CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE

v

KA
R Z

m€owo,m

VPRAIZE

Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji
Katedra zoologie a rybarstvi

Principy absorpce a mista akumulace Pb v tasemnici
Hymenolepis diminuta

doktorska disertacni prace

Autor: Ing. Barbora Horakova
Skolitel: Prof. Ing. Ivana Jankovska, Ph.D.
Konzultant: Prof. Ing. Jifina Sziakova, CSc.,

Katedra agroenvironmentalni chemie a vyZivy rostlin

Praha 2018



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze piedlozenou disertacni praci na téma ,,Principy absorpce a mista akumulace
Pb v tasemnici Hymenolepis diminuta“ jsem vypracovala samostatné, s pouzitim odborné literatury
a dalSich informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci
prace. Jako autorka uvedené disertacni prace dale prohlasuji, ze jsem v souvislosti s jejim

vytvofenim neporusila autorska prava tietich osob.

V Praze dne:



Podékovani

Na tomto misté¢ bych chtéla podékovat mé Skolitelce Ivan¢ Jankovské za cenné rady,
pfipominky a osobni pfistup. Velky dik patii konzultantce Jitin¢ Szakové za jeji vécné rady
z oblasti toxikologie jakéhokoli prvku. Dale pak kolegyni Zuzce Cadkové, ktera se podilela na
vSech projektech, kterych jsem byla soucasti, a bez jejiz pomoci by tato prace sotva vznikla, protoze
byla vzdy ochotna s ¢imkoli pomoci a poradit. Dik patii také dal$im kolegiim, ktefi se uréitym
dilem zaclenili do naSeho potkaniho tymu — Dance Ktivské a Hance Patockové. Dale lidem, kteti
m¢é zasvétili do chodu chemickych laboratofi — Jan€é Najmanové, Jané Tremlové a za posledni dva
roky LukaSovi Prausovi za to, Ze si na m¢ v harmonogramu laboratoie vzdy udé€lal ¢as. Dik patii
samoziejmé celé nasi katedie za skvélou pracovni atmosféru. Zde musim vyzdvihnout vedouci nasi
katedry, Ivu Langrovou za to, ze mi vzdy vysla vstiic a celkove za jeji pristup. Z kolegli musim
jmenovité podékovat Verée Svobodové a Tomasovi Husakovi za to, Ze nikdy nevahali a nékolikrat
(obcas pod natlakem) mi svou pomoci vytrhli trn z paty. Zvlastni pod€kovani patii celé mé roding,
Vv Cele s rodi¢i za nekone¢nou podporu. Samoziejme nesmim opomenout mé pratele, zvlast’ ty, kteti

byli ochotni se do pomoci a podpory zapojit nejen pasivng, ale i aktivng.



Obsah

Lo VOO e 1
2. LAterdrni PrEhled .......ccooiiiiiiii s 2
2.1, OlOVO s 2
2.1.1. Fyzikalné-chemické v1astnosti OlOVa.......ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiec s 2
2.1.2. Zdroje KONtaminace @ EXPOZICE ........ccueruerreruieieieientesseste sttt s s e sse bbb nens 3
2.1.3. Olovo V pid€ a v rOSINACKH .....c.coviiiiiiiiiiiieeeee e 5
2.1.4. Rostlinné hyperakuUmulatory .........cccociuiiiiiiiiiiiie e 6
A o) (| (o] [T T T=N o] [0 SRS 7
2.2.1. ADbsorpce a diStribuCe 0IOVA........cc.oiviiiiiiiiiiiee e 8
2.2.2. UKIAANT OlOVA ..ottt 9
2.2.3. EXKIECE Ol0VA......coiiiiiiiiiiiiiici i 10
2.2.4. Monitoring hladiny 0lova V POPUIACI..........cc.ciieiiiiiiiecce e 10
2.2.5. UGInKy 0l0Va N2 NEIVOVY SYSIEIM.......uvuvervorerceeeesesseesessssssessessessessessesssseeses s sensesesnesnens 12
2.2.6. Uginky 0lova 02 ledVinOVYy SYStEIM ........cv.cvreeceeeereseeeseesesesssiessesesssesseses s sessesesneenens 13
2.2.7. Utinky olova na kardiovaskularni SYStEm ...........ceeereerereerererscesesessesesess s 14
2.2.8. DalSi UCINKY 0lOVA ...viiiiieiii it 14
2.2.9. Projevy Otravy OIOVEM ........ooiiiiiiiii et 15
2.2.10.  DHAGNOSTIKA. ... ettt bbbttt bbbt 16
2.2.11.  Terapie OtraVy OlOVEIM ......coiiiiii ettt re e 17
2.3.  Akumulace 0lova U ZVIFat........cccoiiiiiiiiiiiiiiie s 19
2.4, Akumulace olova v laboratornich podminkach............cccciiiiniiiniiien e 22
2.5. Akumulace rizikovych prvkil v endoparaziteCh ...........cocooiiiniiiniiiece e 24
2.6. Tasemnice krysi (Hymenolepis diminULA) ..........cccoereiiiiniiininieeeee e 25
2.6.1. Morfologie tasemniCe KIYST .......ccviiiiiiiiiiiiiiicii e 25
2.6.2. Fyziologie tasemniCe KIYST ........cciiiiiiiiiiiiiiiici e 26
2.6.3. Vyvojovy cyKIus tasemnice KIYST......occueiiriiiiieiiiiiiieiisie e 27
2.6.4. Tasemnice KIyST U Lidi.....cccoiiiiiiiiiiieiiee e 30
2.6.5. In vitro kultivace tasemnice Krysi........ocooiiiiiiiiiiiiiici 30
2.6.6. Akumulace olova u tasemniCe KIYST .......ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiii e 33
2.6.7. Lokalizace rizikovych prvki ve tkdni tasemnice Krysi........coocoovvriiiiieniiiiniiciinese, 34

K 5 1 (S o) v oL T TSP P TP PR PP PPTPROPRON 35
A, HYPOUEZY ..ottt 35
5. Materidl @ METOAY ...cviiiiiiiiiiiiiiiiie s 36

5.1.  ChOv a INTIKACE TNEZINOSTILEITL ..eevvveeeiieieeeeeeeee ettt ee ettt eeeeeeeeeeereeeeeeeeseerereseeeeeeererereeerereeeeenes 36



5.2.  Chov a infikace potkantll..........ccccoiiiiiiiiiiii s 37

5.3.  Stanoveni akumulac¢niho potencialu pro jednotlivé formy olova...........ccceeiriiiiiiiniennnnn, 38
5.3.1. Piiprava jednotlivych forem 0lova.........ccccviiiiiiiiiiiiii e 38
5.3.2. Expozice jednotlivym formam 0loVa........ccccocvviiiiiiiiiiiiiieiiie e 38
5.3.3. Laboratorni QnalyZy ........ccccceiieiiiiiiiiiii e 40

5.4. Stanoveni olova ve tkanich tasemnice Krysi in VItro ..........ccoevviiiiiiiiiiinisneceecee 41
9.4.1. ZISKANT tASEMIIC ..eeuviiiiiiiiiii i 41
5.4.2. Piiprava kultivacniho media .........ccceeiiuiiiiiiiiiiiiiiii e 42
5.4.3. KUHIVACE ..o 43
5.4.4. Laboratorni QNalYZY ........cccciiieiiiiriiiiisie e 44

5.5,  Mapovani olova ve tkanich tasemnice Krysi........ccoccoiiiiiiiiiiiiiieiicee e 45
5.5.1. Pftiprava histologickych fezil tkdni tasemnic ...........ccoeriieiiiiiieniie e 45
5.5.2. Analyza histologickych fezll tkani tasemniC...........ccevveiiiiiiieiinisee e 45

5.6.  Vyhodnoceni ziskanych dat...........cccooueiiiiiiiiiii 46

8. VY SLeAKY et r e ne e 48

6.1. Akumulacni potencial tasemnice krysi pro jednotlivé formy olova...........cccccoeriieiinnnene. 48

6.2. Toxokinetika odliSnych forem olova v systému potkan/tasemnice Krysi............ccocvrvennnne. 50
6.2.1. Koncentrace olova ve tkanich potkantl............ccocovviiiiiiiiiiiee 50
6.2.2. Koncentrace 01ova V Krvi potKantl ..........ccoeieiiiiieniiiiicescsee e 53
6.2.3. Koncentrace olova v moc¢i a vykalech potkantl ............cccceoriiiiiiininiiiiicec e 53

6.3. Stanoveni olova ve tkanich tasemnice Krysi in VItro ..........ccocvriiiieiinienieicseeneeesee 55

6.4. Lokalizace olova ve tkanich tasemnice KIysi ..........ccoovrieiiiiiiniiiiicsccce e 58
6.4.1. Lokalizace pomoci 1aseroveé ablace ...........ccvciiiiiiiiiiiciiiiic 59

7o DISKUZE ... 62

7.1.  Akumulac¢ni potencidl tasemnice krysi pro jednotlivé formy olova..........cccoveriiiiinnennnn, 62

7.2.  Toxokinetika odlisSnych forem olova v systému potkan/tasemnice Krysi............ccocvrvennenn. 63
7.2.1. Koncentrace olova ve tkanich potKantl............coociviiiiiiiiiciice e 63
7.2.2. Koncentrace 0lova V Krvi POtKANT ..........coviiiiiieiiiiieseieseseeeee e 66
7.2.3. Koncentrace olova v moci a vykalech potkantl ...........cc.cooovvviiniiienineneee 66

7.3.  Stanoveni olova ve tkanich tasemnice Krysi in VItro ..........ccocvriiiiiiiinieeiiecsie e 68

7.4. Lokalizace olova ve tkdnich tasemnice KIysi .........cccooviiiriiiiiiiiiiic e 70
7.4.1. Lokalizace olova pomoci 1aserove ablace............ccocviiiiiiiiiiiiiiicc e 71

B ZAVET ot 74
9. Seznam pouZityCh ZKIatek ........cocviiiiiiiiiiiii s 76

10. SEZNAM HIEEIALUIY ...ttt b e bbbkttt e bbb bt e et e e e e e eneas 77



1.  Uvod

V uplynulych letech se mnohonasobné zvysila koncentrace tézkych kovi v Zivotnim
prostfedi. Jejich negativni plisobeni na zivé organismy je znamo jiz od starovéku. V poslednich
dekadach se témito vlivy zabyvaji védci po celém svéte, diky cemuz se poznatky o nich neustale
roz$ifuji. Olovo (Pb) je vSudypfitomny kov, ktery byl lidmi objeven jako jeden z prvnich. Jeho
jedine¢né vlastnosti z n¢j udé€laly jeden z nejhojnéji vyuzivanych kovii. Ptes jeho toxické ucinky
bylo jesté v prvni poloviné 20. stoleti hojné vyuzivano v nejriznéjSich odvétvich primyslu. Dnes
patii mezi celosvétové nejrozsifenéjsi polutanty. Diky poznatkiim Vv toxikologii tohoto prvku
alternativami.

Schopnost zivych organismii akumulovat do svého téla polutanty byla objevena jiz na
pocatku 20. stoleti. ProtoZe gastrointestindlni parazité ¢asto akumuluji vySsi koncentrace polutantd
nez jejich hostitelé, je kladen diraz na jejich vyznam jako idealnich bioindikatorti pro monitorovani
antropogenniho znecisténi zivotniho prostiedi.

Pro ziskani relevantnich vysledki k vyuziti parazitl jako bioindikatoru Pb je nutné, aby byli
paraziti schopni akumulovat Siroké spektrum sloucenin. Tyto vysledky je mozné ziskat pouze
laboratornim experimentem, na ktery se zaméfuje predlozena prace. Tasemnice krysi, Hymenolepis
diminuta (Rudolphi 1819) zde byla vystavovana jednotlivym, jasné¢ definovanym formam olova
v ptedem danych koncentracich. Pro objasnéni pifijmu a uklddani olova touto tasemnici byl

realizovan in vitro experiment.



2.  Literarni prehled
2.1. Olovo

Olovo je jednim z prvnich kovii pouzivanych lidmi. S pfibyvajicim vyuzitim tohoto prvku a
jeho sloucenin v riznych oblastech zivota vzrostl zajem o objasnéni jeho toxickych ucinkt. Prvni
zminky o otravach olovem se datuji az do doby 3500 let pfed Kristem. Vyskytovaly se ve
starovékém Recku i Rimé (Gilfillan, 1965). Pb patii mezi nejrozsifendjsi t&7ké kovy a za
normalnich podminek neni v pfirodé rozlozitelné. Je tedy tzv. perzistentni a jen velice tézko se
odbourava (Patrick, 2006). Primérny obsah olova v zemské kufe je 13 mg/kg (Cibulka et al., 1991;
Bencko et al., 1995).

Pies pfisnou regulaci diive vyrabénych olovénych produktt zdstava stale Pb v zivotnim
prostiedi. Jeho distribuce je disledkem dlouhotrvajici a rostouci kumulace tohoto prvku.
K nejvys$imu nérGstu mnozstvi olova v Zivotnim prostfedi doSlo béhem primyslové revoluce
(Skerfving et Bergdahl, 2007).

V ptirod¢ se vyskytuje v padé, vodach i v atmosférickych komponentach biosféry.
Ptedpoklada se, Ze v oblastech dosud nekontaminovanych lidskou ¢innosti by neméla koncentrace
olova v ovzdusi presahovat 1 ng/m®. Néktera méfeni provedena v Gronsku a na Nové Zemi tento

predpoklad potvrdila (Bencko et al., 1995).

2.1.1. Fyzikalné-chemické vlastnosti olova

Olovo je nizkotavitelny, mékky, velmi téZky, dobfe kujny kov, pattici do skupiny IV. A.
Jeho atomové cislo je 82, relativni atomova hmotnost 207,2, hustota 11,34 g/cm3, bod tani 327,46
°C a bod varu 1749 °C (Marsalek, 2014).

Je modrobilé (modrosedé) barvy, na Cerstvém fezu lesklé. Vyskytuje se ve tfech oxidac¢nich
stavech — Pb°, Pb?* a Pb*. Za normalnich podminek je odolné a neomezené stalé vici
atmosférickym vliviim. Elementarni olovo se v pfirod¢ vyskytuje jen vzacné, spise se vyskytuje ve
dvojmocné formé v anorganickych slou¢eninach s doprovodnymi prvky (Marsalek, 2014).

Nejbéznéji se s nim setkame v olovéné rud¢ galenit (sulfid, PbS), anglesit (siran, PbSO4) a
cerusit (uhli¢itan, PbCOz3). Nachazi se ale také v fad¢ dalSich mineralt — jamesoit (PbsFeSbsS14),
boulangerit (PbsSbaS11), mimetesis (mimetit, Pbs(AsO4)3Cl), pyromorfit (Pbs(PO4)3Cl), heyrovskyit
(PbsBi2Se), alkesit (PbBi>Te2Sz), altait (PbTe), kolarit (PbTeCl2) nebo buronit (CuPbSbSsz).
Nejvyssi obsah olova (92,83 %) je v nerostu jménem massikot (PbO). Celkem bylo popsano pies
500 nerosti s obsahem olova (Marsalek, 2014). Olovnaté rudy jsou Siroce rozsifené a jejich
komer¢ni loziska se nachéazeji ve vice nez padesati zemich (Greenwood et Earnshaw, 1993). U

organokovovych sloucenin pfevazuje forma ctyfmocnd (Marsalek, 2014). Nejrozsifenégjsi
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organoslouc¢eninou je tetraethylolovo (Skerfving et Bergdahl, 2007). Soli olova a sulfidy jsou tézce
rozpustné ve vodé, vyjimkou je octan olovnaty, dusi¢nan olovnaty a chlore¢nan olovnaty
(Marsalek, 2014).

