalit mé& podobny charakter vegeta¢niho pokryvu; malé louky na
biehu feky v blizkosti lesa, obklopené skupinami stromt. GPS soutadnice: locl: 49.785°N;
13.987°E; loc2: 49.678°N; 13.974°E; loc3: 49.710°N; 13.989°E; loc4: 49.719°N; 14.014°E;
loc5: 49.705°N; 19.983°E.
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Obrazek ¢. 4: Zobrazeni lokalit na mapé (1) — locl, 2) — loc4, 3) — loc5, 4) — loc3, 5) — loc2)

ateka Litavka (Cena linie)
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5.2.2. Odber vzorku pudy

Na kazdé z vybranych lokalit bylo odebrano pét vzorkd pudy pro stanoveni obsahu
rizikovych prvkl. VSechna mista odbéru méla ¢tvercovy tvar s délkou strany 20 m, odbérové
body byly vzdy ve vSech ¢tyfech rozich Ctverce a jeden uprostied. Vzorky byly odebrany
Z horni vrstvy pidy (15— 20 cm po odstranéni svrchni travni vrstvy). VéEtSina rostlinnych zbytkt
(kotentl) a hornin byla separovéna. Vzorky byly suSeny na vzduchu pii 20 °C, homogenizovany
Vv tfeci misce a prosety pies 2 mm plastové sito. Z tohoto materialu poté byly pfipraveny

kompozitni vzorky z kazdého ¢tverce pro laboratorni analyzy.

5.2.3. Odber vzorkit drobnych savcu

Odchyty drobnych zemnich savci probihaly v letech 2013 — 2016, za pomoci specialné
vyrobenych zivochytnych pasti. Pasti byly navnazeny Sirokym spektrem navnad, aby ptilakaly
zvitata ze vSech tii ekologickych skupin (herbivofi, omnivofi a carnivoii). Pasti byly umistény
do kvadratt rozmisténych od sebe 5 x 5 m a denn¢ kontrolovany po tii po sob¢ nasledujici noci.
Druh, pohlavi a vék odchycenych jedinct byly uréeny podle jejich morfologické charakteristiky
(t€lesna hmotnost, barva srsti, délka téla, ocasu, uSi a zadni tlapky) na zaklad€é béZného

urovaciho klice savci (Andéra & Horacek 2005). Zvifata byla usmrcena pifimo na misté
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pomoci inhala¢ni anestezie. B¢hem pitvy, kterd probéhla rovnéz na odchytové lokalite, byly
odebrany vzorky organt (ledviny, slezina, jatra). Tyto tkané byly poté omyty
V demineralizované vodé, béhem transportu do laboratofe uskladnény v suchém ledu (-78 °C)
a nasledné lyofilizovany podle ovérené metodiky (Kiivska et al. 2019). VeSkera manipulace se

zviraty probihala v souladu s pravnimi a etickymi postupy.

5.2.4. Analyza rizikovych prvkii v piide a tkanich

Pseudocelkovy obsah rizikovych prvki byl ve vzorcich pudy stanoven nasledujicim
zpusobem: alikvoty (~500 mg) vzorka susenych na vzduchu byly rozlozeny mokrym rozkladem
V uzavieném systému s mikrovinnym ohfevem v 10 ml lucavky kréalovské (tj. smés kyseliny
dusi¢né a chlorovodikové v poméru 1:3). Smés byla zahfivana v mikrovinném systému Ethos
1 (MLS GmbH, Némecko) po dobu 33 minut pii 210 °C. Pro stanoveni koncentraci RP
v pudnim digestu byla pouzita optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-OES, Agilent 720, Agilent technologies Inc., USA) vybavena dvoukanalovou
peristaltickou pumpou, mlznou komorou Struman-Masters a pneumatickym zmlzovacem ve
tvaru “V” vyrobenym z inertniho materialu.

Vzorky zivocisnych tkani byly mineralizovany mokrym rozkladem v uzavieném
systému s mikrovinnym ohfevem (mikrovinny digeséni systém, SP-D Discovery Plus, CEM,
USA\) za pouziti zvyseného tlaku po dobu 25 minut pii teploté 231 °C ve 3 ml 65% p.a. kyseliny
dusi¢né a 2 ml p.a. peroxidu vodiku (Analytika Ltd., CR). Po digesci byla pfebyte¢na kyselina
odpafena do vlhkého zbytku. Nésledné byly vzorky ptfevedeny do 50 ml odmérnych ban€k
a doplnény demineralizovanou vodou. Slepé vzorky byly pfipraveny stejnym zptsobem
a predstavovaly 10 % celkového poctu vzorkli. Ve vSech slepych vzorcich byly koncentrace
métenych prvki pod detekénim limitem pouzité analytické techniky. Soucasné byl pro zajisténi
kvality dat analyzovan certifikovany referencni material (BCR 185R Bovine Liver).
Koncentrace RP ve tkanich byla stanovena pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem ICP-MS (model 7700x, Agilent Technologies, USA) s pouzitim kolizni
cely pro snizeni potencialnich interferenci. ICP-MS bylo vybaveno podava¢em vzorkt AX-500

(Agilent Technologies, USA), zmlzova¢em typu MicroMist
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5.3. Statistické vyhodnoceni vysledkii

Vyhodnoceni vysledki reprodukovatelnosti metody, pfipravy extraktd a pre-
analyza¢nich metod bylo provedeno v programu Statistika (ver. 12; StatSoft, USA). Pro pre-
analyza¢ni metody byl proveden test normality (Shapiro-Wilk test) a homogenity rozptylu
(Bartlett test). Vliv nakladdani se vzorky na koncentraci MT ve tkdnich byl testovan pomoci
one-way ANOVA test (p < 0.05) a pro detailni vyhodnoceni Tukey post hoc HSD test.

Data z terénnich odchytti drobnych zemnich savcti byla analyzovana pomoci softwaru
R verze 2.15.1 (R Development Team, 2012) s hladinou vyznamnosti a = 0.05. Bylo testovano,
jak je zatizeni rizikovymi prvky (hodnoty v mg/kg) ovliviiovano vybranymi fixnimi faktory:
organ (ledviny/ slezina/jatra); ekologicka skupina (herbivor/omnivor/carnivor); pohlavi
(samec/samice) a lokalita (loc1/loc2/loc3/locd/locs). Protoze existuji téi hodnoty (od kazdého
konkrétniho orgénu) pro kazdého jedince, data nejsou nezavisla. Z tohoto diivodu byl pouzit
faktor jedince jako faktor s nahodnym efektem. Situace, kdy se testovani drobni zemni savci se
lisili celkovou hmotnosti je reflektovana pouzitim hmotnosti jako ndhodného faktoru
vnofeného do faktoru jedince. Pro kazdy z méfenych prvkii byl samostatné pouzit linedrni mix
model (GLMM) snormalnim rozdélenim. Minimalni adekvatni model byl dosazen
zjednodusenim modelu pomoci ACI (Akaike information criterion). MT byly stanoveny pouze
V jatrech, proto byl pro posouzeni vlivu fixnich faktort pouzit klasicky linearni model (GLM).

Data byla pted GLM a GLMM logaritmicky transformovana.
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6. Vysledky

6.1. Stanoveni koncentrace MT

6.1.1. Reprodukovatelnost metody extrakce a analyzy koncentrace MT

Pro splnéni cile prace a ovéfeni hypotéz bylo potieba nejprve optimalizovat metodu
piipravy extrakti metalothioneinu pro analyzu jejich koncentrace a zjistit jeji
reprodukovatelnost. Stanoveni koncentrace MT probéhlo vyse uvedenymi postupy a vysledky
vyhodnoceni pomoci zakladnich popisnych charakteristik jsou uvedeny v tabulce
¢. 2. Vypoctena hodnota aritmetického pruméru je 147 pg/ml a rozsah hodnot od 120 do 173
pg/ml. Smérodatna odchylka, ktera udava kolisani hodnot sledovaného znaku pii méteni okolo
aritmetického primeéru (147 pg/ml), mé hodnotu 21 pg/ml. Hodnota varia¢niho koeficientu je
14 %, coz je mén¢ nez 50 % a je tedy znakem sourodosti méfeni.