Olovo je nejrozsifenéjSim tézkym prvkem. Piirodni olovo je smési ¢tyf stabilnich izotopu.
Tti z nich (20sPb, 207Pb a 208Pb) vznikaji jako konec¢né produkty piirozenych radioaktivnich
rozpadovych fad uranu a thoria. Pouze izotop 204Pb nevznika radioaktivnim rozpadem. Umélych
izotopil olova byla pfipravena cela fada, s nukleovymi Cisly 181 — 215. Zmeény izotopického slozeni
Pb podle jeho pivodu také vysvétluji proménlivost jeho atomové hmotnosti a omezenou presnost,

se kterou mize byt stanovena (Greenwood et Earnshaw, 1993).

2.1.2. Zdroje kontaminace a expozice

V dnesnich dnech se vytézi kolem 3 miliona tun olova ro¢n¢. Hlavnimi producenty jsou
Cina, Australie, USA a Peru. Svétova spotieba je ale vyssi, protoZe zahrnuje i recyklované olovo.
Pb se vyuziva pievazné k vyrob¢ baterii (71 %), barviv (12 %), broki (6 %), kabelt a obalt (3 %).
Dals$i vyuziti zahrnuje vyrobu slitin, pajek a pouziti jako stabilizator v polyvinylchloridech (PVC)
(Patrick, 2006).

Ke kontaminaci olovem dochazi také emisemi z huti zpracovavajicich olovénou rudu (Kafka
et Puncocharova, 2002). Jedny z nejvyssich koncentraci Pb v piidé byly nalezeny praveé v padach
kontaminovanych odpadem z kovohuti. Tyto koncentrace dosahovaly az 9000 mg/kg (Cibulka et
al.,, 1991). Dal$imi dilezitymi zdroji jsou energetika, Upravny rud, rafinerie nebo chemicky
pramysl. Dale pak olovnaté sklo, hnojiva, insekticidy, spalovani fosilnich paliv nebo aplikace
Cistirenskych kalt do pidy (Kafka et Puncocharova, 2002).

Dtlezitym mechanismem pro obohaceni ekosystému olovem je gravitacni depozice, ktera
zahrnuje depozici destém, sné¢hem, kroupy, sedimentujicim prachem apod. (Cibulka et al., 1991).
Dal$im moznym zdrojem expozice jsou olovéné glazury na keramice. Skladovani potravin v takto
glazurovanych nadobach mize zpusobit jejich kontaminaci (Rojas-Lopez et al., 1994). Jako zdroj
kontaminace byl také oznacen cigaretovy kouf, okenni rolety, détské hracky, sladkosti dovazené
z rozvojovych zemi nebo nékteré druhy kosmetiky (Norman et al., 1997; Patrick, 2006).

Zvysené koncentrace olova je mozné naméfit v blizkosti stfelnic, kde jako zdroje
kontaminace slouzi ndboje do zbrani (Mariussen et al., 2017). Bezolovnaté naboje pfitom byly
vyhodnoceny pro lov divokych zvifat stejné efektivni jako klasické naboje obsahujici olovo
(Trinogga et al., 2013). Olovo z munice se pii kontaktu s kyselymi travicimi tekutinami stava dobte
biodostupné. Muze totiz vtom piipadé byt rozpusténo na olovnaté soli a poté systematicky

absorbovano (Hoffman et al., 1981). Pokud se munice nedostane do kontaktu s tekutinami traviciho
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traktu, biodostupnost olova z ni je vyrazn¢ nizsi a nedojde k akutni otravé. Tento ptfipad miize nastat
Vv piipadé, ze se vystfelena munice nachazi ve tkani Zivého zvifete (Guillemain et al., 2007).
Z néaboju se tedy olovo do téla zivych organismli mize dostat dvojim zplisobem. Jednak piimou
konzumaci, ktera je Castd napiiklad u vodniho ptactva (Mateo et al., 1998), nebo sekundarné¢,
ingesci postielenych zvirat (Pain et Amiard-Triquet, 1993).

Diive se olovo pouzivalo jako pfisada do barev, které slouzily jako ochrana proti korozi
kovovych konstrukci (mostl, lodi, lokomotiv), ale také jako natéry exteriéri i interiéri domd,
dokonce jako natéry nabytku. Podle Patricka (2006) je v USA odhad domacnosti, ve kterych se
nachdzeji olovéné barvy, 38 miliont. Pied padesatymi lety 20. stoleti obsahovaly bilé natéry doma
v USA az 50 % olova (Laraque et Trasande, 2005).

V Evropé bylo olovo pouZzivano ve vodovodnich rozvodech pitné vody. Pokud je protékajici
voda me&kka nebo lehce kysela, olovo se pomalu rozpousti a tato voda poté mize obsahovat vysoké
mnozstvi tohoto kovu (Skerfvig et Bergdahl, 2007). Také zvySeny obsah chloru ve vodé muze
zpusobit zvySenou korozi potrubi a tedy i uvolnéni Pb do pitné vody (Stets et al., 2018). Dodnes
nebyly stard olovénd potrubi ani olovéné natéry zcela odstranény (Skerfvig et Bergdahl, 2007).

Dalsi rozsahlé pouziti tohoto prvku bylo ve formé organosloucenin, jako je naptiklad
tetracthylplumban, které slouzily jako antidetonacni aditiva do benzinu. Do 70. let 20. stoleti byl
pridavek olova az 1 g/l benzinu. Béhem poslednich let bylo pouzivani olovnatého benzinu v fad¢
zemi zakazano (v CR v roce 2001) a tyto slozky jsou nahrazovany (Durza et Khun, 2002). | dnes ale
existuji zemé, kde jeho pouZivani stale pretrvava (Skerfvig et Bergdahl, 2007). Okolo délnic byly
nejvyssi koncentrace olova nalezeny do vzdélenosti 30 m, ve vzdalenosti 100 m a vice obvykle jiz
nebylo mozno kontaminaci prokazat (Cibulka et al., 1991). Gilbert et Weiss (2006) oznacuji ptidani
olova do benzinu za jednu z nejvétsich katastrof ohrozujicich vefejné zdravi.

Hlavnim zdrojem expozice olova je pitna voda (Patrick, 2006). Mutze dosahovat hodnot
okolo 20 % denné pfijatého olova (Russel, 1989). Bylo pozorovano, Ze koncentrace Pb v pitné vodé
se meni v pribchu roku a v zimé€ je nizsi nez v 1ét¢ (Ngueta et al., 2014). Olovo je také ptitomno
v mnoha potravinach. Hlavné jako dusledek depozice ze vzduchu. Dostava se do potravin pii jejich
produkci (pfi p€stovani, z pudy), pfi manipulaci, baleni, pfipravé nebo uskladnéni. Ke kontaminaci
muze dojit v ptipadé konzervace pomoci olovénych pajek (Dapul et Laraque, 2014). NejcastéjSimi
zdroji z potravy je ovoce, zelenina a cerealie (Skerfvig et Bergdahl, 2007). Ve studii, kterou
provadéli Tirima et al. (2018) v Nigérii byla nejvyssi koncentrace Pb v kukufici, dale pak v ryzi,
chlebu a zeleniné.

Potenciadlnim zdrojem expozice mohou byt také bylinné 1é¢ivé piipravky, pouzivané v

alternativni medicing. Napiiklad tradi¢ni medicina z Indie, Ciny a dal3ich &asti Asie. Konkrétnim
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ptikladem je druh ajurvédské mediciny "Rasa Shastra", pii které se pouzivaji kovy, nerosty nebo
drah¢é kameny. Tyto soucasti jsou pfimichany K bylinkam. Mimo esencialnich prvka jsou takto
Casto vyuzivany také toxické prvky, jako naptiklad rtut’, arsen nebo praveé olovo (Koch et al., 2011).
Tyto druhy mediciny se pouZzivaji po celém svété. Kromé oblasti, kde se pouzivaji tradi¢né, byly
zaznamenany i akutni otravy v zapadnich zemich, naptiklad v USA (Aslam et al., 1979).

Vysoké riziko otravy olovem samoziejm¢ pietrvava u pracovni expozice. Sem spadaji
pracovnici prumyslu, zpracovavajicitho kovy, ve vyrob¢ baterii, stieliva, pajek, a mnoha dalSich
(Levin et Goldberg, 2000). OhrozZeni nejsou jen samotni pracovnici, ale také lidé zijici s nimi,
protoze olovény prach se mize usazovat na kuzi, vlasech nebo obleceni a takto mize byt olovo

prineseno domu, kde jsou mu vystaveni i rodinni pfislusnici (Dapul et Laraque, 2014).

2.1.3. Olovo v pidé a v rostlinach

Olovo nachdzejici se v pidach neptfedstavuje piimé ohrozeni pro lidské zdravi. Pfesto se
muze dostat do tél organismil pozfenim prachu, dermalnim kontaktem nebo vdechnutim (Galuskova
et al., 2014). Skoro vsechny formy olova uvolnéné do pudy z antropogennich zdroji jsou
transformovany biotickymi a chemickymi procesy za vzniku adsorbované formy olova. Tyto
procesy zahrnuji vznik komplext olova s vazebnymi misty jilovych mineralti, huminovych kyselin
a hydratovanych oxidi zeleza. Transformac¢ni procesy jsou zavislé na padnim typu, pH pudy,
obsahu organické hmoty, velikosti ¢astic, obsahu anorganickych koloidi a oxidl Zeleza, a obsahu
olova v pudé. Pfi neutralni hodnoté¢ pH pldy pifevladaji organokovové komplexy, pii niz§im pH
pudy dominuje olovo v iontové formé a jako dvojvazné (Benes, 1994).

Vysoce kontaminované pady v CR, jako napiiklad okoli Kovohuti mésta P¥ibram, obsahuji
az 35300 mg/kg olova (Ettler et al., 2005). V pudach odebiranych Vv prazskych parcich bylo
naméfeno v praméru 74 mg/kg, v ostravskych 62 mg/kg olova (Galuskova et al., 2014).

Olovo v pudach je velmi malo mobilni, protoze jeho soli jsou z vétS§iny malo rozpustné a
dobfe se sorbuji na piidni hmotu. Za primérny obsah olova v pidach je povazovano 5 — 50 mg
Pb/kg a za piirozeny obsah 2 — 300 mg/kg. Bézné se vyskytuje v rozmezi 10 — 20 mg/kg (Cibulka et
al., 1991). Na slouceniny olova je nejbohatsi vrchni péticentimetrova vrstva pudy a s pifibyvajici
hloubkou obsah Pb klesd. Rozpustnost olova v ptid¢ roste s klesajici hodnotou pH pldy. Na ptadni
humus je olovo vazano pevnéji nez na jilovité mineraly. Fulvokyseliny pidniho humusu mohou
naopak olovo chelatizovat a tim zvySovat jeho mobilitu v ptudé a dostupnost pro rostliny (Benes,
1994).

Z pudy jsou vSechny rizikové prvky, tedy i olovo, vstiebatelné rostlinami (Lindén et al.,

2003), ve kterych se mohou akumulovat (Hall, 2002). Takto se snadno dostanou



do potravniho fetézce a v ptipadé, Ze nejsou z téla vylouceny, akumuluji i ve tkanich zivocichi, coz
zpusobuje fadu zdravotnich komplikaci jiz pii nizkych koncentracich (Wilkinson et al., 2003,
Sinicropi et al., 2010).

Olovo je v laboratornich podminkach pfijimano ze zivnych roztokti kofeny v linearni
zavislosti na jeho koncentraci. Ve venkovnich podminkadch se na celkovém obsahu olova v
rostlinach zna¢né podili mimokotenovy (folidrni) pfijem. Uvadi se, ze 40 — 80 % olova obsazeného
v rostliné je prijiméano foliarn€. Slouceniny olova ptsobi na vegetaci ve formé aerosolu, ktery se
zachytava na  povrchu rostlin. Pouze 10 - 20 % olova 2z jeho obsahu
v pudé je ptijimano koteny rostlin a obvykle 90 % z tohoto olova zistava v podzemnich ¢astech
rostlin (Cibulka et al., 1991).

Pfijem olova rostlinami je men$i v zasaditych pidach nez v kyselych. Rovnéz lze snizit
pfistupnost olova pro rostliny vyuZitim sorpce olova huminovymi kyselinami. V rostlinach se olovo
zpravidla nejvice uklada v kofenech (Benes, 1994). Ukladani olova se mize liSit u dalSich
jednotlivych organti (Akinci et al., 2010). V nadzemnich ¢astech rostlin jsou koncentrace olova i u
velmi silné znecisténych pid celkem nizké. Normalni obsahy Pb v rostlinach jsou v rozmezi 0,2 —
5,0 mg Pb/kg susiny (Benes§, 1994).

Bylo zjisténo, Ze listy rostlin kumuluji vice olova nez stonky a ze rostliny s listy hladkymi a
tuhymi kumuluji méné olova nez ty s mékkymi a ochlupenymi listy. Obsah olova v listech rostlin
velmi dobie koreluje s koncentracemi atmosférického olova a je zpravidla nepfimo Umérny

vzdalenosti od zdroje znecisténi (Bencko et al., 1995).

2.1.4. Rostlinné hyperakumulatory

Ptirozena citlivost nebo tolerance rostlin k akumulaci kovi je ovliviiovana druhem rostliny a
jejim genotypem. Rostliny se podle schopnosti akumulace déli do tfi skupin:

1) rostliny, které kovy vylucuji

2) indikatory, u kterych je obsah kovi v jejich tkanich zavisly na obsahu kovi v padé

3) akumulatory, které ve tkanich akumuluji vysoky pocet kova (Baker, 1987).

Zvlastni skupina akumulétor jsou hyperakumulatory, které akumuluji extrémné vysoky
pocet kovil (Baker et Brooks, 1989). Uvadi se, ze mohou akumulovat koncentrace o 1 — 3 fady vyssi
nez rostliny, které nemaji akumulacni potencidl. Tyto rostliny mohou byt dobife vyuzitelné
k fytoremediaci pid i vody od tézkych kovi (Ashraf et al.,, 2011). Pro olovo byl prah
hyperakumulace stanoven na 1 mg/kg susiny (Baker et Brooks, 1989).

Absorbce, distribuce a detoxifikace Pb v hyperakumulatorech probiha jinak nez v ostatnich

rostlinach. 'V téch probihda detoxifikace pfijattho olova jeho navazanim do ligandu
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s vysokou molekulovou hmotnosti (napt. fytochelatiny). Nésledn¢ muze byt zabudovano do
bunécnych struktur. Hyperakumulétory disponuji ve svych pletivech velkym mnozstvim malych
organickych molekul, kde se kationty Pb>* mohou navazat na volné aminokyseliny (Callahan et al.,
2006). V hyperakumulatorech tak zustava absorbované Pb mobilni a mize byt transportovano z

kotentl i do nadzemnich ¢asti rostlin (Visioli et Marmiroli 2013).

Babelka Fezanovita (Pistia stratiotes)

Mezi hyperakumulatory olova patii mimo jiné babelka fezanovita (Pistia stratiotes), coz je
jednodélozni rostlina z ¢eledi aronovité (BioLib, 2017). Tato svétle zelena rostlina volné pluje na
vodni hladiné pomalu tekoucich vodnich tokli a jezer. Pii nizkém stavu vody milze kofenit v
mél¢inach (Sainty et Jacobs, 1981). Plivodni vyskyt byl v Jizni a Stfedni Americe a JV Asii, odkud
se rozsitila celosvétoveé do tropickych a subtropickych oblasti.

Na mnoha mistech se diky schopnosti rychlého mnozeni a vysoké pfizpusobivosti k
prostiedi stala plevelem (Holm et al., 1977). Tuto rostlinu je mozné pouzit k fytoremediaci vody
od rizikovych prvkd, protoze akumuluje fadu z nich (Fe, Zn, Cu, Cr, Cd, Hg a Pb) (Odjegba et
Fasidi, 2004; Mishra et Tripathi, 2008). Obsah olova v P. stratiotes obvykle nebyva moc vysoky,
ale u rostlin rostoucich na znecisténych mistech mize vzrist az na 1,48 mg/kg (Yasar et al., 2013),
uvadi se dokonce koncentrace 15,76 mg/kg (Sridhar, 1986). V umélych podminkach bylo dosazeno
koncentrace Pb 203 g/kg (Vesely et al., 2012).

2.2. Toxikologie olova

Pramémy obyvatel Ceské republiky pfijme denné 0,455 mg olova, pfi¢emz 0,29 mg je
pfijato potravou, 0,075 mg vodou a 0,09 z ovzdusi. U silnych kuraki je denni piijem jesté o 0,001—
0,005 mg vyssi (Trebichavsky et al., 1998).

Utinek olova na organismus nelze vyjadfit jednotné a jednoduse. Olovo je bivalentni kation,
ktery se vaze na sulthydrylové skupiny na proteinech. M4 k nim silnou afinitu a vede ke strukturalni
deformaci nékterych Zzivotné dulezitych enzymt (Hermes-Lima et al., 1991). Inhibuje vazebna
mista téchto enzymii, ¢imz ovliviiuje jejich plisobeni a narusuje tim zékladni biochemické procesy v
téle (Sinicropi et al., 2010). Dale je toxicita olova zptsobena jeho vlivem na bunééné membrany
(Lawton et Donaldson, 1991), interakcemi s hemoglobinem (Carrell et al., 1975), interakcemi s
ALAD (enzym dehydrogenaza kyseliny d-aminolevulinové) (Monteiro et al., 1991) a jeho vlivem
na antioxida¢ni obranny systém bunc¢k (Christie et Costa, 1984).

Olovo zasahuje do metabolismu krevnich bilkovin, do systému kyseliny nikotinové, do
imunobiologickych procesii, do tvorby hemoglobinu nebo do minerdlniho metabolismu. Jeho
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biochemicky ucinek je tedy mnohostranny. Zjednodusené lze jako hlavni vytknout ucinek Pb na
krevni barvivo a Cervené krvinky, na nervovy systém, na svalstvo a na cévy. Olovo uéinkuje i1 na
zazivaci systém, na ledviny a zldzy s vnitini sekreci. Jednotlivé UcCinky olova jsou popsany

Vv nasledujicich kapitolach.

2.2.1. Absorpce a distribuce olova

Olovo vstupuje do zivo¢isného organismu inhalaci, ingesci a skrz kuazi (Sinicropi
et al., 2010). Pfevazuje absorpce gastrointestinalnim a respiraénim systémem (Patrick, 2006). Pted
rokem 1970 bylo hlavni slozkou inhalovaného olova olovo ptfiddvané do benzinu. Po zakazu
pfidavani olova do benzinu mnozstvi inhalovaného olova kleslo (Dapul et Laraque, 2014).
V oblastech s nizkymi koncentracemi Pb ve vzduchu je hlavni cestou vstupu gastrointestinalni trakt
(GIT). V mistech, kde jsou vysoké koncentrace Pb ve vzduchu mize byt inhalace dominantni
cestou vstupu. Pfiblizné 50 % inhalovaného olova je absorbovano do krve (lkeda et al., 2000).
Mnozstvi vdechovaného olova zavisi na velikosti vdechovanych ¢astic (Papanikolaou et al., 2005).
Gastrointestinalni (GI) absorpce anorganického olova probihd pfedev§im v tenkém stfeve (Mushak,
1991), konkrétn¢ v duodenu za ptitomnosti zlu¢i. Pomérn¢ snadno je olovo adsorbovano také v
jejunu a v ileu (Conrad et Barton, 1978). U déti je z GI adsorpce pfijato 30 — 50 %, u dospélych jen
5 — 10 % pfijimaného olova (Papanikolaou et al., 2005). Markowitz uvadi, ze dosp€li mohou
absorbovat az 15 % pfijimaného olova. Nejen vék, ale také nutri¢ni stav jedince muize absorpci
ovlivnit (Markowitz, 2000).

V piipadé, Ze jedinec nepiijima dostatek Zeleza, dochazi ke zvySeni koncentrace Pb v Krvi
(Ziegler et al., 1978). Zvyseny pfijem Zeleza naopak mize mnozstvi olova v krvi snizit (Schell et
al., 2004). Absorpce olova muze byt snizena zvySenym piijmem vapniku (Mahaffey et al., 1986).
Ke snizeni muze dojit také pii zvySeném piijmu hoiciku, fosfatu, alkoholu a nekterych tukd.
Naopak ke zvyseni absorpce mize dojit pfi zvySeném piijmu tuki, snizeném piijmu mineralt nebo
pfi nizkoproteinové i vysokoproteinové dieté¢ (Barltrop et Khoo, 1975). Dlkazy na vliv dalSich
slozek potravy, jako napiiklad vitaminu C nebo zinku jsou nepriikazné a nazory na jejich vliv jsou
smiSené¢ (Simon, 1998; Schell et al., 2004; Rosado et al., 2006). Ve studii, kterou provadéli
Freeman et al. (1997) bylo u déti ve v€ku 13 — 24 mésicii naméfeno po podavani hamburgeru,
donutl a burdkového masla vice olova v krvi nez u stejné starych déti, které konzumovaly jogurt.

Po absorbovani je 98 — 99 % piijatého olova vazano do stén erytrocyti po dobu 30 — 35 dni
u muzid, 40 a vice dni u déti a t€hotnych zen. Zbylé 1 — 2 % se nachazi v plazmé a krevnim séru
(Papanikolaou et al., 2005). Pii vyssich koncentracich v krvi mize frakce olova v plazmé stoupnout.

Duvodem vazby na erytrocyty je ziejmé vysoka afinita olova k ALAD (Rabinowitz et al., 1976).

8



Tento enzym je pritomny ve vSech bunkach, véetné¢ erytrocytl. Proces navazani do erytrocytl je
velice rychly, nebot’ pouhych 5 minut po intravenéznim podani Pb detekovali Hunder et al. (2000)
v krvi 45 % administrovaného mnozstvi.

Pomoci krevniho ob¢hu je nésledujicich 4 — 6 tydnti olovo distribuovano do mekkych tkéni.
Olovo také piekonava hematoencefalickou bariéru a pronika do mozku. Dale se dostava se do jater,

ledvin, svaloviny, aorty, srdce, plic, sleziny a také kosti a zubti (Rabinowitz et al., 1976).

2.2.2. Ukladani olova

Absorbované olovo muze byt ukladdno a akumulovano v nejriznéjSich télnich organech a
muze ovliviiovat fadu biologickych aktivit na molekuldrni, bunééné 1 mezibunééné urovni. To mize
vést k fadé morfologickych zmén, které v téle ziistanou 1 po tom, co se snizi hladiny olova (Patrick,
2006). Mladsi organismy, véetné déti, maji sklon k akumulaci vyssich koncentraci olova nez starsi,
protoze jejich sliznice jsou vice propustné a jejich obranny systém neni pln¢ vyvinut (Winiarska-
Mieczan et Kwiecien, 2016). Bylo potvrzeno, ze gravidni laboratorni mysi akumuluji vyrazn¢ vyssi
koncentrace Pb nez negravidni (Smith et al., 2012).

U dospélych je nejvétsi cast (80 — 95 %) celkového Pb ukladano do kosti. Mnozstvi olova
Vv kostech nartistd se vzrastajicim vékem (Nascimento et al., 2016). Na ukladani do kosti je mozné
pohlizet jakoZzto na mechanizmus, jak limitovat distribuci tohoto prvku do citlivéjSich tkéani
(Gerhardsson et al., 1995). U déti je tato hodnota jen 70 %, protoze je u nich vice olova ukladano do
mékkych tkani (Patrick, 2006). Jako hlavni cilové organy z mékkych tkéani jsou uvadény jatra a
ledviny. Podle Mudipalli (2007) je nejvyssi ¢ast Pb ukladana do jater (33 %). Podle Scheuhammera
(1987) je nejvice olova akumulovano do ledvin, az poté nasleduji jatra. Koncentrace olova v jatrech
nebo ledvinach vyssi nez 20 pg/g je podle studie na orlech béloocasych jiz smrtelnd. V této studii
byla koncentrace olova vyssi v ledvinach u jedinct, v jejichz tkanich se akumulovalo méné nez 6
ug Pb/g. Jedinci, v jejichz tkéanich bylo vice nez 20 pg Pb/g, akumulovali vice olova v jatrech
(Helander et al., 2009). Obecné plati, Ze koncentrace olova V krvi udéva piedstavu o tom, jakému
mnozstvi olova byl organismus exponovan v poslednich hodinidch, maximéln¢ tydnech Zzivota,
koncentrace Vv jatrech a ledvinach o poslednich tydnech nebo mésicich Zivota a koncentrace
Vv kostech o dlouhodobé expozici (Binkowski et al., 2013). Tento fakt souvisi s poloasem rozpadu
olova. Poloc¢as odbouravani Pb v krvi je 30 — 35 dni, ve mekkych tkanich 40 dni (Papanikolaou et
al., 2005) a v kostech tato doba dosahuje 5 — 10 let, maximalné se uvadi az 30 let (Kosnett et al.,
1994; Papanikolaou et al., 2005).

Olovo ulozené v kostech muze ptispét ke zvySeni hladiny Pb v krvi, i kdyZ uz nedochazi

k dalsi vngjsi expozici. K tomuto jevu dochéazi hlavné v momentech, pfi kterych dochazi ke zvysené
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demineralizaci kosti (t€¢hotenstvi, laktace, postmenopauzalni osteopordza). Tento jev nazyvame
endogenni expozice (Patrick, 2006).

Stejné jako v kostech, také v zubech dochazi k dlouhodobé akumulaci olova. V zubech jsou
nejvyssi koncentrace olova v zuboviné (Gulson et Wilson, 1994). U jednotlivych typti zubti nebyl
prokdzan rozdil v akumulovanych koncentracich (Bercovitz et Laufer, 1991a). V trvalych zubech
stoupa koncentrace olova s postupujicim vékem (Bercovitz et Laufer, 1991b). Koncentrace

Vv zubech je vy$§i u muzi nez u Zen (Al-Qattan et Elfawal, 2010).

2.2.3.  Exkrece olova

Dospély ¢lovek je schopen vyloucit 50-60 % vstiebaného olova za dobu fadové tydnt a z
dlouhodobého hlediska miize vyloucit az 99 %. U déti je schopnost vylucovani olova vyrazné
sniZzena. U déti do 2 let zstava v téle priblizné tfetina vstiebaného olova (Bencko et al., 1995).

Ptijaté olovo je po vstupu do krevniho ob&hu krvi distribuovano v téle. Dostava se i do jater,
kde je vétsina z krve odstranéna a se zluc¢i vylucovana zpét do traviciho traktu. Toto olovo mulize byt
zpétné absorbovano nebo vylouceno z téla. Kromé vykald se na vylu¢ovani olova z téla podili také
moc¢ (Skerfving et Bergdahl, 2007). Podle Papanikolaou et al. (2005) je mo¢i vylu¢ovano piedevsim
adsorbované olovo a vykaly obsahuji pfevazné neabsorbované olovo. Neadsorbované olovo tvofi
hlavni ¢ast olova ve vykalech i podle studie, kterou publikovali Gwiazda et al. (2005).

Pti perorélni expozici odchazi spolecné s vykaly az 90 % a moci az 12 % pftijatého olova
(Rabinowitz et al., 1976). Podle Kaushal et al. (1996) byla pfi experimentu na potkanech davka,
ktera zlstala v téle potkantd, piiblizné 15 % zpodaného olova. Na vyluCovani se V jejich
experimentu podilela hlavné zlu¢ a mo¢. Dalsi cesty exkrece olova jsou minoritni. Je to vylu¢ovani
do slin, potu, vlasii a nehtd. Olovo je také inkorporovano do semene, placenty a matefského mléka
(Skerfving et Bergdahl, 2007).

Bylo pozorovéno, ze hormon melatonin podavany potkanim zvySuje mnozstvi vylouc¢eného
olova. Potkanim byly experimentaln¢ podavany ridzné davky octanu olovnatého spole¢né
s melatoninem. Exponovani potkani mé¢li nizs$i koncentrace olova v krvi a vyssi v moci a vykalech

V porovnani S témi, kterym melatonin podavan nebyl (Hernandez-Plata et al., 2015).

2.2.4.  Monitoring hladiny olova v populaci

Nejpouzivangjsi ~ biomarker  expozice Pb  je  jeho  koncentrace v Kkrvi.
V epidemiologickych studiich je také casto pouzivana hladina olova v kostech. Koncentrace olova v
krvi slouzi spiSe jako indikator nedavné expozice, zatimco koncentrace v kostech jako indikator

expozice dlouhodobé (Levin et Goldberg, 2000).
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Koncentrace Pb v Kkrvi je v soucasnosti ptiblizn¢ az o tii fady vyssi nez u lidi zijicich pied
primyslovou érou. V fadé zemi v dnesni dobé dochazi k vyznamnému poklesu tohoto prvku v Krvi
obyvatel. V rozvojovych zemich je ale expozice stale pomérné bézna (Skerfving et Bergdahll,
2007). Fewtrell et al. (2004) ve své studii znazornili primérné koncentrace Pb v krvi. Odlisili déti a
dospélé jedince, zijici ve méstskych oblastech v jednotlivych castech svéta. Jejich vysledky byly
zalozené na do té doby publikovanych studiich. Obecné 1ze fici, Ze v zdpadnim svété se nevyskytuji

prilis vysoké koncentrace Pb v krvi lidi. Koncentrace olova v krvi lidi ve vybranych castech svéta

jsou znazornény v tabulce Cislo 1:

Koncentrace Pb v krvi

Oblast Zemé (ng/dl)
Déti Dospéli

Afrika Nigérie 11,1 11,6
Jizni Afrika 9,8 10,4
Kanada, USA 2,2 1,7
Amerika Argentina, Brazilie, Chile, Jamajka, Mexiko, Venezuela 7,0 8,5
Ekvador, Nikaragua, Peru 9,0 10,8
Vychodni Saudska Arabie 6,8 6,8
Sttedomoifi  Egypt, Maroko, Pakistan 15,4 15,4
Dansko, Francie, Némecko, Recko, Izrael, Svédsko 3,5 3,7
Evropa Polsko, Turecko, Jugoslavie 5,8 9,2
Mad’arsko, Rusko 6,7 6,7
Jihovychodni Indonésie, Thajsko 7,4 7,4
Asie Bangladés, Indie 7,4 9,8
Zapadni Australie, Japonsko, Novy Z¢land, Singapur 2,7 2,7
Pacifik Cina, Filipiny, Korejska republika 6,6 3,6

Tabulka 1: Koncentrace olova v krvi u déti a dospélych v méstskych oblastech jednotlivych zemi svéta. Upraveno
podle studie Fewtrell et al. (2004).