Metoda byla zhodnocena jako reprodukovatelna a bylo mozné ji pouzit pii dalSich

méfenich. Tyto vysledky byly publikovany v praci (Kiivska & Sestakova 2015).

Tabulka ¢. 2: Zakladni popisné charakteristiky pro zjisténi reprodukovatelnosti metody analyzy
koncentrace MT v pg/ml.

pramér minimum maximum
n platnych [ng/ml] [pg/ml] [pg/ml] Smér. odch. Var. koef [%]
10 146,955 119,862 172,768 20,599 14,018

6.1.2. Modelovy test stability MT v redlnych vzorcich

Dale bylo nutné zjistit, jak nakladat se vzorky zvifecich tkani ziskanych v terénu.
Literatura uvadi velké spektrum pouzitych metod, ale Zadna standardizovana pro tyto situace
neexistuje. Vysledky porovnani riznych metod nakladani se vzorky pted vlastni analyzou jsou
znazornény na obrazku ¢islo 5, na kterém je zobrazena primérna koncentrace metallthioneinu
v jatrech laboratornich potkanti (A: 181 ug/ml, B: 178 pg/ml. C: 156 pg/ml, D: 165 pg/ml, E:
136 pg/ml) v zavislosti na pre-analyzacni metodé€ zpracovani individuélnich vzorki spolu se
zakladnimi popisnymi statistikami.

Mezi metodami A — D nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily v koncentraci MT.

Porovnani metody A a metody B, pifi kterém nebyl Zzadny statisticky vyznamny
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rozdil, ukazalo, Ze lyofilizace nema vliv na determinaci koncentrace MT ve tkani. Lyofilizace
tedy neposkozuje strukturu MT a miize pomoci stabilizovat MT ve vzorku diky jednodussimu
a rychlej$imu nakladéani se vzorkem a eliminuje nutnost opakovaného rozmrazovani vzorku.
Ve vzorcich skladovanych v - 20 °C (metody C a E) byly naméfeny nizsi koncentrace, nez ve
vzorcich skladovanych v — 80 °C, ale rozdil v metodé C neni statisticky vyznamny, ackoli
vykazuje odlisné vysledky. Data v tabulce €. 3 ukézala, ze se pouze metoda E (p = 0,0104; p <
0,05) statisticky vyznamné 1i8i od ostatnich, v€etn¢ metody A a B, které jsou povazovany za
standardni metodu pouzivanou v laboratornich podminkach. Tato metoda simulovala moZznou
casovou prodlevu mezi odchycenim zvifete v terénnich podminkdch a jeho néslednym
zpracovanim pii nemoznosti zmrazeni vzorkd a byla pouzita pro ovéfeni, jestli mize Casova
prodleva ovlivnit stabilitu MT ve tkanich zvitete. Tyto faktory (Casova prodleva a uskladnéni)
ovliviiuji stabilitu metalothineinli ve vzorcich tkani odchycenych zvifat a mohou tedy ovlivnit

1 vysledky nésledujicich analyz.

Obrazek ¢. 5: Data reprezentuji hodnoty aritmetického priiméru a smérodatné odchylky (n =
12); metody oznacené odlisSnymi pismeny (A, AB, B) se od sebe statisticky vyznamné 1isi p <

0,05).
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Tabulka €. 3: Detailni vyhodnoceni vlivu metody na koncentraci MT ve vzorcich

Tukey HSD test; variabilita [ug/ml]
metoda  (1)181,42  (2)178,13  (3) 156,46  (4)165.15  (5) 136,14

A 0.999268 0.358696 0.749531 0.012403
B 0.999268 0.502391 0.871785 0.024129
C 0.358696 0.502391 0.967376 0.565063
D 0.749531 0.871785 0.967376 0.216203
E

0.012403 0.024129 0.565063 0.216203

cv w7

V porovnani se vzorky zpracovanymi pomoci jinych metod, coz naznacuje, Ze nevhodné
uchovavani vzorka zptsobuje degradaci MT. Pii dlouhodobém vystaveni okolni teploté, nebo
nedostateéném zmraZeni se na voltametrickém zaznamu objevi tzv. predvina (obrazek ¢.
6), ktera indikuje pfitomnost nizkomolekularnich §tépt peptidi obsahujicich cystein a dochazi
K odlisné komplexaci. Odezva Brdickovy reakce je u takovychto vzorkd nizsi a takovyto
zaznam neni vhodny pro dalsi vyhodnoceni. Bylo tedy potfeba optimalizovat metodiku
a predejit mozné degradaci. Pro biomonitoring byla pouzita metoda A, upravena pro podminky

V terénu.

Obrazek ¢. 6: Zobrazeni voltametrickych zdznami determinace MT v jatrech potkana
(diferen¢ni pulsni voltametrie) pii pouziti HMDE elektrody, 20 ul extraktu vzorku v 10 ml
amonného pufru s ImM Co (l11), puls -50 mV, scan rate 20 mV.s%. Co — vina redukce kobaltu,
B — Brdickova reakce; a) vzorek skladovany v — 80 °C pfed lyofilizaci, b) vzorek skladovany

24 h v pokojové teploté a nasledné v — 20 °C pied lyofilizaci.
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6.2. Biomonitoring

6.2.1. Biodiverzita na odchytovych lokalitach

Jako biomodel pro vyhodnoceni akumulace rizikovych prvki a reakci organizmu na
prostfedi kontaminované rizikovymi prvky byly vybrani drobni zemni savci, Zijici na vySe
popsanych lokalitich. Béhem terénnich odchytii bylo celkem nachytano 92 jedinci. Jejich
biodiverzita na jednotlivych lokalitich je znazornéna v tabulce €. 4. Jednotlivé druhy byly
rozdéleny do tfi ekologickych skupin podle jejich potravinovych preferenci zahrnujici
herbivory (zivi se pfevazné rostlinami), omnivory (Zivi se rostlinami a ptilezitostné¢ hmyzem)
a karnivory (Zivi se jinymi zvifaty - herbivory, omnivory 1 karnivory). Do ekologické skupiny
herbivofi byla zafazena zvitata ze dvou druhd Microtus arvalis a Microtus agrestris a patii sem
nejvice odchycenych jedinci. Ze skupiny omnivoii byly odchyceny druhy Micromys minutus,
Apodemus sylvaticus, Apodemus flavicolis a Mus m. domesticus. Skupina karnivoii je
reprezentovana druhem Sorex araneus. Druhy monitorovanych zvifat tedy pokryvaji vSechny
ekologické skupiny a je mozné vyhodnotit G¢inek stravy a postaveni v potravinovém fetézci na
akumulaci RP a syntézu MT.