Pozdgji byla sbirana data hodnot Pb v krvi déti z riznych ¢asti svéta v letech 2008 — 2009.
Tato data jsou shrnuta v tabulce ¢islo 2 (Hruba et al., 2012) a je zde jasné viditelny pokles oproti
hodnotam, které publikovali Fewtrell et al. (2004). Nejen v zemich zapadniho svéta, ale také
v rozvojovych dochéazi ke snizovani koncentrace Pb v Kkrvi. AbuShady et al. (2017) naméfili
Vv novéjsi studii koncentrace ve méstské oblasti v Egypté 5,45 pug/dl a 10,37 pg/dl v primyslové
oblasti. Ob¢ koncentrace jsou nizsi, nez uvadi Fewtrell et al. (2004).
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Koncentrace Pb v Krvi

Stat Mésto
(ng/dn
Ceska republika Praha 1,5
Polsko Wroclaw 1,6
Svédsko Landskrona 1,4
Ekvador Camilo Ponce 3’2
Enriquez
Maroko Fez 7,1

Tabulka 2: Koncentrace olova v krvi u déti a dospélych v méstskych oblastech jednotlivych zemi svéta. Upraveno dle
Hruba et al. (2012)

2.2.5. Uinky olova na nervovy systém

Nervovy systém (NS) je hlavnim cilovym organem pro toxicitu olova a je k ni citlivéjsi nez
ostatni organové soustavy (Cory — Slechta, 1996). RozloZeni olova v moku je nerovnomeérné.
Nejvyssi koncentrace se nachazeji v hypokampu a amygdale, nizsi v prodlouzené mise a mozecku,
mozku neni prozatim zcela popsan. Jeho toxicky tc¢inek zpisobuje mnoho mechanismil, které jsou
zavislé na véku, pocatku a délce trvani expozice a také na struktufe mozku. Pii neurologickém
poskozeni zpisobené expozici Pb mize dojit ke zméné celkové struktury mozku. Naptiklad akutni
otrava vysokymi davkami olova vede k otoku mozku, ke stla¢eni komor, k vyhteziim a k porucham
v syntéze kolagenu a cévni propustnosti (Struzynska et al., 1997). Tyto patologické zmény na
onemocnéni. Toto onemocnéni, které zptisobuje patologické zmény v centralni nervové soustave, se
vyskytuje pievazné u déti, ale mize se objevit i u dospélych. Projevuje se otupélosti, nervozitou,
podrazdénosti, bolesti hlavy, svalovym tfesem, poruchou koordinace pohybtl, sniZenou pozornosti,
halucinacemi a ztratou paméti. Tyto symptomy mohou piejit v koma az smrt (Holtzman et al.,
1984). Viditelné klinické piiznaky se u déti projevuji pti hladin€ olova v krvi vys$si nez 60 g/dl
(Needleman, 2004).

Expozice Pb mize také ménit projevy gent, takZze muze dojit k problémim pii formovani
jednotlivych oddili mozku (Kasten-Jolly et al., 2012). Neurotoxické ucinky jsou vyvolany také
zménou raznych redoxnich molekul. Bylo prokazano, Ze expozice Pb zvySuje peroxidaci lipidi a
hladiny glutationu a sniZzuje aktivitu antioxidac¢nich enzymd, jako je napf. glutation peroxidaza.
Tyto olovem indukované morfologické a funkéni poskozeni mozku se ndsledné¢ mohou projevit jako
zmény v chovani (Mateo a kol., 2003). Dal$si mozny mechanismus neurotoxicity indukované

olovem zahrnuje zménu neurochemickych cest. Je potvrzeno, ze expozice Pb pii vyvoji vede ke
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snizeni cholinacetyltransferazy (Bielarczyk et al., 1994). Finkelstein et al. (1998) v jejich studii
naznacili, Ze kognitivni a pamétové disfunkce po expozici Pb mohou byt zplisobeny denervaci
cholinergni hipokampalni drahy.

zasazen 1 v ptipad¢ velmi nizké koncentrace olova v krvi. Tyto nizké hladiny Casto zptisobuji, Ze se
neprojevi zadné klinické symptomy (Rice, 1993; Needleman, 2004). Prvni pfiznaky ucinku otravy
olovem na NS zahrnuji podrazdénost, bolest hlavy, poruchy pozornosti, paméti a snizeni
kognitivnich schopnosti (Needleman, 2004). Nejcastéji dokumentovanym symptomem pii expozici

olova u dospélych je periferni neuropatie s poruchami motoriky zapésti a chodidel (Needleman,
2004).

Nejzranitelngjsi jsou vici neurotoxickym ucinkim Pb plody a malé déti, protoze vyvijejici
se nerovovy systém miize absorbovat vice frakci olova (Ruff et al., 1996; Needleman, 2004). Studie
prokazaly, Ze expozice Pb v raném détstvi mize byt piimo spojena s poruchami pii ¢teni nebo
zhorSenymi motorickymi funkcemi (Canfield et al., 2003). Déti mohou byt nepozorné, hyperaktivni
a podrazdéné jiz pii vystaveni nizké hladin€ expozice. Pfi vyS$i hladin€é muize dochézet
K opozdénému rustu a snizovani inteligence (Cleveland et al., 2008). Byla sledovana korelace
vy$§itho mnozstvi Pb v Krvi s nizsi hladinou IQ (Canfield et al., 2003). D&ti mohou mit horsi

kratkodobou pamét nebo piijit o sluch. Vysoké hladiny expozice mohou zptlisobit nevratné

poskozeni mozku a dokonce i smrt (Cleveland et al., 2008).

2.2.6. Utinky olova na ledvinovy systém

K nefropatii (nezanétliva porucha ledvin) zptsobené olovem dochéazi vétSinou pii chronické
expozici nizkym davkdm Pb (Pollock et Ibels, 1988). Toto onemocnéni zpiisobuje poskozeni
proximalnich tubuld, glomerularni sklerézu a intersticialni fibréozu. Ptiznaky zahrnuji proteinurii
(pritomnost bilkovin v moci), poruchy transportu glukozy a organickych aniontd a snizeny pomér
Zejména u lidi s vysokym krevnim tlakem, cukrovkou nebo s chronickym onemocnénim ledvin.
Vys$si  pravdépodobnost vyskytu tohoto onemocnéni byla detekovana u lidi s horSim
socioekonomickym stavem. Pfedevsim v rozvojovych zemich, kde roste riziko vyskytu chronického
onemocnéni ledvin rychleji, nez klesa koncentrace olova v prostiedi (Ekong et al., 2006).

Pti akutni otravé olovem muze dojit k nedostatecné funkci ledvin. Toto onemocnéni byva
doprovazeno bolestivosti abdominalni casti bficha (ledvinova kolika), kognitivnimi poruchami,
periferni neuropatii, bolesti kloubt a anemii (Marsden, 2003). Pii histologickém vySetfeni se na

tkanich ledvin pfi akutni intoxikaci olovem c¢asto objevuji patologické morfologické zmény, napft.
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degenerativni zmény na tubularnim epitelu (Mahaffey et al., 1981). Morfologické zmény u skupiny
exponované olovu pozorovali ve své studii také Binkowski et al., (2013). Zde byly popsany nejen

na ledvinach, ale také na jatrech.

2.2.7. Utinky olova na kardiovaskularni systém

Bylo potvrzeno, ze zvySeny obsah olova (20 — 29 pg/dl) vyznamné koreluje s potem umrti
kvali problémiim kardiovaskularniho systému (Lustberg et Silbergeld, 2002). Dlouhodobéa expozice
nizkym davkam olova muze vést ke zvyseni systolického i diastolického krevniho tlaku, ke vzniku
cerebrovaskuldrni choroby u zvitat i lidi, mize zptisobovat ischemickou koronarni chorobu srde¢ni
a onemocnéni perifernich cév (Sokas et al., 1997). ZvySeny obsah olova v krvi také koreluje se
zvysenym vyskytem onemocnéni perifernich tepen (Navas-Acien et al., 2004) a s vyskytem anémie
(Waldron, 1966). Olovo inhibuje tvorbu krevnich kapilar (Kishimoto et al., 1995). Expozice Pb
zpusobuje zvySeni peroxidace tukl a snizeni aktivity krevni superoxid dismutdzy (Adonaylo et
Oteiza, 1999). U potkant, kterym byl podavan octan olovnaty, dochazelo k prokazatelnému
poskozeni myokardu (Mahjoub et Moghaddam, 2011).

Olovo ma ptimy vliv na krevni systém, protoze diky inhibici enzymu zapojenych do syntézy
hemu omezuje syntézu hemoglobinu. ZvySuje kiehkost bunéénych membran ¢ervenych krvinek,
¢imz zkracuje jejich Zivotnost. Takto olovo zplsobuje anémii (Guidotti et al., 2008). Olovo ma pfi
syntéze hemu vliv na tii enzymy — ALAD, ALAS (syntaza &-aminolevulinové kyseliny) a
ferrochelatazu, coz je mitochondridlni enzym, ktery katalyzuje vstup zeleza k formaci hemu
(Piomelli, 2002). Inhibici enzymu ALAD dochazi k akumulaci aminolevulinové kyseliny, ktera je
poté v plazmé a moci detekovatelna jiz pfi koncentraci 10 pg/dl olova v krvi. K poklesu biosyntézy
hemu dochazi az v okamziku, kdy je aktivita enzymu ALAD inhibovana z 80 — 90 %. K takovému
poklesu dochazi pii koncentraci olova v krvi okolo 55 ug/dl (Ahamed et al., 2005). Inhibice
ferrochelatazy vede ke zvySenému mnozstvi koproporfyrinu v moc¢i a k akumulaci protoporfyrinu
v ¢ervenych krvinkach. Dale vede inhibice tohoto enzymu k ndhradé Zeleza zinkem za vzniku
zinkového protoporfyrinu. ZvySeni zinkového protoporfyrinu se mize pouzivat jako indikator

monitorovani mnozstvi expozice olova (Jangid et al., 2012).

2.2.8. DalSi ucinky olova
Pti chronické expozici byva olovo ukladano v jatrech, kde mize negativné ovlivnit jaterni
buiikky 1 béhem prenatdlniho vyvoje plodu (Korpela et al., 1986). Mulze také dochazet

k samovolnym potratiim, ke sniZzeni poc¢tu a pohyblivosti spermii nebo ke snizeni plodnosti a libida

(Levin et Goldberg, 2000).
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Expozice vysokym davkam olova vyvolava bolesti bficha, nevolnost, zvraceni, zacpu,
paralyzu stfev, poruchy pfijmu potravy a ztratu hmotnosti (Mudipalli, 2007). Béhem intoxikace Pb
se v jatrech zvysSuje hladina metalothioneinti (Maitani et al., 1986), coz piedstavuje ochranny
mechanismus proti toxickym vlivim Pb (Rosenman et al., 2003).

Olovo je jednim z potencialnich karcinogenii u lidi (Rousseau et al., 2005), protoze expozice
Pb zvySuje vyskyt rakoviny zaludku, plic, mo¢ového méchyte a také koreluje s celkovym poctem
umrti na rakovinu obecné (Fu et Boffetta, 1995). Muze také zvySovat vyskyt Sedého zakalu u muza
(Shukla et al., 1996).

Pii ptitomnosti olova v organismu dochdzi ke zméndm v hodnotach IgE v krevnim séru,
k poklesu protilatek a IgG v krevnim séru a ke snizeni aktivity lymfocytt (Bunn et al., 2001). Diky
témto zménam v imunitnim systému muze dochazet ke zvySenému riziku napadeni parazity. Bylo
prokazano, ze expozice olovem snizuje rezistenci mySice lesni (Apodemus sylvaticus) vaci hlistici

(Heligmosomoides polygyrus) (Tersago et al., 2004).

2.2.9. Projevy otravy olovem
Hauptman et al. (2017) se ve své studii zabyvaji otravou olovem u déti. V tabulce Cislo 3
jsou uvedeny projevy otravy olovem u déti z této studie a také jaké mnozstvi olova bylo détem

naméieno v Krvi.

Mnozstvi Pb v .
i Projev otravy
rvi

<5 pg/dl Pokles 1Q, zvySeny vyskyt problémi s pozornosti a dalsiho problémového chovani
510 pg/dl Vyse zminéné, zhorseni sluchu, snizeny postnatalni rist, zpozdéni nastupu puberty
10 — 44 pg/dl Vyse zminéné, pomalejsi nervové vedeni, zvySeny hemoglobin, anémie

45 - 69 pg/dl Vyse zminéné, bolestivost biicha, zacpa, kolika, anorexie, zvraceni

>70 pg/dl Vyse zminéné, kieCe, koma, ztrata kontroly svald, smrt

Tabulka 3: Projevy otravy olovem u déti a mnozstvi olova (ug/dl), které jednotlivé projevy zplsobuji.
Podle Hauptman et al. (2017).

Akutni otrava

Akutni otrava olovem je pomérné vzacna. Vznika inhalaci par nebo po ptimém poZiti. Po
poziti nasleduje n¢kolikahodinova latentni doba, po které se mtiiZze objevit zvraceni, prijem a bolest
v bfisni duting. Tato kieCovitd bolest, objevujici se v abdomindlni oblasti se nazyva saturninska.

Akutni 1 chronické otravy olovem byvaji proto n€kdy oznaCovany jako saturnismus. Dale se muze

vV

15



nasledovat slepota, ties, kiece a v nejhorSim piipadé i koma nebo smrt. Smrtelna davka je 1 g
resorbovaného olova (Bencko et al., 1995; Hauptman et al., 2017). K akutni otravé olovem doslo
napiiklad v roce 2010 v Zamfaie v Nigerii. Tehdy zde zemielo pfiblizné¢ 400 — 500 déti v oblasti,
kde bylo dolovano zlato. Dolované rudy totiz pfed zpracovanim obsahovaly az 10 % olova (Tirima

etal., 2018).

Chronicka otrava

Castgjsi nez otravy akutni jsou dnes otravy chronické, které souvisi se zne¢isténim Zivotniho
prostiedi, kde je organismus trvale vystaven pusobeni olova (Patrick, 2006). Typicka je také pro
pracovni expozici. Onemocnéni za¢ina tnavou, bolesti kloubt a nechutenstvim. Casto je piitomna
zacpa nebo na pocatku prijjem. Objevuji se saturninské koliky, Sedy lem na désnich (tzv. Burtonova
linie, zptisobena ukladanim siranu olovnatého). Dal§imi projevy jsou anémie, zvyseny krevni tlak,
bolesti hlavy, slabost, svalové kiece, osteopordza nebo pomalejsi hojeni fraktur. Tézké chronické
intoxikace mohou byt doprovazeny poruchami nervového systému, traviciho traktu nebo ledvin.
Mohou se vyskytovat problémy s reprodukei (Yusa et al., 2008).

Experimentalni studie na potkanech prokazaly, ze chronicka expozice Pb vyvolava
vyznamny nartist koncentraci olova v krvi a mozku exponovanych potkani. Tito potkani poté pfi
testu ve svétlém/tmavém boxu travili vice ¢asu v osvétlené casti. Potvrdila se tedy hypotéza, Ze
chronicka expozice Pb muze zpusobovat zmény v chovani, napiiklad anxietu (Sansar et al., 2012).
V dalsi studii zpisobila chronickéd expozice navyseni poctu astrocytii a zmény na gliovych bunkach
frontalniho kortexu potkanti. Tyto zmény ovlivnily chovani potkant tak, ze doSlo ke snizené
pohybové aktivité v otevieném prostoru (Sansar et al., 2011). Chronické expozice zplsobily u

potkant i morfologické zmény na kostech (Alvarez-Lloret et al., 2017).

2.2.10. Diagnostika

Pfi diagnostice je nejprve tfeba popsat a charakterizovat nastup a trvani jednotlivych
symptomu. Je tfeba se nezaméiovat jen na aktudlni ptiznaky, ale vysledovat i ty ptipadné diive se
projevujici. K tomu je vhodné pouzit dotazniky, obsahujici mimo jiné otdzky o ingesci riznych
latek, o cestach do oblasti se zvySenymi obsahy olova nebo o historii expozici olova i u rodinnych
pfislusnikti. Poté by mélo nasledovat komplexni fyzické vySetfeni se zvySenou pozornosti na
soustavy, které by mohly byt toxicitou olova ovlivnény (Dapul et Laraque, 2014).

Je tfeba se vénovat diferencidlni diagndze, protoze ptiznaky otravy olovem jsou shodné
S pfiznaky fady onemocnéni. Je také nutné odlisit otravu olovem od otravy jinymi toxickymi
latkami. Napftiklad je nutné vyloucit pozieni opiati nebo otravu oxidem uhelnatym. Dale je nutné
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vyloucit pfitomnost talasemie (dédi€né onemocnéni krve), nedostatek zeleza, Wilsonovu nemoc
(dédi¢na porucha metabolismu médi), porfyrii (porucha metabolismu cervenych krvinek), akutni
bolest bficha nebo encefalitidu a dalsi ptiznaky encefalopatie (Hauptman et al., 2017).

Pacient by mél byt vySetien neurologicky. Je tfeba zméfit krevni tlak. Nejucinngjsi
diagnostickou metodou je zméfeni obsahu olova v krvi. VySetfeni mize byt provedeno pomoci
vzorku z kapilary prstu, ale je tieba tento vzorek odebirat opatrné, aby nedoslo k jeho kontaminaci
z prostiedi. Pokud dojde k naméteni koncentrace vyssi nez 10 ug/dl, je nutné provést métfeni na
vzorku krve z zily. Méné citliva metoda diagnostiky je méfeni koncentrace olova ve vlasech (Dapul

et Laraque, 2014).

2.2.11. Terapie otravy olovem

Jedinou moznosti v pfipadé nizkych hladin expozice je prevence (Needleman, 2004).
tomuto zdroji (Patrick, 2006; Dapul et Laraque, 2014). U déti se k témto opatfenim pfistupuje jiz
Vv ptipadé, Ze koncentrace Pb v krvi dosahne 5 pg/dl. (Binns et al., 2007).

Prvnim krokem terapie byva zvyseni zeleza v dieté na 6 mg/kg denné, aby se uvedl do
poradku nedostatek Zeleza zpisobeny olovem (Park et al., 2014). Je také mozné provést vyplach
zaludku (Dapul et Laraque, 2014).

V ptipadé koncentrace olova v krvi vyssi nez 45 pg/ml se k terapii pouZzivaji chelata¢ni
¢inidla (Patrick, 2006; Dapul et Laraque, 2014; Hauptman et al., 2017). Pied zacatkem 1é¢by musi
byt tato koncentrace v krvi naméfena opakovanég. Pacient je poté hospitalizovan v nemocnici, ktera
ma zkuSenosti s chelatovou terapii, pfipadné je nutna konzultace s odbornikem. Vybér chelata¢niho
¢inidla zalezi na koncentraci olova v krvi, na symptomech pacienta i na zatiZzeni zivotniho prostiedi
(Dapul et Laraque, 2014). Chelata¢ni ¢inidla jsou latky, které maji strukturu takovou, ze jsou na
sebe schopné navazat ionty nebo kationty kovi a vytvofit S nimi koordina¢né-kovalentni vazbu.
Jako soucast této vazby jsou poté kovy vylouceny z téla spolecné s moci (Patrick, 2006; Dapul et
Laraque, 2014). Chelatacni c¢inidlo bylo poprvé pouzito piiblizné pred sto lety ke snizeni toxicity
sloucenin arsenu, které se vté dobé pouzivaly klécbé syfilitidy (Dennie et McBride, 1924).
Chelatacni c¢inidla snizuji koncentraci olova v krvi, ale nebyl prokazan jejich vliv na zlepSeni
kognitivnich funkci, poruch chovani nebo jinych problému, které olovo zplsobuje u nervoveé
soustavy (Dietrich et al., 2004). Pied zahajenim terapie pomoci téchto latek je tieba se ujistit, ze
V GIT neni ptfitomné olovo. Pokud ano, je tieba provést jeho dekontaminaci, protoze chelatacni
latky mohou zvySit GIT absorpci olova. Béhem lécby chelataénimi Cinidly je dulezitd spravna
hydratace pacienta a sledovani tvorby a vylu¢ovani moci (Patrick, 2006).
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Donedavna bylo nejrozsitenéji pouzivané chelatacni ¢inidlo CaNa;EDTA (sodno-vapenata
sul kyseliny etylendiamintetraoctové). Toto ¢inidlo diive vyznamné snizilo mortalitu zptisobenou
encefalopatii, ale nikdy nebyla systematicky studovana jeho ucinnost pii niz§ich hodnotach
expozice. Vylucovani olova moéi se diky nému muze zvysit 20 — 50krat (Hauptman et al., 2017).
Podava se intravendzné, dnes v kombinaci s dimercaprolem pii koncentraci Pb v krvi vyssi nez 70
pug/dl (Dapul et Laraque, 2014). S podavanim tohoto cinidla je spojovdna tada negativnich
vedlejSich ucinkd, napiiklad lokalni reakce v misté vpichu, horecka, poruchy ledvin a poruchy
vyluovani esencialnich latek (Hauptman et al., 2017). Také bylo prokadzano, ze podani tohoto
¢inidla mize pfimo vést k uvolnéni olova ulozeného v kostech a k nasledné otravé mékkych tkani
timto olovem (Crinnion, 2011). Kvuli vedlej$im ucinkiim se pouzivad pouze v pfimém ohrozeni
pacienta encefalopatii (Hauptman et al., 2017).

Dalsi chelata¢ni ¢inidlo je BAL (dimercaprol), ktery ma schopnost cilit na olovo v mékkych
tkanich (Hauptman et al., 2017). Je také schopné projit do mozku, takze se ¢asto pouziva u pacienti
s akutni encefalopatii (Dapul et Laraque, 2014). Toto ¢inidlo se podava rozpusténé v araSidovém
oleji hluboko do svalt. I u tohoto ¢inidla se objevuji negativni nezddouci Gcinky, jako naptiklad
horecka, vyrazka, bolest v mist¢ vpichu a miize zplsobit hemolyzu. Nesmi se pouZivat pfi
nedostate¢nosti jater a u 0sob s alergii na arasidy (Stocken, 1947). Toto ¢inidlo se zpravidla pouziva
Vv pripad¢, ze koncentrace Pb v krvi pacienta dosdhne 70 pg/dl a vice (Dapul et Laraque, 2014).

Chelata¢ni ¢inidlo DMSA (kyselina mezo-2,3-dimerkaptojantarova, neboli sukcimer) je ve
vodé rozpustny analog ¢inidla BAL (Dapul et Laraque, 2014; Hauptman et al., 2017). Pouziva se
Vv piipadé, ze koncentrace olova v krvi neptesahne 70 pg/dl (Dapul et Laraque, 2014). Toto ¢inidlo
je mozno podavat oralné, ma méné negativnich vedlejSich u¢inkii a zplsobuje mensi ztratu
esencidlnich prvki moci. Podava se ve formé zelatinovych kapsli, které silné zapachaji po sife.
Mezi vedlejsi Gcinky pfi pouziti tohoto ¢inidla patii bolest biicha, vyrazka (Dapul et Laraque, 2014;
Hauptman et al., 2017) a zvySené hodnoty jaternich enzymu (Hauptman et al., 2017).

Posledni ¢inidlo pouzivané pro terapii otravy olovem je D-penicilamin. Poprvé byl izolovan
v roce 1953 z moce pacientd s onemocnénim jater, ktefi byli 1é¢eni penicilinem. Dobfe se vstiebava
po ordlnim podani nala¢no. Nesmi byt podavan pacientim alergickym na penicilin. Pfi
dlouhodobém uzivani tohoto ¢inidla ¢asto dochazi k onemocnéni kiize. Dalsimi vedlejsimi ucinky
muZe byt poskozeni jater, plic nebo ledvin, zvraceni, anorexie nebo ztrata chuti (Dapul et Laraque,
2014; Hauptman et al., 2017).

Vzhledem k¢inku olova na tvorbu volnych radikalii a peroxidaci membran jsou
Vv poslednich letech testovany terapeutické ucinky riiznych antioxidanti. Nejcastéji studovany jsou

a tokoferol, kyselina askorbova, taurin, metionin, N-acetylcystein, selen a zinek. Antioxidanty
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samotné nesnizuji hladinu olova vkrvi, ale mohou zmirnit oxida¢ni poSkozeni. Ne&které
antioxidanty se pouzivaji spole¢né s klasickymi chelata¢nimi Cinidly. Vysledky takovéto 1éCby
mohou byt lepsi nez pii pouziti samotnych chelata¢nich c¢inidel (Gurer et Ercal, 2000). Pti
experimentech na potkanech bylo prokazano, ze diky antioxida¢nim vlastnostem nékterych rostlin
mize dojit ke snizeni koncentrace olova v jatrech potkand. Tyto antioxidacni vlastnosti ma
napiiklad extrakt z rajcete (Nwokocha et al., 2012a), ¢esneku (Nwokocha et al., 2012b) nebo

garcinie (Nwokocha et al., 2011).

2.3. Akumulace olova u zvirat

Protoze kontaminace olovem je povaZzovdna za celosvétovy problém, ve védeckych
databazich se nachazi nespocet ¢lankli o akumulaci Pb ve tkanich riznych druhi zvitat. Pokud je
olovo akumulovéano ve tkanich zvitat, které slouzi jako potrava lidi, dochézi ke zvySené expozici
Pb. Problém nastava samoziejmé ihned v okamziku, kdyz se olovo dostane do potravniho fetézce,
nemusi dojit ke pfimé konzumaci daného Zzivocicha ¢lovékem. Akumulace olova byla potvrzena
naptic¢ celou zivociSnou fisi. Z bezobratlych napiiklad u ZivociSnych hub (Davis et al., 2014), u
mékkyst, u kterych Casto nahrazuje vapnik v jejich lasturach, ale akumuluje se i ve mékkych
tkanich (napt. Moore, 1971; Bourgoin et Risk, 1987; Bourgoin, 1990; Pitts et Wallace, 1994;
Ramos et al., 2004; Krause-Nehring et al., 2012; Galimberti et al., 2016; Fan et al., 2017; Cariou et
al., 2017), u olihni, sépii (Galimberti et al., 2016), medtz (Mufoz-Vera et al., 2016) nebo u riznych
druht zizal, které piijimaji kovy pievazné povrchem jejich téla (Vijver et al., 2005)

Z klepitkatcti byla akumulace olova pozorovana naptiklad u pavoukd, ktefi jej akumuluji
predevsim v hepatopankreatu (Wilczek et Babczynska, 2000). Olovo také akumuluje v télech
rozto¢d, sekacu, Stirkid, stonozek, mnohonozek (Heikens et al., 2001) nebo u vSech ostrorepa
amerického (Limulus polyphemus). U ostrorept plati, ze ¢im starSi vyvojové stadium, tim vice se
v ném akumuluje olova (Bakker et al., 2017), dospélci akumuluji nejvice olova ve svalech koncetin
(Burger et al., 2002).

U podkmenu korysi byla akumulace olova potvrzena naptiklad u stinky (Porcellios caber)
(Vijver et al., 2005), svinky (Armadillidium granulatum) (Mazzei et al., 2013), ve svaloviné garnata
obecného (Crangon crangon) (Jung et Zauke, 2008), humra amerického (Homarus americanus)
(Galimberti et al., 2016) nebo riznych druhi krevet (Anandkumar et al., 2017).

Déle byla akumulace Pb pozorovdana u riiznych druhd hmyzu, u kterého zvysSené
koncentrace olova zptlisobuji abnormalni vyvoj, snizenou délku Zivota, zvySenou imrtnost, vliv na
fyziologické procesy, plodnost a pohyblivost dospélcti (Warchatowska-Sliwa et al., 2005; Shu et al.,
2009; Hirsch et al., 2010). Potvrzena byla napiiklad u rovnokiidlych (Warchatowska-Sliwa et al.,
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2005), poloktidlych (Goriir, 2007), motyld (Shu et al., 2009; Wu et Yi, 2015), mravencu,
chvostoskok, stievlikli, drab¢ikii (Heikens et al., 2001) nebo cvrcki (Hunter, et al., 1987).

Mezi parybami byla akumulace olova pozorovana u rejnoka zimniho (Leucoraja ocelota)
(Galimberti et al., 2016), u zraloka modrého (Prionace glauca) — v jatrech (Barrera-Garcia et al.,
2013; Alves et al., 2016), ledvinach (Barrera-Garcia et al., 2013) a detekovano bylo u nékterych
jedincti 1 ve svaloviné (Alves et al.,, 2016). Dale v jatrech a ledvinach psohlava obecného
(Galeorhinus galeus) a zraloka mako (Isurus oxyrinchus) nebo v jatrech kladivouna obecného
(Sphyrna zygaena) (Barrera-Garcia et al., 2013). U kladivouna bronzového (Sphyrna lewini) a
zraloka panamského (Carcharhinus porosus) bylo olovo naméfeno krom¢ svali a jater také
ve hibetni ploutvi a v obratlich (Mohammed et Mohammed, 2017). Olovo bylo naméfeno i1 ve
svalech fady dalich druht paryb, které jsou urCeny pro konzumaci lidmi — zraloka malabarského
(Carcharhinus dussumieri), hladkouna obecného (Mustelus mustelus), Zzraloka adenského
(Carcharhinus leiodon), macky cernousté (Galeus melastomus) nebo Zraloka mazaltanského
(Rhizoprionodon longurio) (Adel et al., 2016). V nejnovéjsi studii na toto téma byla akumulace
olova potvrzena také ve svalech a jatrech zralicka perského (Chiloscyllium arabice) (Adel et al.,
2018).

U ryb mtze akumulace olova zpisobovat rizné deformity, naptiklad zaktiveni patete nebo
z¢ernani ocasu (Davies et al., 1976). Olovo je u této skupiny Zivo€ichil ve vysokych koncentracich
akumulovano také do zaber (Davies et al., 1976; Spry et Wiener, 1991; Mariussen et al., 2017).
Akumulace olova byla potvrzena naptiklad u riznych druhid pstruhti (Davies et al., 1976; Mariussen
et al., 2017), okouna fti¢niho (Perca fluviatilis), plotice obecné (Rutilus rutilus), cejnka malého
(Abramis bjoerkna), motana Zzlutoploutvého (Rhabdosargus sarba), cejna velkého (Abramis
brama), jelct, korusky evropské (Osmerus eperlanus), lina obecného (Tinca tinca), stiky obecné
(Esox Lucius) (Stanskiene et al., 2006) a fady moiskych ryb, bézn¢ lovenych pro konzumaci lidmi
(Zaza et al., 2015; Galimberti et al., 2016).