VEk byl u vétsiny odchycenych jedinct urcen jako adultni, nebo subadultni. Nejméné
jedincti bylo chyceno na loc4 (kontaminovand) a nejvice na locl (kontrolni). Druh Sorex

araneus byl zaznamenan pouze na lokalitach s nejmensi koncentraci rizikovych prvka v padé.
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Tabulka €. 4: Rozdéleni jedinct podle ekologickych skupin (herbivofi, omnivofi,
karnivofi), druhu, lokality (loc1, loc2, loc3, loc4, loc5), pohlavi (M — samec, F - samice) a véku
(J —juvenil, SA — subadult, A — adult).

ekologicka

- druh lokalita  locl loc2 loc3 loc4 locs n total
skupina

pohlavi M F n M F n M F n M F n M F n

vek

herbivori Microtus arvalis J 7 8 2
SA 4 3 1 4 1 4 3
A 1 5 2 1 2 1 2 5
n 28 3 7 4 25 67
Microtus agrestris J 1
SA

omnivofi Micromys minutus J

Apodemus flavicolis J

Mus m. domesticus J
Apodemus sylvaticus ~ J

karnivofi Sorex araneus J

n total 33 15 12 5 27 92

6.2.2. Koncentrace RP v piide
Analyza koncentrace rizikovych prvka ve vzorcich pidy odebranych na péti vybranych

lokalitdich (tabulka €. 5) ukézala, ze na lokality nachézejici se nejblize oblasti zdroje

kontaminace (pod kalovou nadrzi, zaplavova oblast) je vyssi obsah As, Pb, Zn Fe a Mn ve
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srovnani s lokalitami, které jsou ve vétsi vzdalenosti. V ptipadé Cd to plati také, ale vyssi

koncentrace byla naméfena také na locl, kterd se nachazi 16 km po proudu feky Litavky.

V piipadé prvki Cr, Cu a Ni se koncentrace v pud¢ az tak vyznamné nelisi, aZ na zvySeny obsah

Cu a Ni na lokalit¢ loc3, na které je skladovan odpad z kovohuti.

Tabulka ¢. 5: Primérné namétené hodnoty koncentrace rizikovych prvkl ve vzorcich z péti

vybranych odchytovych lokalit.

lokalita As Cd Cr Cu Ni Pb Zn Fe Mn
[mg/kg] [mg/kgl [mg/kg] [mgrkg] [mg/kg] [mg/kgl [mg/kg]l [mg/kg]l  [markg]
locl 12369 11,99 3406 6157 17,71 907,85 1612,92 27544,80 1733,80
loc2 7582 351 4313 4830 22,13 156340 577,82 30989,11 1681,69
loc3 65599 42,95 37,35 13058 29,72  3971,63 6178,36 46511,05 7266,10
loc4 25236 27,74 40,61 61,44 2294 282161 374661 37167,25 3567,27
loc5 512,92 1574 46,24 79,87 27,82 226322 228128 36541,58 416358

6.2.3. Koncentrace RP a MT v orgdnech odchycenych zvirat

Vysledky analyz byly zpracovany dvéma riznymi zpusoby. Z divodu relativné malého

poctu odchycenych zvifat ve vztahu k velkému mnozstvi faktorti nebylo mozné vyhodnotit

individudlni interakce mezi méfenymi prvky, jednotlivymi organy a ekologickymi skupinami.

GLMM model byl pouzit pro statistické vyhodnoceni dat (Tabulka ¢. 6). Tento model ale

vyhodnocuje data pouze separatng, takZe pro zndzornéni interakci byla pouzita graficka

prezentace (Obrazek €. 4). Pomoci krabicovych grafii jsou zde graficky porovnany obsahy

prvkl v jednotlivych organech pro jednotlivé ekologické skupiny.
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Tabulka ¢. 6: Signifikantni fixni faktory vyhodnocené z minimdlnich adekvatnich modela

(GLMM) pro chemické prvky (mg/kg) naméfené v organech odchycenych drobnych zemnich

savcu.

prvek signifikantni faktory F-hodnota P-hodnota porovnani hladin fixniho faktoru

Cd ekologicka skupina 29.01 <0.0001  karnivofi > herbivofi > omnivofi
pohlavi 4.73 <0.05 samice > samec
organ 125.23 < 0.0001 ledviny > jatra > slezina

Fe organ 4.86 <001 glezina > ledviny

Hg ekologicka skupina 14.85 <0.0001  arnivofi > herbivoFi = omnivofi
lokalita 211 <0.01 15c2 > loc1
organ 5.72 <001 ledviny > slezina

As ekologicka skupina 12.62 <0.0001  karnivofi > herbivoti > omnivofi
lokalita 4.13 <0.01 |5c5=10c1 > loc2
organ 1.83 <0.05 jatra >slezina

Pb ekologicka skupina 4.61 <0.05 karnivoFi > herbivofi = omnivofi
lokalita 24.55 <0.0001 |5¢3 = Joc5 > loc2 = locl
organ 95.10 < 0.0001 ledviny > jatra > slezina

Zn ekologicka skupina 4.34 <0.05 karnivoFi > herbivofi > omnivofi

Cu ekologicka skupina 6.27 <0.01 karnivo¥i > herbivofi > omnivofi
organ 34.61 < 0.0001 jatra = ledviny > slezina

Mn ekologicka skupina 11.35 <0.0001  yarnivofi > herbivoFi > omnivofi
organ 57.09 <0.0001 jatra > ledviny > slezina

Se ekologicka skupina 12.83 <0.0001  karnivofi > herbivofi = omnivofi
lokalita 19.53 <0.0001  |6¢3 = Joc5 > locl
organ 52.13 <0.0001 ledviny > jatra > slezina

V tabulce €. 6 jsou uvedeny pouze statisticky vyznamné rozdily u jednotlivych prvkd.

GLMM ukazuje obecné silny efekt organti, protoze kazdy organ akumuluje chemické prvky

odli$ng. Velmi vyznamny efekt ma také prislusnost ke specifické ekologické skupiné, ktera se

projevila u vSech métenych prvkid, kromé Fe. Statisticky signifikantni rozdil v pohlavi byl

pozorovan pouze v ptipadé Cd. Vliv lokality na akumulaci prvkl v organech byl vyznamny

pouze u t€zkych kovit Hg a Pb a metaloidi As a Se. I pies velké rozdily v koncentraci Cd na
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jednotlivych lokalitach, nebyl v ptipad¢ tohoto prvku zjistén vliv lokality na akumulaci ve
tkanich.

Z vysledku statistické analyzy koncentrace MT v jatrech odchycenych zvifat
vyplyva, Ze syntéza MT je ovlivnéna hmotnosti jedince (respektive vék); (GLM: F = 10.32, P
<0.0001) a ekologickou skupinou (GLM: F=6.97, P =<0.01), kdy karnivoti vykazuji nejvyssi
hladiny MT, lisici se vyznamné od hodnot naméfenych u herbivorti. Omnivoii se statisticky

vyznamné nelisi od ostatnich skupin.

Porovnani koncentrace prvka v jednotlivych organech s ohledem na ekologickou
skupinu je znazornéno na obrazku €. 7 a jsou z néj patrné rozdily v akumulaci prvki v organech.
Srovnani ukazuje, ze nékteré prvky jsou vice akumulovany v ledvinach (As, Pb, Cu, Se a Hg),
zatimco jiné v jatrech (Cd, Zn a Mn). Nékolik prvkl (As, Zn, Fe a Hg) vykazovalo relativné
vysokou akumulaci ve sleziné a také vysokou variabilitu v jednotlivych ekologickych
skupinach.

U vSech kovii a metaloidii jsou koncentrace velmi vysoké u skupiny karnivord
V porovnani s ostatnimi ekologickymi skupinami (omnivofi, herbivofi). Ve vSech ekologickych
skupinach je patrny podobny trend v distribuci jednotlivych prvkd v organech. Rozdily

v koncentraci MT jsou v tomto zobrazeni malé, nicméné u karnivord je nejvyssi a U herbivort

v

42



Obrazek €. 7. Rozsah koncentrace rizikovych prvkli a MT (mg/kg) stanovenych v jednotlivych

organech (oznacené barvou boxplotl) riznych ekologickych skupin drobnych savct (C =

karnivoti, O = mnivofi, H = herbivofi). Pro toto zobrazeni byla sjednocena data ze vsech

studovanych lokalit). Useky ptedstavuji min. — max. rozsah hodnot. Rameéek znazorfiuje

horni a dolni kvartil 25 — 75 % a ¢tverec predstavuje stfedni hodnotu.