Prestoze plazi jsou nejméné prostudovanou skupinou zivocichtl, co se ekotoxikologie tyce
(Weir et al., 2010), bylo olovo nalezeno ve tkanich naptiklad motskych zelv po celém svété
(Cortés-Gomez et al., 2017). Sakai et al. (2000) jako jedni z mala mé&fli koncentrace tézkych kovi
v téméf vSech télnich tkanich karety obecné (Caretta caretta). Nejvic olova je u nich akumulovano
do kosti a krunyte, nasleduji ledviny, jatra, Supiny a svaly. Ve tkanich travici, pohlavni a dychaci
soustavy, srdci, slezin€, mocovém méchyii, tuku a mozku olovo detekovano nebylo. Podle tabulky,
kterou publikovali Cortés-Goémez et al. (2017) bylo olovo detekovano i v tuku a mozku zelv
v nékterych castech svéta. Nejen mofiske, ale 1 sladkovodni zelvy akumuluji olovo — Vv jatrech,

svalech, srdci a krunyti (Yadollahvand et al., 2014). Také u hadt byla akumulace olova potvrzena.
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Nejvyssi hodnoty ve studii, kterou publikoval Burger et al. (2007), byly u uzovek paskovanych
(Nerodia fasciata) naméteny v kizi, poté nasledovaly ledviny, svalovina, krev a jatra (Burger et al.,
2007). U moiského hada vodnate (Hydrophis cyanocinctus) byly nejvyssi koncentrace olova
naméfeny v ledvinach, nasledovala jatra, krev, kiize a svalovina (Rezaie-Atagholipour et al., 2012).
Olovo bylo také nalezeno ve svalovin¢ a Stitech krokodyli (Jeffree et al., 2001; Rainwater et al.,
2007) a jatrech, svalech a stitech aligatorti (Nilsen et al., 2017). Koncentrace olova v jatrech uzovky
podplamaté (Natrix tessellata) byly vyznamné vyssi po hibernaci nez pied hibernaci (Gavri¢ et al.,
2017).

Akumulace olova u ptaki byla jiz zminéna v kapitole Zdroje kontaminace a expozice
(2.1.2.). Ve zminéné kapitole byly popsany jako zdroje olova naboje do stfelnych zbrani. Tento
zdroj olova je dominantni pfedev§im u vodnich ptaki. V evropskych mokiadech je takto
exponovano minimaln¢ 40 druhti ptdkt — kachny, kachnice, labuté, bernesky, kajky, turpani,
hoholové, husice, husy, ¢irky, polaci, plamenaci, slipky, lysky, bekasiny, motaci nebo orel motsky
(Haliaeetus albicilla). V ramci Evropské unie jich roéné uhyne okolo 700 000 na nasledky akutni
otravy olovem (Anderotti et al., 2018). U fady vyse jmenovanych druht byla ve studii z Argentiny
pozorovana akumulace Pb v kostech a jatrech (Ferreyra et al., 2014). Samoziejmé& u ptakii neni
olovo znaboju jedinym zdrojem expozice. Akumulace olova byla potvrzena i u jinych nez
mokiadnich druht, napiiklad ptakd zijicich u mote (Dietz et al., 1996) i dalSich druht ptaka
(Zarrintab et Mirzaei, 2017b).

Akumulace olova u savcd je jiz popsana v kapitole Ukladani Pb (2.2.2.). Kromé tkani
vyjmenovanych v této kapitole byla akumulace olova popsana také ve slonoviné (Prozesky et al.,
1995). Podobn¢ jako terestri¢ti savei akumuluji olovo i mofisti savei. Hlavnimi cilovymi organy jsou
u nich také jatra a ledviny, ¢asto byva méfena svalovina. Rada téchto druhi Zije ve vodach
s koncentracemi olova nizkymi tak, Ze v jejich tkanich je olovo pod detekénim limitem, ale bylo
detekovano napiiklad u tulené¢ krouzkovaného (Phoca hispida) (Dietz et al., 1996), vorvané
obrovského (Physeter macrocephalus), kulohlavce Sieboldova (Globicephala macrorhynchus),
plejtvaka Brydeova (Balaenoptera edeni) (Wise et al., 2018), delfina brazilského (Sotalia
guianensis) nebo delfina Grayova (Stenella clymene) — u téchto delfini byla méfena jesté
koncentrace v plicich, kde olovo nebylo detekovano. Nejvyssi koncentrace olova u delfini byly
naméfeny v jatrech (Capelli et al., 2008; Korn et al., 2010), nasleduji ledviny, svalovina, srdce a
slezina. V plicich a mozku u vétSiny druhti delfinti olovo nebylo detekovano (Capelli et al., 2008).
Nejvyssi koncentrace jsou 1 u moiskych savct v kostech (Kemper et al., 1994). Také u zastupce
sladkovodnich savct, kapustinaka, byla zaznamenana akumulace olova (Stavros et al., 2008). Ze

savcu je olovo ¢asto méfeno u hospodarskych zvifat, uréenych pro konzumaci lidmi (napt. Villar et
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al., 2005; Patraa et al., 2008; Cai et al., 2009; Rudy, 2009; Waegeneers et al., 2009; Pareja-Carrera
et al., 2014) nebo u drobnych zemnich savci, ktefi se ¢asto pouzivaji jako bioindikatofi znecisténi
v piirod¢ (napf. Appleton et al., 2000; Metcheva et al., 2003; Sanchez-Chardi et Nadal, 2007;
Sanchez-Chardi et al., 2007; Wijnhoven et al., 2008; Jankovska et al., 2009; McLean et al., 2009;
Fritsch et al., 2010; Zarrintab et Mirzaei, 2017a).

U zvifat Ize pfi urcovani koncentraci olova v jejich tkanich pouzit metody, pii kterych je
nutné zivocicha zbavit zivota, ale také neinvazivni metody, jako naptiklad odbér srsti, pefi, vykali,
moci, mléka nebo vajecnych skorapek (Patraa et al., 2008; McLean et al., 2009; Zarrintab et
Mirzaei, 2017b).

Diky bioakumulaci ve tkanich zivych organismu je mozné sledovat rozsifeni a miru toxicity
tézkych kovi v konkrétnim zivotnim prostiedi v mistech, kde se tyto organismy pohybuji (Zhou et
al., 2008). Vlastnosti pro dobry bioindikator charakterizovali jiz vroce 1974 Haug et al.
Bioindikator by mél byt schopny akumulovat polutant ve vysoké koncentraci, aniz by tim byl
ohrozen na zivoté, mél by obyvat co mozna nejmensi plochu, m¢l by byt na daném uzemi velmi
pocetny, m¢l by byt dostate¢né dlouhoveky a velky, aby bylo mozné sbirat vzorky idedlné€ i po dobu
jednoho roku a déle a aby bylo dostatek materidlu na analyzy. Obsah polutantii v jeho tkanich by
m¢él korelovat s obsahem polutantti v prostiedi, ve kterém zije. V piipad¢ vodnich organismi by mél
tolerovat brakickou vodu (Haug et al., 1974). Bioindika¢ni schopnosti byly z vy$e jmenovanych
zivocichd popsany u kofenoustky plicnaté (Rhizostoma pulmo) (Mufoz-Vera et al., 2016), zizal
(Vijver et al., 2005), ustiice jedlé (Ostrea edulis) (Cariou et al., 2017), rozchlipky pise¢né (Mya
arenaria) (Pitts et Wallace, 1994), slavky jedlé (Mytilus edulis) (Moore, 1971; Bourgoin, 1990),
stinky obecné (Porcellios caber) (Vijver et al., 2005), pstruha obecného (Salmo trutta) (Mariussen
et al., 2017) nebo zraloka modrého (Prionace glauca) (Alves et al., 2016). Jako vhodny indikator
zne€isténi olova ve vzduchu se ukazalo stanoveni obsahu olova v pavoucich sitich (Rachwat et al.,
2018). Podle Burger et al. (2007) nebo Gavri¢ et al. (2017) jsou také hadi skupinou zivocicht, ktera
je vhodna Kk jejich bioindikaci tézkych kovi, tedy i olova. Dal$i skupina vhodna k bioindikaci jsou
motské (Cortés-Gomez et al., 2017) 1 sladkovodni Zelvy (Yadollahvand et al., 2014) nebo naptiklad
drobni zemni savci (napi. Appleton et al., 2000; Metcheva et al., 2003; Sanchez-Chardi et Nadal,
2007; Sanchez-Chardi et al., 2007; Wijnhoven et al., 2008; Jankovska et al., 2009; McLean et al.,
2009; Fritsch et al., 2010; Zarrintab et Mirzaei, 2017a).

2.4. Akumulace olova v laboratornich podminkach
Studii zkoumajicich akumulaci olova v laboratornich podminkach je publikovano mnoho.

Jejich vyhodou je presné stanoveni mnoZzstvi olova, které je zvifatim podavano. V laboratornich
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podminkach byla akumulace olova sledovana naptiklad u houby hladké (Chondrilla nucula), ktera
se podle publikovanych vysledkti da pouzit k bioremediaci olovem znecisténych mist (Ferrante et
al.,, 2018). Dale u ustfice velké (Crassostrea gigas) (Almeida et al., 1998), krevety
Litopenaeus vannamei (Wu et al., 2017), sladkovodniho kraba Sinopotamon hanyangense (Li et al.,
2015) nebo riiznych druhii ryb (napi. Dai et al., 2010; Kim et al., 2015). Cetng testovanou skupinou
jsou hospodaiska zvirata (napt. Bires et al., 1995; Cretacci et al., 2010; Phillips et al., 2011).

Také bylo olovo podavano opicim, nejcastéji makakim. U téch ale nebyla sledovéana
toxokinetika ani akumulace olova, ale spise jeho u¢inky na rozmnozovani (Foster, 1992), chovani
(Laughlin et al., 1991; Ferguson et al., 1993; Ferguson et Bowman, 1990; Laughlin et al., 1999)
nebo sluch (Lasky et al., 2001).

Pro ucely této prace je podstatnd akumulace olova ve tkanich drobnych zemnich savci.
Nejcastéji zkoumanymi druhy jsou mys$i a potkani. Ve studii provadéné na potkanech bylo
pozorovano, ze hlavni mékké tkané, do kterych je akumulovano olovo, jsou ledviny, jatra a také
mozek. U skupiny potkanti, kterym bylo podadvano 20 mg Pb/kg denné po dobu 10 dni, bylo olovo
akumulovano v jatrech dokonce ve vyssi koncentraci nez v kostech (Hernandez-Plaza et al., 2015).
Stejna forma olova, octan olovnaty, byla potkanim podavana v jiném experimentu. Zde vyslo, Ze
koncentrace olova byla vyssi v ledvinach nez v jatrech. Koncentrace v jatrech zde byla siln¢ zavisla
na véku zvifat. Cim star$i byla zvifata, tim vy$§i koncentrace byly v jatrech naméfeny (Guimaraes
et al., 2012). U potkanich samic, kterym byl do krmiva pfidavan dusi¢nan olovnaty, bylo olovo ve
tkanich akumulovédno v nasledujicim potadi: kost > jatra > ledviny > Zaludek > krev > svalovina >
mozek > vajeCniky. Koncentrace Pb v kostech samic i jejich potomkt vzristala s vékem a
s piipadnou prenatalni expozici. U potomkt bylo ve 45 dnech olovo detekovano jen v kostech a
ledvinach, v 90 dnech jiz bylo detekovano ve vSech vySe zminénych organech (Nascimento et al.,
2016).

Vliv okolni teploty na akumulaci olova ve tkanich mysi zkoumali Martinez-Garcia et al.
(1995). V jejich experimentu byly mySim po dobu 3 nebo 6 tydnl podavany ruzné davky octanu
olovnatého. Pii teploté 22 °C po uplynuti 3 tydnt byly koncentrace olova v ledvinach, jatrech i krvi
vyssi nez pii 35 °C. Po Sesti tydnech byly koncentrace olova v jatrech a ledvinach stejné vysoké
(jatra) nebo vyssi (ledviny) u mysi chovanych pfi teploté 35 °C. V jiné studii bylo mySim do bfi$ni
dutiny podavano olovo ve form¢ dusi¢nanu olovnatého akutné (15 dni) a chronicky (15 tydnd). U
mysi vystavenych akutni expozici byly koncentrace olova v mekkych tkanich vyssi nez u chronicky
exponovanych (Taupeau et al., 2001). Opacény trend byl ve studii, kterou publikovali Marques et al.,

(2006). Mysi v jejich studii dostavaly ve vodé octan olovnaty. Koncentrace olova v jatrech méla
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dnech expozice byly koncentrace vyssi (Marques et al., 2006).

2.5. Akumulace rizikovych prvkiu v endoparazitech

Jak uvadi Sures (2004), mezi znecisténim zivotniho prostiedi a parazitismem existuji velice
blizké vztahy. Znecisténi muze v nckterych pfipadech zvySit i1 snizit napadeni hostitele
endoparazity. Vyss§i pocet parazitu pfi intoxikaci olovem jiz byl potvrzen (Tersago et al., 2004). Je
také znamo, ze intoxikace tézkymi kovy i1 napadeni parazity negativné ovliviiuji organismus
hostitele, coz je také mozné povazovat za vztah mezi témito dvéma jevy.

Je znamo, Ze tkané nékterych gastrointestinalnich paraziti akumuluji vyssi koncentrace
olova nez tkané jejich hostitelti (napf. Sures et al., 2000a; 2000b; 2002; Barus et al. 2003; Sures,
2003; 2004; Torres et al., 2004; 2006; Jankovska et al., 2008, 2009; Nhi et al., 2013; Al-Quraishy et
al., 2014; Jankovska et al., 2016).

Akumulace rizikovych prvka byla nejdiive sledovéna pfedev§im ve vodnim prostfedi na
endoparazitech ryb (napi. Sures et al., 1997, 1999; Dural et Bickici, 2010; Khaleghzadeh-Ahangar
et al., 2011; Morsy et al., 2012; Jankovska et al., 2012a). V porovnani s Vodnim prostfedim bylo
studii zaméfenych na parazity savct a na suchozemské prostredi viibec publikovano jen velmi mélo
(Sures et al., 1998; 2000a; 2000b; Sures, 2004; Torres et Johnson, 2001; Torres et al., 2004, 2006,
2011; Jankovska et al., 2008; 2009; 2012b).

Diky jejich akumula¢nim schopnostem se z paraziti stdvaji idealni organismy, které je
mozné pouzit k bioindikaci pro sledovani kontaminace olovem v zivotnim prostiedi. Bioindika¢ni
moznosti gastrointestinalnich parazitl jiz byly popsany ve vodnim i terestrickém prostfedi (Sures et
al., 1999; Barus et al., 2001; Sures, 2001; Tenora et al., 2002; Turcekova et al., 2002). Vyrazné
vyssi akumulace rizikovych prvkl do tkani stievnich parazith nez do tkani hostitele byla popsana i
u riznych endoparazitt potkana (Sures et al., 2000b).

V praci, kterou publikovali Sures et al. v roce 1998 byl poprvé publikovan néazor, ze ptijem
olova parazity mize byt zprostfedkovan ZIuc¢i hostitele. V jejich studii totiz bylo do tkan¢ motolice
jaterni (Fasciola hepatica), ktera zije ptimo ve Zlu¢ovodech skotu, akumulovano velké mnozstvi
olova. Olovo vylucované z jater je pro tyto parazity jedinym zdrojem tohoto prvku, protoZze na
rozdil od GIT paraziti neptichdzeji do styku s obsahem stfev (Sures et al., 1998). Tento nazor byl

potvrzen studii in vitro na vrtejSich Pomphorhynchus laevis (Sures et Siddall, 1999).
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2.6. Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta)

Tasemnice krysi je gastrointestinalni parazit, patfici do kmene Platyhelminthes (plosténci),
tiidy Cestoda (tasemnice), fadu Cyclophyllidea (kruhovky), ¢eledi Hymenolepididae (BioLib,
2017). Tato tasemnice byla poprvé nalezena v tenkém stievé potkana obecného (Rattus norvegicus).
V dne$ni dobé se vyskytuje kosmopolitné (Volf et Hordk, 2007). V poslednich letech byla
prevalence zjistovana v Buenos Aires. U potkana obecného a krysy obecné (Rattus rattus) zde

dosahovala 21,3 %, ale ve zkoumanych lokalitach nebyla homogenni (Hancke et Suarez, 2016).