Oliver @spleen Mkidney

2.04 As 1507
100

1.0
! !i } 50
O- 0
1001 Pb 4501
3001

501
i 1501
0+ 0
50 Cu 2400
16001

251
0 (] * [ilél 800-
o+—L Gl I 0
50- Mn 9
6.

257
b By O
0 0
20

0.3
101
0 v 0

C

I

by
Ly

i

4 m! A
0 ET

C O H

43



7. Diskuse

7.1. Pre-analyza¢ni metody nakladani se vzorky

7.1.2. Vliv pripravy vzorku na koncentraci MT v jatrech analyzovanych zvirat

V ptipad¢ ziskdvani vzorkil tkani volné¢ zijicich organizmii a jejich spravnému
analyzovani a vyhodnoceni je tfeba vzit v potaz nekteré¢ detaily nakladani se vzorky. Tyto
podrobnosti zahrnuji metody odchytu (zivochytné, nebo sklapovaci pasti), ziskani vzorki
Vterénu (pouzité vybaveni, prodleva mezi usmrcenim a vyjmutim organd), prepravu
(uchovavani vzorkl béhem ptepravy, doba piepravy) a podminky uskladnéni vzorkd pred
dal§im zpracovanim. V této préci je uvedeno 5 moznosti, z nichz by ¢tyti mély byt pouzitelné
pro ziskavani vzorkt tkani drobnych zemnich savcl v terénnich podminkéch. V pfedchozich
studiich bylo pouzito mnoho riznych metod pro ziskani tkani na analyzu MT (Rogival et al.
2007; Marques et al. 2008; Fritsch et al. 2010; Nakayama et al. 2013). VétSina téchto studii
bohuzel piesné nedefinuje, jak byl tento proces piesné provadén v terénu. Je proto obtizné urdit,
jaké mohl mit zpisob odchytu a zpracovani tkani na stabilitu MT a zda tim nebyly néjak
ovlivnény vysledky. Tato dilezitd kritéria by méla byt zohlednéna, protoze nespravna
manipulace se vzorky mize vést k nejasnym vysledktim, ovlivnit stabilitu MT ve vzorku a tim
1 naméfenou koncentraci. Diky nestejnym pre-analyzacnim metodam je také znemoZnéno
porovnani vysledkd studii mezi sebou a utvoreni komplexniho nihledu na problematiku
biomonitoringu kontaminace zivotniho prostfedi za pouZiti drobnych zemnich savcl jako
modelového organizmu.

Oaten et al. (2015), kteti ve své praci zaméfili na bezobratlé vodni zivocCichy, shrnuji
rizné techniky zpracovani vzorki pred vlastni analyzou se zamétenim na MT. V této studii také
upozoriiuji na nedostatek uniformity metod, protoze vyzkumné tymy nepouZivaji piesné
stejnou kombinaci pre-analytickych postupti. Tato skute¢nost muze piispét k nejednoznacnosti
vysledki, kterd je v tomto oboru takika bézna.

V ptedchozich studiich byla jatra experimentalnich zvifat analyzovana bud’ piimo
z Cerstvych (Erk et al. 2002; Oaten et al. 2015) nebo lyofilizovanych vzorkt (Hispard et al.
2008b; Marques et al. 2008). Nase vysledky ukazuji, Zze se metody A (lyofilizovany material)
a B (Cerstvy materidl) statistiky vyznamné nelisi. To naznacuje, Ze lyofilizace vzorkli nema vliv
na stanovenou koncentraci MT a potvrzuje, ze tento proces nezpiisobuje degradaci MT ve

vzorcich. Kromé toho, ze je manipulace s lyofilizovanym vzorkem podstatné snazsi
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arychlejsi, je také zabrdnéno denaturaci zplUsobené opakovanym zmrazovanim
a rozmrazovanim vzorku tkané.

Z vysledk vyplynulo, Ze nejvhodnéjSi metodou zpracovani vzorka ziskanych
Vv terénnich podminkach, je upravena metoda A, kterd se standardn¢ pouziva v laboratornich
podminkach. Vysledky metody E) byly statisticky vyznamné niz§i nez v piipadé metody
A), proto byla tato metoda vyhodnocena jako nevyhovujici.

V piipadé pre-analyza¢ni metody je ovSem nutné vzit v potaz i fyziologii organizmu.
Druh analyzovaného zvifete také ovliviiuje stabilitu MT, coz se ukazalo pfi porovnani mysich
a rybich MT. Zatimco B-doména rybich (poikilotermni organismus) a mysich (homoiotermni
organismus) MT nevykazovala podobnou teplotni senzitivitu, a-doména rybich MT se ukazala
jako citlivéjsi v dasledku zmén chiroptickych vlastnosti i ptes to, Ze je jejich struktura velmi
podobna (D" Auria et al. 2001; Capasso et al. 2005). MT chladnokrevnych organizml jsou tedy
citlivéjsi na podminky okoli a pii zvySené teplot¢ snadnéji degraduji. Nase vysledky ale

dokladaji, ze degradace MT se muze projevit ve vzorcich tkani savci.

7.1.3. Diference v Brdickove reakci

Elektrochemické metody se Casto pouzivaji jako analytické metody pro stanoveni MT
v zivodisnych tkanich (Raspor et al. 1994; Yang et al. 1998; Sestdkova & Navratil
2005; Serrano et al. 2006) a jsou zaloZeny na Brdi¢kové reakci (Raspor et al. 1994; Petrlova et
al. 2006), ktera je podrobné popsana v praci Olafson & Olsson (1991).

Na b&zném zaznamu z méfeni MT jsou viditelné dva peaky redukce kobaltu (Catl
a Cat2) a za nimi nésleduje Brdickova reakce pfi cca -1400 mV. Na voltamogramu zachyceném
u vzorkt pfipravovanych metodou E (tj. 24 h v pokojové teploté a uskladnéni v -20 °C) je pred
kobaltovou vlnou vykreslena takzvana ptfedvina. Takovato predvina svéd¢i o pifitomnosti
kratSich peptidi obsahujicich cystein, kde dochazi k odliSné komplexaci (Dorc¢dk &
Sestakova, 2006). V takovémto piipadé je Brdickova odezva na zaznamu niZ§i, protoze
odpovéd’ kratSich peptidi je vyraznéjsi (Olafson & Olsson, 1991) a tim padem je nizsi
I naméfena koncentrace MT.

Stabilita MT je ovlivnéna riznymi faktory, naptiklad prvkem navézanym
v molekule, nebo zivocisnym druhem (Capasso et al. 2002; Coyle et al. 2002; Adam et
al. 2007). Ackoliv je znamo, ze vazba kov-sira (merkaptidova vazba) v MT ma vysokou
konstantni stabilitu, molekula MT obsahuje mnoho cysteinovych zbytkt, které jsou vysoce
citlivé k oxidaci, coz ma za nasledek snadnou tvorbu disulfidickych vazeb (Suzuki

1992; Ryvolova et al. 2012). Degradace molekuly tedy vyvolava postupné uvoliiovani volného
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Cd aZn z proteinu (Dabrio & Rodriquez 2000). Dalsim procesem, ktery vede k rozpadu
molekuly MT je enzymaticka degradace (Klaassen et al. 1994; Saito & Hunziker 1996). Jak se
ukédzalo u 35s — znaceného zinkového thioneinu a 35s — znaceného kadmiového thioneinu
(Feldman et al. 1978), oba thioneiny se rozlozili na molekuly o velikosti pfiblizn¢ 100 — 300
daltonti.

Tento jev svédci o degradaci MT ve vzorku a neni tedy vhodny k vyhodnoceni. Obvykle
se ve studiich zobrazuji pouze ¢asti voltamogramu, kde se nachazi Brdickova reakce, takze neni
mozné zjistit, jestli nedoslo k rozpadu nékterych molekul MT. Zaznamenani celé voltametrické
ktivky tedy miize slouzit jako indikator spravné piipravy vzorku.

Tyto vysledky byly publikovany v praci Ktivska et al. 2019 pod nazvem “Sample
handling and pretreatment as critical points in determining the quality of analytical data during
metallothionein determination in wild animals”. Diky tomuto experimentu bylo mozné
optimalizovat metodu pro ziskavani vzorkd z terénnich odchytl, ktera byla pouzita pro dalsi

¢asti této prace, i jejich spravné vyhodnoceni.

7.2. Biomonitoring kontaminace Zivotniho prostfedi

7.2.1. Biodiverzita odchycenych drobnych zemnich savcii

Nejvice uzivanym druhem terestrickych zivoc¢ichl pro monitoring znecisténi zivotniho
prostfedi jsou drobni zemni savci, kteti se obvykle vyskytuji jak na nekontaminovanych
i kontaminovanych lokalitach (Talmage & Walton 1991). Struktura fauny na vybranych
lokalitich mize napovédét mnohé o mite kontaminace v oblasti. Phelps & McBee (2009) se
zaméfili na porovnani slozeni struktury spole¢enstev hlodaveti na kontaminovanych
a nekontaminovanych lokalitdch a uvadéji, Ze se zvySujici se mirou kontaminace klesa druhova
diverzita. Tento trend byl potvrzen i pti nasich odchytech. Na nejvice kontaminovanych
lokalitach (loc3, loc4 a loc5) bylo zaznamendno méné druhli nez na lokalitdch kontrolnich.
Nejhojnéjsi odchyceny druh byl odchycen na vSech lokalitach, ale u ostatnich druhti uz vyskyt
na lokalitach stejny neni.

Naptiklad hmyzozravec Sorex araneus, zastupujici karnivory, byl zaznamenan pouze
na lokalitach locl a loc2, na mistech s nizs$i mirou kontaminace. Stejné vysledky publikovali
Fritsch et al. (2010) a predpokladali, ze jejich vysledky jsou zplisobeny rtiznymi biotopy
a nadmotskou vyskou sledovanych oblasti. V naSem vyzkumu vSak byla pouze stanovisté
s velmi podobnym charakterem. Podle tohoto zjiSténi je mozné, Ze karnivoii (hmyzoZravci)

davaji prednost lokalitdm s mens$i kontaminaci rizikovymi prvky.
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Utinky kontaminujicich latek se mohou projevit na celych komunitach, nejen na
jedincich, avsak tato prace je zamétfena na vyhodnoceni miry a dopadu kontaminace na volné
zijici drobné zemni savce pomoci analyz jejich tkani. Vyzkum dopadu RP na spolecenstva by
vyzadoval mnohalety vyzkum a odchyceni nékolika tisic zvifat, av§ak i nase data, pofizena
béhem tii let reflektuji dlouhodobé vyzkumy dopadu antropogenni disturbance na druhovou

diverzitu.

7.2.2. Koncentrace pudy RP na vybranych lokalitach

V Ceské republice se nachazi nékolik oblasti vyznadujicich se zvy$enym obsahem
rizikovych prvkl v piidé az na hodnoty, kdy hrozi redlné riziko kontaminace zemédélské
produkce, a tedy i ohroZeni zdravi lidi. Mezi nejvice poskozené lokality v CR patii P¥ibramsko,
kde ke kontaminaci oblasti doslo pfedev§im atmosférickou depozici rizikovych prvka pti t€zbé
a zpracovani olova. Mistni kovohuté jsou v provozu od roku 1789 (Kalac¢ et al. 1991). Dulni
a hutni ¢innosti v této oblasti maji soucasné vliv na zastoupeni dalSich prvki v pud¢, predev§im
arsenu, kadmia a zinku. Vysoky obsah rizikovych prvki v ptidé je umocnén i jejich zvySenym
obsahem v geologickém podlozi. Kromé bezprostiedniho okoli zdroje znecisténi (kovohut¢) se
vyskytuje vyss$i koncentrace nékterych nezédoucich prvkii i v naplaveninach v povodi
kontaminovana voda vytékajici z odkalovaci nadrze v blizkosti kovohuti. V disledku jejiho
poskozeni doslo n€kolikrat k zaplaveni ¢asti izemi u obce Trhové Dusniky. Obsahy rizikovych
prvkl v zemédé&lskych plodinach v této oblasti v mnoha ptipadech piekracuji platné hygienickeé
limity (Sichorova et al. 2004; Vangk et al. 2005).

Z analyz ptidy, uvedenych v této praci, je patrné, Ze lokality nachazejici se nejblize ke
zdroji, nebo v zaplavové oblasti jsou vice kontaminované. Na lokalitich Halda a Mlyny byly
naméfeny vyssi obsahy Cd i Pb neZ je uvedeno v praci Sichorové et al. (2004), kde byl v této
vrstvé pudy naméfen maximalni obsah Pb 2538 mg/kg a obsah Cd 13 mg/kg. Pti porovnani
téchto vysledkl s povolenymi limity obsahu rizikovych prvkl v pidach, které jsou uvedené v
tabulce Cislo 7 (vyhlaska ¢. 13/1994 Sb., vyhléaska ¢. 382/2001 Sb.) je vidét, Ze jsou limity na
vSech lokalitich mnohondsobn¢ piekroCeny v piipadé As, Cd, Pb a Zn a u Cu na vSech

lokalitach kromé loc2.
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Tabulka €. 7: Mezni hodnoty koncentraci vybranych rizikovych prvka v ptdé (ukazatele pro
hodnoceni ptd); (vyhlaska ¢. 382/2001 Sb).

Mezni hodnoty koncentraci prvki v extraktu lu€avkou krilovskou v mg.kg" susiny v
pudé

As | Cd | Cr | Cu| Hg| Ni | Pb | Zn

BéZné pidy 2001 0.5) 90| 60(03*| 50| 60120

[Pisky. hlinité pisky. Stérkopisky 15] 0.4] 55| 45/03*| 45| 55] 105

V piipadé Cd byl ovSem naméiena jeho zvySend koncentrace i na lokalité, nachdzejici
se 16 km po proudu od kovohuti. Muze to souviset s distribuci prvku pomoci atmosferické
depozice, v dasledku sloZeni geologického podlozi (Sichorové et al. 2004), jeho vysokou
mobilitou (Vangk et al. 2005), a vlivem distribuce kontaminovanych kalt vyplavovanych fekou
(Bortuvka et al. 1997). Rozdilna depozice kadmia na lokalitach s riznou vzdalenosti od kovohuti
byla zaznamenana i v praci Rieuwerts et al., z roku 1994. V této praci byly ale hodnoceny
obsahy prvki na lokalitach situovanych jiznim (opacnym) smérem od zdroje kontaminace
a tento trend byl pfipsan depozici koufem z komina kovohuti, obvykle undSenym timto smérem.
Nejvyssi obsahy vSech prvki byly naméfeny na lokalité Halda, ktera se nachazi v piimé
blizkosti zdroje a je na ni skladovano velké mnozstvi hutnického odpadu. Ve vysledcich je ale
také vidét, ze koncentrace vétSiny rizikovych prvkli neméd rovnomérné se zvySujici trend
aukazuje na rozdilné podminky pro mobilitu prvki. Tyto vykyvy mohou ovlivnit
I biodostupnost prvki, a to fadou faktord jako naptiklad speciace kovu, horizontalni a vertikalni
variabilita pH pidy, mikrobidlni aktivitou nebo obsahem organické hmoty (Iftode et al. 2015;
Sichorova et al. 2004; Ullrich et al. 1999). Kovy v piidnim roztoku, vyménné vazané kovy
a kovy vazané na pudni organickou hmotu jsou povazovany za snadno, nebo potencialné
Pendias 2001). Tyto formy se z plidy snadno akumuluji v rostlindch a dostavaji se dale do

potravniho fetézce.