2.6.1. Morfologie tasemnice krysi

Télo dospélé tasemnice je 20 — 60 cm dlouhé. Skladd se ze skolexu (hlavicky) a
segmentované strobily (t€la). Skolex je hlavnim centrem nervové soustavy (Schmidt et Roberts,
2009) a u H. diminuta je vybaven <¢tyfmi kruhovitymi ptisavkami a rudimentalnim
(vysunovatelnym) rostellem hruSkovitého tvaru. Rostellum této tasemnice neni opatfeno hacky
(Arai, 1980). Strobila H. diminuta je tvofena 600 — 1000 ¢lanky. Kazdy ¢lanek osahuje sadu
reprodukénich organii obou pohlavi — genitalium. Césti ¢lankd okolo genitalia se nazyvaji
proglotidy (Schmidt et Roberts, 2009).

Bezprostifedné po skolexu nasleduje kréek, ktery je mistem aktivni proliferace (rGstu) clankt
(Arai, 1980). Proces rustu novych ¢lankt se nazyva strobilace. Predni ¢lanky jsou béhem ni
pravidelné nahrazovany novymi a tim jsou posouvany smérem ke konci strobily. V pribéhu tohoto
procesu dochazi k plnému vyvinu jednotlivych ¢lanké (Schmidt et Roberts, 2009). Clanky pobliz
kréku nemaji pln& vyvinutou pohlavni soustavu a jsou tedy nezralé (Arai, 1980). Clanky bliZici se
konci strobily maji vyvinut&jsi pohlavni soustavu a jsou schopné se rozmnozovat (Schmidt et
Roberts, 2009).

Jednotlivé ¢lanky této tasemnice vétSinou obsahuji samci i samici pohlavni organy. Az na
vzacné vyjimky jsou tedy H. diminuta hermafroditni. V kazdém jejich ¢lanku se nachazi tii kulovita
varlata, semenny vacek a cirrus. Ve varlatech se vyviji spermatozoa. Cirrus je vysunovatelny organ,
ktery se béhem kopulace zasunuje do genitalniho atria. Samic¢i pohlavni systém zahrnuje genitalni
atrium, vajeénik, vejcovod, délohu a Mehlisovu zlazu. Slouzi k produkci oocytd, k uskladnéni
spermatozoa pied oplozenim, podporuje tvorbu larvalniho obalu a skladuje vyvinuté larvy. Oocyty
se vyviji ve vajeCnicich a zralé vstupuji do vejcovodu, kde dochazi k jejich oplozeni. Poté dochazi
k pfesunu do délohy, kde se oplozené oocyty vyvijeji v larvalni stadia (onkosféry), které se
nachazeji uvnitt vajicka (Arai, 1980). K oplozeni mlize dojit mezi dvéma nasledujicimi ¢lanky na
jedné strobila, nebo mezi dvéma jedinci uvnitt stieva hostitele (Nollen, 1975). Poté co clanek
obsahuje pln¢€ vyvinuta vajicka, mluvime o tom, Ze je zraly. U nékterych druht dochazi k odtrhnuti
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celych zralych koncovych ¢lanki a k jejich odchodu z téla spoleéné s vykaly. U tasemnic rodu
Hymenolepis dochazi nejcastéji k apolyze, tj. Kk rozpadu ¢lanku a ve vykalech jsou poté uvolnéna
vajicka (Schmidt et Roberts, 2009).

Svalova soustava tasemnic byla popsana pravé na H. diminuta. Vime tedy, ze svalova
soustava této tasemnice se sklada ze dvou typu vlaken. Ze smrstitelnych myofibril a nesmrstitelnych
myocytonll. Smrstitelna vlakna obsahuji aktinova a myosinova vlakna, ale nevytvaii pfi¢né
pruhovanou svalovinu. Jsou uspotfadany v odd€lenych svazcich. V myocytonech se nachazi jadro,
endoplasmatické retikulum, volné ribozomy, Golgiho aparat, nékolik mitochondrii a mnoho
glykogenu. Také se v nich ukladaji tuky (Lumsden et Byram, 1967). Uvniti vzdaleng&jsi
tegumentalni cytoplazmy jsou svazky podélnych a kruhovych vldken. Pod témito povrchovymi
svaly lezi silngj$i svalstvo. Kolem centrdlni parenchymalni oblasti jsou uspofadany podélné svazky.

v

Nejkomplexnéjsi je osvaleni skolexu, diky ¢emuz je tento organ mimoiadné pohyblivy (Schmidt et

Roberts, 2009).

2.6.2. Fyziologie tasemnice krysi

Protoze tasemnice nemaji travici soustavu, veskeré ziviny ze stfeva hostitele musi prochazet
povrchem téla. Ten je tvofen tegmentem (Dalton et al., 2004), ktery plni funkci travici soustavy
(Smyth et McManus, 1989). Tegument se nesklada jen ze systémt umoziujicich transport molekul
a iontd, ale zastava i dalsi funkce. Naptiklad umoziuje osmoregulaci (Schmidt et Roberts, 2009), je
hlavnim mistem katalytické aktivity a obsahuje enzymy. Dale plni funkci ochrannou viici travicim
enzymum a vaci imunitni reakci hostitele (Arai, 1980).

Na povrchu tegmentu maji tasemnice mikrotrichy, které zvétSuji jeho plochu, ¢imz umoziiuji
vstfebavani vétsiho mnozstvi zivin (Arai, 1980). Mikrotrichy jsou v ur¢itém ohledu podobné
mikroklkiim, které jsou ve stfevech obratlovcii. Pokryvaji strobilu tasemnic kompletné, vcetné
rostella a u druhti, které maji na rostellu hacky, pokryvaji i hacky (Schmidt et Roberts, 2009).
Mikrotrichy jsou na venkovni membrané Kryty glykokalyxem. Glykokalyx je vrstva makromolekul,
kterd pomdhd chrénit tasemnici proti vlivu travicich enzyma hostitele (Arai, 1980). Interakci
glykokalyxu a urcitych molekul dochazi ke zvyseni aktivity amylazy v H. diminuta a potlaceni
trypsinu, chymotrypsinu a pankreatické lipazy hostitele. Dale dochazi k poklesu absorpce kationtti a
zlucovych soli do téla parazita (Dewey, 2001; Schmidt et Roberts, 2009).

Piijem Zivin ze stfeva hostitele je bud’ aktivnim transportem, difuzi nebo zprostfedkovanou
difuzi, ktera je majoritni. Pfedni ¢ast téla tasemnice, obsahujici skolex, kréek a nezralé proglotidy,
je metabolicky vice aktivni (Pappas et al, 1999). Jediné¢ tasemnicemi prokazatelné

metabolizovatelné sacharidy jsou glukoza a galaktoza, které jsou oba aktivné piijimany a

26



akumulovany v jejich strobilach oproti koncentra¢nimu spadu (Schmidt et Roberts, 2009).
Nejvyznamnéj$im zdrojem energie je u tasemnic glukoza. Galaktoza je pravdépodobné zaéleniovana
do membran nebo jinych stavebnich slozek, napiiklad do glykokalyxu (Oaks et Lumsden, 1971). U
H. diminuta byla prokazana zavislost pfijmu gluk6ézy na sodikové pumpé a byly nalezeny
minimaln¢ dvé transportni mista pro glukézu. Relativni velikost téchto mist je odliSna v prubéhu
vyvoje (Arai, 1980). Mechanismus piijmu tukd nebyl zkouman, ale pravdépodobné probiha formou
difuze. Tasemnice pravdépodobné neziskavaji energii z bilkovin a tuk (Schmidt et Roberts, 2009).
Tasemnice krysi je schopna rozlozit ctyfi aminokyseliny (Wack et al., 1983).

Dospélé tasemnice jsou fakultativné anaerobni (Arai, 1980). Pokud maji pfistup ke kysliku,
mohou jej pfijimat, ale pravdépodobné Vv jejich metabolismu nema zadnou funkci, jako je tomu pfi
klasickém bunééném dychani (Schmidt et Roberts, 2009). Metabolismus H. diminuta je ovlivnén
zménami vnitinich potfeb béhem dozravani, ale také vlivy stfevniho prostfedi jejiho hostitele.
Kone¢nym produktem metabolismu cukri a enzymové aktivity je U 6 dni starych tasemnic laktat
z cytosolické glykolyzy. S pfibyvajicim v€kem tasemnic klesa produkce laktatu a vzristad produkce
sukcinatu a acetatu. V pfedni CcCasti strobily tasemnice probihd glykolyza a v zadni Ccasti
mitochondrialni dismutace, takze v pfedni ¢asti je vice produkovan laktat a v zadni acetat a sukcinat
(Bennet et al., 1993)

Bylo prokazano, Ze metabolity produkované touto tasemnici narusuji ¢innost traviciho
traktu, zvySuji sekreci slin, inhibuji sekreci Zalude¢nich tekutin a zvySuji duodendlni aktivitu
trypsinu (Kosik — Bogacka et al., 2010). U potkand nakazenych H. diminuta byly pozorovany
patologické morfologické zmény na sliznici tenkého stfeva. PredevS§im v duodenu a v jejunu
dochazi ke zménam ve vySce klkt a hloubce krypt (Kosik — Bogacka et Kolasa, 2012). U
infikovanych potkanti také dochéazelo k tibytku poctu stievnich klkli a tim k naruSeni vstfebavani
zivin. Pfitomnost tasemnice inhibovala transport iontd sodiku a chloridii v epitelu tlustého stieva
potkanti a snizovala mechanickou citlivost stfevniho epitelu (Kosik — Bogacka et al., 2010). Dale
muze dochazet k redukci transepitelidlniho elektrického potencialu v ileu potkand nebo k poklesu
ukladani okludinu v ileu a kolonu, coZ naznacuje pokles pevnosti t€snych spojii. U nakaZenych
potkantl je tedy zména v aktivnim transportu a v pasivnim pohybu iontti (Kosik — Bogacka et al.,
2010).

2.6.3. Vyvojovy cyklus tasemnice krysi
Vyvojovy cyklus H. diminuta je nepiimy. Béhem svého obligatné dvouhostitelského vyvoje
vyuziva ¢lenovce jako mezihostitele a jako definitivniho hostitele hlodavce (mysi, potkany, krysy)

nebo i ¢loveka (Andreassen et al., 1999; Volf et Hordk, 2007). Mezihostitelem se nejcastéji stavaji
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brouci, naptiklad rody Tenebrio (Tenebrio molitor — potemnik mouc¢ny), Tribolium (Tribolium
castaneum — potemnik hnédy, Tribolium confusum — potemnik skladistni), Akis nebo Dermestes,
blechy rodu Nosopsyllus, Xenopsylla a Ctenocephalides, ptipadné motyli nebo mnohonozky (Volf
et Hordk, 2007). Mezihostitelé¢ se nakazi perordlnim piijmem vajicek. Je prokdzano, Ze vykaly
s vajicky této tasemnice jsou pro mezihostitele atraktivnéj$i nez vykaly neinfikovanych jedinci.
Tento jev byl pozorovan u T. confusum (Evans et al., 1998) a u T. molitor (Pappas et al., 1995).
Tato preference byla prokdzana pouze u broukd, kteti jeSté nebyli touto tasemnici infikovani. Dle
studie, kterou provadél Shea (2007), nevykazuji infikovani brouci tuto preferenci. Je mozné, ze se
v tomto pfipad¢ jednd o adaptaci tasemnice, pfi které dochdzi k zamezeni kompetice o zdroje
hostitele. Také je mozné, Ze jde o adaptaci hostitele, kterd vede k odvraceni moznosti letalni
infekce.

Clanky na konci t&la tasemnice jsou naplnéné vajicky (Obrazek 1). Vajicka maji téméi
kulovity tvar (60 - 79 x 72 - 86 um), jsou uvolilovana apolyzou — rozpadem clankl a jsou odolna
vuci vlivim vnéjSiho prostiedi (Arai, 1980; Volf et Hordk, 2007). Jejich obal je tvoten z 31,7 %
bilkovinami v komplexni smési a z 2,9 % karbohydraty. Obsahuje zbytky z 16-ti pfirozené se
vyskytujicich aminokyselin, pfi¢emz nejvétsi podil (vice nez 22) ¢ita histidin (Pappas et Durka,

1994).

Obrazek 1: vajicko tasemnice (Hymenolepis diminuta) s onkosférou (foto: autorka prace)

Ve vajicku se vytvaii prvni larva — onkosféra. Ta je u této tasemnice vybavena 3 pary hacku.
Kvili obsahu téchto Sesti hacku se onkosféra této tasemnice nazyva hexakant. Jeden par je umistén
medidlné a dva lateralné. Mezi hacky jsou penetracni zlazy. Onkosféra je kryta 3 ochrannymi obaly
— vnitinim, vné&j§im a vnéj$im pouzdrem s plastém. V téle vhodného mezihostitele dojde k uvolnéni
onkosféry z vajicka (Ogren, 1961; Arai, 1980). K tomuto procesu je nutné, aby mandibuly hostitele
porusily vné&jsi obal vajicka. Zbylé vrstvy obalu jsou natraveny v lumen stieva mezihostitele

(Lethbridge, 1971). Uvolnéna onkosféra S pomoci hacki a penetracnich zlaz pronikne stievem do
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hemocelu, kde dochézi k jejimu ristu a k diferenciaci skolexu. Vyviji se metacestod, druha,
infek¢ni larva. Protoze se v pfipadé této tasemnice objevuje u infekeni larvy centralni dutina neboli
cysta, nazyvame tuto larvu cysticerkoid (Obrazek 2). Od centralni dutiny dochazi jednim smérem
k prodluzovani larvy a formuje se ocasku podobna ¢ast, kterou oznacujeme cerkomer (Arai, 1980).
Jiz devaty den je v pfedni casti cysticerkoidu rozeznatelny skolex s prisavkami. Délka vyvoje
v mezihostiteli zavisi na okolni teploté. Pfi 26° C dojde k vyvinu cysticerkoidu za deset dni
(Andreassen et al., 1999). Zraly cysticerkoid zustane ve stavu pozastaveného vyvoje do doby, kdy
se dostane do t¢la definitivniho hostitele (Arai, 1980).

Obrazek 2: infekéni larva, cysticerkoid tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) (foto: autorka prace)

Tasemnice jsou u infikovanych mezihostiteld schopné ovlivnit jejich chovani tak, aby se
mezihostitelé stali snadngjsi kofisti pro definitivniho hostitele. Brouci T. molitor byli podrobeni
testu, ve kterém meéli najit spravnou cestu v bludiSti o tvaru pismene "T". Infikovani brouci se
pohybovali vyrazn€¢ pomaleji a trvalo jim déle naucit se spravnou cestu, nez neinfikovanym
jedinctiim (Sheiman et al., 2006).