7.2.3. Koncentrace PR v orgdnech drobnych zemnich savcu

Terénni studie, zabyvajici se dopady znecisténi Zivotniho prostfedi jsou uzitecné nejen
pro hodnoceni kvality Zivotniho prostfedi, ale jsou také uzZitecné pro identifikaci druht, které
mohou slouzit jako bioindikatofi a zji§tovani, jaky vliv na né prosttedi ma. Drobni zemni savci
jsou k monitoringu vyuzivani velmi ¢asto, protoze se nachazi na riznych trovnich trofického
systému a hraji dalezitou roli v potravinovém fetézci (Stankovic et al. 2014). Tato skupina

zahrnuje pievazné bylozravé druhy, ale jsou pfitomni také vSezravci a masozravci, ktefi jsou
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sami Casto kofisti Sirokého spektra predatort. Navic jsou velmi pocetni a jsou vazéani na
konkrétni prostiedi (rozloha 1-2 ha podle druhu) a veSkerou potravu, vodu i1 vzduch pfijimaji
Z relativné malé oblasti (Andras et al. 2006; Wijnhoven et al. 2007). Konzumuji floru
a faunu, ktera reflektuje lokalni kontaminaci ptidy, vody i ovzdusi (Stankovic et al. 2014). Jsou
tedy vhodnymi modelovymi organizmy. Jednim z cil této prace bylo hodnotit reakci volné
zijicich zvifat na expozici rizikovymi prvky z hlediska jejich potravinovych preferenci.
Existuji rizné druhy rostlin, které maji akumulaéni schopnosti (Cadkova et al. 2014)
a potencialn¢ i rozdilny vliv na bioakumulaci prvku v potravinovém fetézci. Ozaki et al. (2019)
zjistili, Ze zvirata, které konzumovala biomasu rostlinného akumulatoru kadmia (Salicaceae)

ree
1

ptijem takovéto rostliny ,,fedi” jinou potravou a tim miru expozice snizuji. Dietni bohatost je
tedy dalezitym faktorem expozice RP. V piipad¢ zde uvedeného terénniho biomonitoringu ale
neni mozné zjistit, jaké rostliny konkrétné Zivocich dlouhodobé konzumoval.

Podle publikovanych studii je mozné urcit, jestli konkrétni druh zvifete ptijima spise
zelené ¢asti rostlin, nebo spiSe semena, coz také ovliviiuje mnozstvi piijatych prvka a dost
moznd 1 jejich formu (Cano et al. 2013). Z naSich vysledki ovSem vyplynulo, Ze s nejvétsi
pravdépodobnosti ma nejveétsi vliv podil rostlinné a Zivocisné slozky, tedy celkové jejich
potravinové preference, které se u nasich tfi ekologickych skupin lisi.

Ptfes to, Ze byli karnivoii odchyceni pouze na lokalitach snizs§i koncentraci RP
v pud¢, bylo v jejich tkanich naméfeno podstatné vyssi mnozstvi vSech prvki v porovnani
somnivory i herbivory odchycenymi na nejvice zneciSténych lokalitach. Toto je
pravdépodobné diisledek vyssi pozice v potravinovém fetézci. Karnivofi se zivi jinymi zvifaty
S jiz naakumulovanymi prvky v pfistupné form¢ ve tkanich; podobné vysledky se objevily
I v pracich jinych autord (napt. Pankakowski et al. 1994; Mertens et al. 2001). Skutecnost, Ze
karnivoti hromadi ve svych tkanich nejvice toxickych kovii ov§em neznamena, Ze jsou i nejvice
ohrozeni kontaminaci. Pravdépodobné jsou na takovéto zatizeni adaptovani. V jejich organech
byly, v porovnani s ostatnimi skupinami, naméfeny také velmi vysoké koncentrace esencialnich
prvkl, coz miize byt také jednou z forem ptizplisobeni se zvySenému piijmu RP. Vysoké
koncentrace obsahu toxickych prvkii u hmyzozravci ve srovnani s hlodavci mohou byt
zplisobeny také jejich velmi vysokou rychlosti metabolismu (Stewart et al. 2005).

Pfi porovnani omnivort a herbivort nejsou rozdily az tak vyrazné, ale jsou stale patrné.
U omnivort jsou rizikové prvky akumulovany intenzivnéji, coz 1ze ocekavat na zéklad¢ slozeni
jejich potravy, kterd zahrnuje i zivociSnou slozku. V grafické prezentaci vysledkl je ovSem
vidét 1 mirné snizeny obsah esencialnich prvki s vyjimkou Se, ktery je vyssi a Fe, ktery je na

stejné urovni. KdyzZ jsou prvky jako Zn, Fe a Cu malo pfijimany ve stravé, zvySuje se mira
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retence Cd (Coocke 2011). Podobné Reeves & Chaney (2008) zjistili, Ze mezni nedostatky
esencialnich prvka Zn, Fe a Cu v potravé vedou ke zvySenému vstiebavani, akumulaci a retenci
Cd, kter¢ bylo pfi laboratornim experimentu absorbovano az desetkrat vice nez pii normalnim
piijmu esencidlnich prvki. Matovi¢ et al. (2001) zjistili, Ze zvySeny piijem zinku dokonce
snizuje ukladani Cd v jatrech a ledvinach. V této terénni studii nebyla zjiSténa statisticky
vyznamna korelace mezi Cd v ptud¢ a jeho akumulaci v organizmu. Tyto neprikazné vysledky
mohou byt zplisobeny jak vysokou mobilitou Cd v prostiedi, tak skuteCnosti, ze nejvetsi
expozi¢ni cestou je inhalace toxickych ¢astic (Tataruch & Kiredorf, 2003; Khlifi & Hamza-
Chaffai 2010). Wijnhoven a kol. (2007) také popsali slabou korelaci mezi pidou a organy
Vv ptipadé Cd.

Talmage & Walton (1991) popsali vztah mezi trofickou urovni drobnych zemnich savcii
a urovni expozice kontaminanty. Vysledky v pfedkladané praci odpovidaji piedpokladu
karnivofi > omnivofi > herbivofi (jako v pfedchozich studiich), ale snizend koncentrace
esencidlnich prvkll u omnivorti mize ukazovat na mozny dieteticky problém. Podle Sanchez-
Chardi et al. (2007) jsou mySice (omnivofi) citlivéj$i na miru kontaminace neZz rejsci
(karnivofi). Tito autofi zaznamenali mirné zvySeni hladiny Zn a Cu v disledku zvySené
expozice RP jakou dusledek snahy o detoxikaci (Sanchez-Chardi & Nadal 2007). To se
Vv ptipad¢ této prace nepotvrdilo, coz mize byt zplisobeno nedostatecnym piijmem esencialnich
prvkill v potravé.

Cd interferuje biokinetiku a biologickou roli mnoha esencialnich kovii a metaloidi, jako
jsou Ca, Mg, Na, K, Zn, Cu, Fe, Mn, Se, Mo, Cr, Co, B a dalsich (Moulis 2010) a miize zpusobit
mnoho zdravotnich probléma kviili narusené homeostaze (Schiimann & Elhans, 2002).

Zvysovani koncentrace Cd v zivotnim v prostiedi v kombinaci s deficitem Zn u lidské
populace v soucasnosti piedstavuji velky problém. Wuehler et al. (2005) provedli rozsédhlou
studii, ve které odhadli, ze nedostatecnym piijmem zinku je ohroZeno pfiblizné¢ 20,5 %
celosvetoveé populace. Na druhé stran€ esencialni kovy mohou mit negativni vliv na organizmus
jak v deficitu, tak v pfebytku (Mertz 1981; Zorrodu et al. 2019).

Pro vyhodnoceni statistickych vysledki bylo pouzito GLMM a GLM modelu, které
vSak nemohou ukdzat interakce mezi prvky a organy v zavislosti na ekologickych skupinach.
Tyto interakce jsou velmi zajimavé a dllezité pro posouzeni dopadu expozice rizikovymi prvky
na volné zijici zvifata a potencialné i ¢lovéka (Stankovic 2014). Jsou proto vyhodnoceny
pomoci krabicovych grafii, a i kdyZ touto cestou neni mozné ukazat statisticky vyznamné
rozdily, jsou stale hodnotitelné. Napiiklad v praci Andrase et al. (2006) byla vyssi koncentrace

toxickych prvkil pozorovdna ve tkanich zvifat, kterd konzumuji pievazné vegetativni Casti
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rostlin (nasi herbivoii) a nizsi u zvifat, kterd se nezivi zelenymi ¢astmi rostlin, ale hlavné
semeny (nasi omnivoii). Tyto vysledky jsou v souladu se statistickou analyzou uvedenou v této
praci, ale podle grafické prezentace je vysledek odlisny. K vyhodnocovani téchto druhu

vysledku je tedy potieba pfistupovat komplexné.

7.2.4. Syntéza MT a jeji ovlivneni ruznymi faktory

Rizikové prvky v prostfedi spoustéji v zivych organizmech mnoho detoxikacnich
procest. Vyznamnym detoxika¢nim procesem je syntéza MT, ktera je ovlivnéna nejen potiebou
vychytavat volné toxické latky z ob&hu, ale mimo jiné (fyziologické/metabolické) faktory
i druhem organizmu (Mertens et al. 2001; Rogival et al. 2007; Fritsch et al. 2010).

Ve vysledcich této prace je koncentrace MT v jatrech prikazné ovlivnéna hmotnosti
(respektive vékem) zvifete a také ekologickou skupinou. Velké zastoupeni herbivorti v tomto
vybéru mohlo zkreslit vysledky analyzy korelace mezi koncentraci MT v jatrech a lokalitou. U
bylozravych druhii je podle predchozich studii tato korelace velmi nizka v porovnani s
omnivornimi a karnivornimi druhy (Ma et al. 1991).

Koncentrace MT vykazuje stejny trend jako v pfipadé métenych prvki:
karnivofi > omnivofi > herbivofi. Vzhledem k velkému rozdilu v akumulaci prvkd, byl
ocekavan mnohem vyssi obsah metalothioneinil u karnivord, ale podle grafického znazornéni
nebyl aZ tak vyrazny. V tomto pfipadé nejspiSe probihaji i jiné detoxikacni procesy, anebo je

cv v

jejich organizmus na takovouto zatéz adaptovan. Herbivoifi maji podle ofekavani nejnizsi
kontaminace na lokalitdich a syntézou MT v jatrech nebyl prokézan. Z téchto vysledkl tedy
vyplyva, ze je mira syntézy tohoto proteinu ovlivnéna spiSe faktory endogennimi nez
exogennimi.

Kazdy druh zvitete, ale i organ piislusného druhu muize reagovat jinym zpisobem. Podle
Fritsch et al. (2010) nemd pohlavi jedince u vétSiny druhd, kromé nornika rudého
(Clethrionomys glareolus), vliv na koncentraci MT ve tkanich. Cd ma u drobnych zemnich
savcl vzrastajici tendenci vlivem véku, ale u dalSich prvki a MT to zavisi na druhu zvitete.
MT se svékem zvySuje pouze v jatrech nornika rudého. U mySice kfovinné (Apodemus
sylvaticus) byl pozorovan vyznamny vztah mezi prostfedim a hodnotami MT, ale hladina MT
S vy$$im mnozstvim RP v pidé stoupala v jatrech a klesala v ledvinach. U nornika hladina
stoupala pouze v ledvinach a u rejska obecného (Sorex araneus) v obou organech stoupala.
Kazdy druh zvitete, ale 1 organ ptisluSného druhu tedy mize reagovat jinym zptsobem. Podle

Nakayama et al. (2013) lze nalézt rozdil dokonce i v expresi jednotlivych izoforem MT
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v riznych organech. U krys (Rattus rattus a Rattus tanezumi) exponovanych Cd a Pb bylo
zjisténo, Ze pii vyS$im obsahu prvkid padé stoupd mRNA exprese MT-2 v jatrech, zatimco
exprese MT-1 se neméni. V piipadé ledvin byla pozorovana zvySena exprese na zakladé
expozice kontaminantim u MT-1 i MT-2. I tento fakt muze ovlivnit vysledky a bude na néj

bran zietel v dalSich terénnich studiich

7.2.5. Distribuce prvkii mezi orgdany

Ke sledovani Pb, As, Hg a Cd se obvykle pouzivaji vzorky jater a ledvin z diivodu jejich
vysoké akumulacni schopnosti (Bellante et al. 2012). Slezina je cilovym organem spiSe pro
Fe, Zn a Al (Kovalchuk et al. 2017). Vysoké hodnoty ve slezin€ byly podle vysledki této prace
naméfeny nejen v piipadé Zn a Fe ale 1 As. U vSech toxickych kovli a metaloidii jsou
koncentrace v organech velmi vysoké u karnivorti v porovnani s omnivory a herbivory. I pies
to vykazuji ve vétsing ptipadii podobny trend v distribuci mezi jednotlivymi organy.

Vyznamny rozdil v akumulaci v organech je patrny pouze v piipadé¢ Cd a Hg. Tataruch
& Kriendorf (2003) uvadi, Ze nejvice rtuti se akumuluje v ledvinach, poté v jatrech, a nakonec
ve sleziné coz je u omnivorl a herbivorit potvrzeno i zde. Karnivofi vSak maji nejvice Hg
Vv ledvinach pak sleziné, a nakonec v jatrech. Na zaklad¢ predchozich studii (napt. Sanchez-
Chardi et al. 2007) byla nejvyssi koncentrace Cd o¢ekdvéana v ledvinach a jatrech, pficemz
ledviny by mély byt hlavnim cilovym orgadnem. Cd vytvafi v jatrech komplex Cd-MT
(Stoeppler 1991), ktery je nasledné transportovan do ledvin a absorbovan v proximdalnim
tubulu. Ve vysledcich této prace je ale v pfipad¢é karnivori tento prvek vice akumulovan
Vv jatrech. Je znamo, ze se Cd-MT hromadi v ledvinach a anorganicka sil CdCl. je nejprve
transportovana do jater, ale redistribuce Cd z jater do ledvin je v pfipadé Cd-MT niz$i nez
u CdCl> (Groten et al. 1992). Vzhledem k tomu, ze karnivofi ziskavaji ziviny z zivych
organizmt je pravdépodobné, ze je pfijimané Cd jiz v organické form¢ Cd-MT. Karnivofi v této
studii (Sorex araneus) se zivi hmyzem a zizalami, které maji schopnost MT syntetizovat (Van
Vliet et al. 2005; Atrian 2009; Stiizenbaum 2009). U omnivord a herbivort tvoii Zivo¢isna
slozka mensi, nebo Zadny podil a v jejich piipadé bylo v ledvinéch detekovano vice kadmia nez
Vv jatrech. VySe uvedena zjiSténi ukazuji, ze vyber druhu a spravného cilového organu je
dalezity pro vyuziti drobnych zemnich savct jako bioindikatoru kontaminace Zivotniho

prostiedi rizikovymi prvky.

Vysledky monitoringu kontaminace Zivotniho prostiedi rizikovymi prvky a jejich

dopadu na voln¢ Zijici drobné zemni savce jsou v dob& odevzdani této prace v recenznim fizeni
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ve védeckém casopise s IF Ecological Indicators pod nazvem ,,Risk Elements Accumulation
and Metallothionein Synthesis in Wild Small Mammals from the Perspective of Dietary

Category*.
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8. Zavér

Tato doktorska disertacni prace je zameéfena na posouzeni kontaminace zivotniho
prostiedi rizikovymi prvky a jeho dopadu na zivé organizmy z pohledu jejich reakci na
zvysenou expozici témito prvky. Cilem prace bylo objasnéni piijmu a transformace rizikovych
prvka v interakci prostiedi-rostlina-zvire, zkoumani akumulace prvkl v organech zvifat a jejich
naslednou detoxikac¢ni obranu proti témto kontaminantiim.

Jako modelovy organizmus byli vybrani drobni zemni savci zijici na lokalitach
kontaminovanych tézkymi kovy a kontrolnich lokalitach. Markerem reakce organizmu na
prostfedi kontaminované toxickymi prvky byly zvoleny jaterni metalothioneiny a byla
zkoumana mira jejich syntézy v korelaci s obsahem prvki v prostiedi a organech odchycenych
zvifat.

V soucasnosti je v terénnich studiich pouzivano velké mnozstvi metod ziskavani vzorkt
pro tyto ucely. V laboratornich podminkach se pouzivaji metody v zavislosti na druhu
naslednych analyz. Neexistuje ovSem zadna standardizovand metoda pro ziskani vzorkd pro
analyzu koncentrace MT ve vzorku a manipulaci se ziskanym materialem v terénu. Z tohoto
divodu bylo nejprve nutné prezkoumat rizné alternativy metod a zhodnotit jejich vliv na
stabilitu metalothioneinu. V laboratornich podminkach bylo vyzkouseno pét riznych pre-
analyza¢nich metod mezi které patfila béZna laboratorni metoda, ale také metoda simulujici
velkou €asovou prodlevu mezi usmrcenim zvifete a analyzou vzorku, ke které by v terénu
mohlo dojit. Ze zde uvedenych vysledkii vyplyva, Ze lyofilizace, ktera velmi usnadiiuje
manipulaci se vzorky, nezpusobuje denaturaci MT ve vzorcich a nejvhodnéjsi teplotou pro
uchovavani vzork pied lyofilizaci je — 80 °C. Po vyhodnoceni metod manipulace se vzorky
V terénu byla navrZena optimalizovand metoda, kdy jsou organy pro analyzu MT odebirany
pfimo na lokalité odchytu a nésledné pfevezeny do laboratote uloZené v suchém ledu (- 79 °C).

Diky tomuto experimentu bylo také prokazano, ze je denaturace MT, zpisobena
nevhodnym nakladanim se vzorky, viditelnd na voltematrickém zaznamu. Na zaznamu méteni
takového vzorku je patrné tzv. ptedvina, ktera signalizuje mensi fragmenty proteini, a tedy Ze
doslo k rozpadu nékterych molekul MT. V piipadé takovychto vzorkd je zaroven snizena
odezva Brdickovi reakce a tim padem i1 naméfena mensi koncentrace metalothioneini. Tyto
poznatky byly publikovany v ¢asopise s IF a mozna budou v budoucnu slouzit jako voditko
I dal$im védeckym tymim zabyvajicim se touto problematikou.

Vysledky ziskané aplikaci optimalizované metody pfipravy vzorku pied analyzou

pfinesly mnoho poznatkli. Tim hlavnim je zjiSténi, Ze mira akumulace rizikovych prvki
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a syntéza metallothioneint je nejvice zavisla na sloZeni potravy zvitfat. Odchycend zvitata byla
pro vyhodnoceni tohoto faktoru rozdélena do tii ekologickych skupin; karnivofi, omnivofi
a herbivofi. Koncentrace akumulovanych prvki v organech (jatra, ledviny, slezina) i MT (jatra)
mély stejny trend: karnivoii > omnivofi > herbivori. Ukazaly se ovSem i rozdily v akumulaci
ruznych kovl v riznych organech, coz je podle diskutovanych vysledkl také disledkem
potravinovych preferenci zvirat. Ptekvapivé byly v nasich odchycenych omnivorech naméteny
nizs§i koncentrace esencidlnich prvki a vyssi koncentrace prvkil toxickych, coz naznacuje
mozny dieteticky problém spojeny s interakcemi mezi esencialnimi a neesencialnimi prvky.
Dale bylo zjisténo, ze akumulace rizikovych prvki stoupa se zvySenym obsahem téchto prvki

Vv pudé ve vSech ptipadech kromé Cd, které je v prostiedi velmi labilni.

Prvni hypotéza této prace, tedy Ze zvySeny piijem rizikovych prvki organizmem vede
ke zvysené syntéze metallothioneinu, jako obranné reakci proti toxickym ucinkdm rizikovych
prvkl je tedy potvrzena. Druhd hypotéza, ve které je uvedeno, ze miru akumulace prvka
i koncentraci metalothioneinu v organizmu ovliviiuje expozice rizikovymi prvky, druh, pohlavi
a vek zvitete byla potvrzena také, ale neni mozné vSechny faktory aplikovat na vSechny toxické
kovy. U jednotlivych prvkil se reakce organizmu lisi a interpretace ziskanych vysledki neni
upln¢ jednoznacna. Tato definice tedy nemiize byt pouzita jako obecny zavér.

Posouzeni miry akumulace a syntézy metalotionenti u volné Zijicich drobnych zemnich
savcl z hlediska jejich dietni kategorie poodhalilo, co se odehrava v organizmu pii expozici
rizikovymi prvky v pfirozeném prostfedi, kde jsou zvifata exponovdna mnohem vétSim
spektrem vlivll a stresi nez Vv laboratornich podminkach. Ruzné slozky potravy, které si
zivocich sam vyhledava a ptipadné i lovi, obsahuji kovy ulozeny v rtiznych forméch, a to se
také odrazi na rozdilné distribuci prvki mezi organy.

Mnoho otazek zlstadva nezodpovézenych a jejich problematikou se zabyva velké
mnozstvi vyzkumnych tyma po celém svéte. Je tieba definovat interakce mezi jednotlivymi
prvky v zivych organizmech, zjistovat v jakych formach se v prostiedi vyskytuji, jak a v jaké
formé se do organizmu dostavaji a v neposledni fadé také dopad expozice vSudypiitomnymi

kontaminanty v zivotnim prostedi na zdravi a kvalitu Zivota.
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9. Seznam zkratek

AAS - atomova absorp¢ni spektrometrie

ACI - akaike information criterion

AMK - aminokyseliny

CE - capillary electrophoresis

CNS - centralni nervova soustava

CZE - capillary zone electrophoresis

DC voltametrie - dirrect current voltammetry

EDTA - etylenediaminetetraacetic acid

GLM - generalized linear model

GLMM - generalized linear mixed model

GSH - glutathion

HA — humidic acids

HPLC - high-performance liquid chromatography

ICP AES - inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy
ICP MS - inductively couled plasma mass spetroscopy
KDa - kilodalton

MRNA - messenger ribonucleic acid

gPCR - quantitative polymerase chain reaction

ROS - reactive oxygen species

SDS-PAGE - sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
WHO - World Health Organisation
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