K nékaze H. diminuta dojde pozienim infikovaného mezihostitele. Nejcastéji dochazi
k nakazam v mistech, ve kterych je skladovano obili, protoze zde mezihostitel i definitivni hostitel
ziji vedle sebe (Volf et Horak, 2007). V zaludku definitivniho hostitele jsou tkané mezihostitele
straveny a pod vlivem zlucovych soli dojde k aktivaci larvy, ktera spojovacim kanélkem opousti
centralni dutinu cysticerkoidu. Travici enzymy hostitele poté natravi ochranné obaly a dojde
K uvolnéni larvy. Tento proces, pii kterém dochazi k uvolnéni tasemnice z obali vnéj§i membrany
cysticerkoidu, se nazyva excystace. Primérna délka tasemnic po excystaci je 175um. Velmi brzy
dojde k vylihnuti skolexu se ¢tyfmi piisavkami, s jejichz pomoci se parazit pfichyti ke sténé
tenkého stfeva. Prvni tyden po infikaci rostou tasemnice exponencialné a poté vstupuji do faze

zpomaleného rustu. Kolem druhého tydne po infekci dosahuji maximalni délky téla — az 70 cm.
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Béhem dvaceti dnt se parazit vyvine v dospélého jedince. Uvoliovani vajicek lze obvykle
pozorovat jiz sedmnacty den (Arai, 1980). Pfi in vitro pokusu trval vyvoj od cysticerkoidu po
dospélé a pohlavné zralé tasemnice 24 dni (Schiller, 1965). V praci, kterou publikoval Berntzen
(1961) dospéli tasemnice jiz v 15 dnech. V jeho pokusu byly ale kultivovany tasemnice, které byly
vyjmuty z téla potkana po Sesti dnech (Berntzen, 1961).

Prameérné 95,1 % cysticerkoidu, které byly podany potkaniim, se vyvine v dospélé tasemnice
(Stradowski, 1994). Tato uspésnost vSak zavisi na poctu cysticerkoidt, kterymi je potkan nakazen.
Pti infikaci potkana 1 — 20 cysticerkoidy, je pramérna vytéznost 65 — 100 %. Pokud vsak byl
infikovan 20 — 40 cysticerkoidy, primérna vytéznost se snizuje a pohybuje se v rozmezi 2 — 13 %
(Hesselberg et Andreassen, 1975).

Stejné jako u ostatnich druhti tasemnic, projevuje se i u vétsich populaci H. diminuta tzv.
»crowding efekt®. Tento jev zahrnuje regulaci velikosti a plodnosti populace tasemnic v jednom
hostitelském organismu (Andreassen et al., 1999). Jedna se o komplexni efekt, reagujici na
mnozstvi potravy a fyzicky prostor. Velikost tasemnic v definitivnim hostiteli je tedy nepiimo
umérna jejich poétu. Dle studie, kterou provadél Roberts (1961), vylucuje H. diminuta latky, které
ovliviiuji rast ostatnich jedinci.

Dospélec H. diminuta je za den schopen vyprodukovat okolo 250 000 vaji¢ek (Arai, 1980;
Andreassen et al., 1999). Mnozstvi vajicek vyprodukovanych jednou tasemnici a mnozstvi
vyprodukované vSemi tasemnicemi parazitujicimi v jenom potkanovi se sniZzuje s rostouci hustotou

populace tasemnic (Hesselberg et Andreassen, 1975).

2.6.4. Tasemnice krysi u lidi

Nékaza clov€ka neni, vzhledem k vyvojovému cyklu, pfili§ castd. Nejcastéji se
hymenolepidza zplisobena timto druhem projevuje u déti v rozvojovych zemich (Patamia et al.,
2010). Obcas se vyskytne individualni pfipad v ostatnich zemich, ¢asto také u déti (Tena et al.,
1998). Onemocnéni je vétSinou asymptomatické (Acha et Szyfres, 1984), v nékterych ptipadech se
muze objevit bolestivost bficha, svédéni v analni oblasti, nespavost, pomocovani (Tena et al., 1998)
nebo eosinofilie (Acha et Szyfres, 1984). K 1é¢bé se pouziva praziquantel nebo niklosamid (Auer et
Aspock, 2014).

2.6.5. In vitro kultivace tasemnice krysi

Jak jiz bylo feCeno, je znamo, Ze tasemnice piijima ziviny tegumentem tak, ze absorbuje
jejich komplexy se Zlu€ovymi kyselinami (Smyth et McManus, 1989). Existuje tedy moZznost, ze
olovo je pfijimano podobnym zptisobem. Sures et Sidall (1999) prokazali, ze ptitomnost zluci
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zvySuje ptijem olova u vrtejsSii. V piipade plosténcti tuto teorii ¢asteCné potvrzuji vysledky ziskané
u motolic (Sures et al., 1998) a tasemnic Hymenolepis microstoma, Zijicich piimo ve Zlu¢ovodech
hostitelti (Torres et al., 2011). Je pravdépodobné, Ze u tasemnic H. diminuta tento proces funguje
obdobng, ale je nutné toto ovéfit ve studii in vitro, jako to bylo provedeno u vrtejsu.

mohou byt spojeny s velkou velikosti, které fada druhi dosahuje. Dal§i komplikace souvisi
s chybé¢jici travici soustavou. Metabolicky odpad tasemnic je do okolniho prostfedi vyluCovan
celym tegumentem a jeho odstranéni z blizkosti tasemnice obstarava hostitelova travici soustava,
protoze metabolity tasemnice odchéazi spole¢né s natravenou potravou hostitele. Tasemnice maji
také specifické pozadavky na vyzivu, které mohou kultivaci komplikovat. V neposledni fad¢ mayji
tasemnice po vyjmuti ze stfeva hostitele na povrchu téla mukdzni povlak, ktery obsahuje
mikroorganismy (napft. kvasinky, bakterie a houby). Ty je nutné z jejich téla odstranit, aby mohly
byt tasemnice umistény do sterilniho prostiedi. K odstranéni mikroflory miize dopomoci opakované
omyti tasemnic v roztoku s antibiotiky (Smyth et McManus, 1989).

Poprvé byla H. diminuta tspésné kultivovana Berntzenem (1961). Ten vyjmul cysticerkoidy
z t¢l brouki, tfikrat je omyl v Tyrodové roztoku a umistil do inkubatoru. Zde pfi teploté 37 °C
probéhla jejich excystace (pomoci zvySovani pH). Larvy byly poté sterilizovany proplachovanim
Tyrodovym roztokem v pritokovém pfiistroji. Poté byly umistény v dimyslném pfistroji, ktery
umozioval kontinualni kontrolovatelny prutok média. Pouzit¢é médium s metabolity tasemnic
odtékalo stranou a mohlo byt kdykoli odstranéno a analyzovéano, aniz by doslo Kk pferuseni
kultivace. Teplotu bylo mozno regulovat o + 0,5 °C okolo 37 °C. Zaklad média tvotila smés lidské
krevni plazmy a Tyrodova roztoku (1:1). K zakladu byl pfidan cystein hydrochlorid, tyroxin,
thiamin chlorid, vitamin Bs, methyltestosteron, riboflavin, bacto-kvasinkovy extrakt a extrakt
vyrobeny z kufecich embryi. V tomto médiu byly tasemnice kultivovany po dobu patnécti dnt.
V metodice nebylo zminéno ptesné sloZeni plynii pfi kultivaci, ale pravdépodobné probihala za
pritomnosti CO2. Kultivace probihala od faze cysticerkoidii po dosp€lé tasemnice s vyvijejicimi se
onkosférami. Presné slozeni kultivatniho média je diskutabilni, protoze zaddnému z autorii se
pozd€ji nepovedlo médium podle publikované metodiky ptipravit (Smyth, 1962; Sinha
a Hopkins, 1967).

Od stadia cysticerkoidii po zralé dospélé jedince se kultivace podafila Schillerovi, ktery
metodiku vyrazné zjednodusil. Tasemnice kultivoval v dvouslozkovém médiu slozenym z baze na
inaktivovaném sterilnim krali¢im krevnim agaru, ktery byl zality 10 ml Hankova vyvéazeného
solného roztoku. Do tekuté slozky média byla ptidana antibiotika (100 jednotek penicilinu a 100 pg

streptomycinu na 1 ml) a pH média bylo 7,5. Tasemnice byly kultivovany v Erlenmeyerovych
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baiikach, které byly umistény do Dubnoffova metabolického protfepavaciho inkubatoru, kde
probihala kultivace ve 37 °C a plynné smési 97 % N2z a 3 % CO.. Proudéni bylo nastaveno na 100
ml/min. Po prvnich Sesti dnech byl vyménén supernatant. Znovu probéhla vyména osmého dne, kdy
byla také ptidana suSena gluk6za. Od desatého dne byly tasemnice drzeny individudlné a médium
bylo ménéno denné. Dvacatého dne bylo mnozstvi média zvySeno na 20 ml. V prabéhu kultivace
tasemnice plavaly v supernatantu a nebylo pozorovano, ze by se zanofovaly do krevniho agaru
(Schiller, 1965).

Z této metodiky kultivace vychazeli v roce 1969 Roberts et Mong, ktefi in vitro sledovali,
zda se lisi vyvoj tasemnice krysi za pfitomnosti/nepfitomnosti kysliku. V jejich pokusu byly
cysticerkoidy podany potkanim a po Sesti dnech byly z jejich tél vyjmuty. Takto ziskané tasemnice
totiz dosahuji vétsi délky téla a diive dospivaji v porovnani s témi, které jsou kultivovany in vitro
od cysticerkoidu (Schiller, 1965). Tasemnice byly 4x omyty sterilnim Hankovym roztokem a poté
hodinu inkubovany pfi 37 °C v Hankové roztoku s 5000 jednotkami penicilinu, 500 mg
streptomycinu a 5000 jednotkami mycostatinu na 10 ml. Kultivace tasemnic poté probihala
individudlné po dobu péti dnli v 25 mililitrovych Erlenmeyerovych batikach s 5 ml krevniho agaru a
5 ml Hankova roztoku. DalSich 7 dnt byly umistény v 50 mililitrovych bankach s 10 ml obou
slozek média. Kultivace probihala v Dubnoffové vodni lazni s tfepanim pii teploté 37 °C a médium
bylo ménéno jednou za 24 hodin (Roberts et Mong, 1969).

Jejich metodika byla pozdgji vyuzivana pro dalsi vyzkumné prace. Stejni autofi
ji uspé€sné pouzili pro vyzkum potieby vitaminu Be pro metabolismus H. diminuta (Roberts et
Mong, 1973). Tuto metodiku pouzili také Tofts et Meerovitch (1974). Fioravanti et Maclnnis
(1976) vyuzili stejnou metodiku pro experimenty s farnesolmethyletherem, coz je latka, kterd podle
Thornsona et al. (1968) podporuje rust H. diminuta. Tofts et Meerovitch (1974)
a Fioravanti et Maclnnis (1976) naopak prokazali, ze ve vysSich koncentracich zamezuje vyvoji této
tasemnice.

Turton (1972) pozdé€ji uspesné nahradil dvouslozkové kultivaéni médium agarem z krevniho
séra s médiem obsahujici kvasnicovy extrakt, extrakt z jater a koniské sérum. Jeho médium bylo, na
rozdil od ptedchozich, prithledné, takZe umoziiovalo zkoumani tasemnic pfimo v kultivacni nadobé.
Roberts (1973) zjistil, ze krali¢i krev 1ze nahradit defibrilovanou ovéi krvi.

V novéjsich studiich bylo pouzito 1 komeréné vyrabéné medium. Napiiklad Vokial et al.
(2012) pouzili tekuté sterilni RPMI-1640 medium. V jejich studii byly tasemnice vyjmuty ze stfeva
potkani po 2 mésicich. Byly tfikrdt omyty v solném roztoku se 60 g/ml penicilinu

a 100 g/ml streptomycinu. Stejné mnoZzstvi antibiotik bylo ptfiddno i do kultivaéniho media. Protoze
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tito autofi sledovali vliv antiparazitik na tasemnice, nebylo v jejich z4jmu udrZet tasemnice Zivé
déle nez 24 hodin. Nevime tedy, jak dlouho by tasemnice v takto pfipraveném médiu prezily.

Lopes et al. (2015) sledovali vliv pfitomnosti H. diminuta na potkani, lidské a mysi
epitelidlni buiikky. V jejich experimentu byly tasemnice po vyjmuti ze stieva hostitele
2 hodiny oSetfovany antibiotiky. Pro kultivaci bylo pouzito DMEM médium. Do média ptidali
HEPES, L-glutamin, penicilin, streptomycin a fetalni bovinni sérum (FBS). V jejich experimentu
1épe prospivaly tasemnice umisténé v médiu s piidavkem 1 % FBS a s potkanimi bunéénymi
kulturami v porovnani s témi, které byly umistény jen v médiu s piidavkem 10 % FBS. Jako

nejlepsi médium se ukazalo to, které obsahovalo potkani buniky a 10 % FBS.

2.6.6. Akumulace olova u tasemnice krysi

Schopnost tasemnice krysi akumulovat olovo byla v laboratornich podminkach testovana uz
pied Sestnacti lety. Potkaniim parazitovanym touto tasemnici bylo po dobu 5 tydnd podavano olovo
ve form¢ octanu olovnatého. Koncentrace olova v jatrech, varlatech a stfevech potkant byly pod
mezi detekce. Jediny potkani organ, kde bylo Pb detekovano byly ledviny, které ale akumulovaly
ptiblizn¢ 17krat méné olova nez tkédné tasemnic. V této studii byl poprvé publikovan nazor, Ze
tasemnice krysi by mohla byt pouzivana jako bioindikator znecisténi zivotniho prostiedi olovem
(Sures et al., 2002).

Nasledovaly terénni studie, pii kterych byl tento ndzor potvrzen. Tasemnice krysi byla
pouzita jako bioindikator olova na dvou lokalitach v egyptské Kéhife. Ve tkanich tasemnice bylo na
vice znecisteéné lokalité naméfeno 36krat vice olova nez ve tkéni stieva, 29krat vice nez v jatrech a
6krat vice nez v ledvinach hostitele. Byl zde opét prezentovan nazor, ze H. diminuta je
bioakumulator olova a je moZné ji vyuzit jako bioindikator tohoto prvku v méstskych
ekosystémech, kde se vyskytuji potkani (Sures et al., 2003).

Znovu byla tato mySlenka potvrzena o 11 let pozdéji ve studii sledujici koncentrace olova ve
tkanich piskomila rudoocasého (Meriones libycus) v primyslové lokalité¢ hlavniho mésta Satdské
Arébie, Rijadu. Tkan¢ piskomilt obsahovaly 15,6krat (jatra), 16krat (ledviny) a 21,9krat (stfevo)
mén¢ olova nez tkan€ jejich tasemnic. | v této studii byla vyslovena myslenka, ze tasemnice H.
diminuta mize byt vyuzivana jako bioindikator tézkych kovl v primysloveé znecisténych oblastech
(Al-Quraishy et al., 2014).

Zhou et al.,, (2008) popisuji v sepsaném review podminky, které by mél splhovat
bioindikator znecisténi zivotniho prostredi tézkymi kovy. Tasemnice H. diminuta spliuje vétsinu
téchto podminek (napf. pocetna a rozsifena populace hostitele, snadno ziskatelny hostitel, vysoka

prevalence parazita). VySe popsané studie, jeji potencialni vyuziti pro bioindikaci potvrzuji.
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Hostitelsko/paraziticky systém H. diminuta/potkan byl pozdé&ji znovu zkouman
Vv laboratornich podminkéch. Potkaniim byl podavan po dobu Sesti tydnti octan olovnaty, aby mohla
byt sledovana toxokinetika olova v tomto hostitelsko/parazitickém systému. Nejvyssi koncentrace
byly opét naméieny ve tkani tasemnice (v porovnani s ledvinami, jatry, kosti, varlaty, svaly a st€énou
tenkého stfeva). Tato studie potvrdila moznou vyuzitelnost tasemnice krysi jako bioindikatoru olova
a také prinesla zajimavé vysledKy Vv oblasti toxokinetiky Pb. Pfitomnost tasemnice zde sice snizila
koncentrace olova v nékterych tkanich, ale nebylo potvrzeno, Zze by pfimo ochrafiovala tkané
potkana pred zvySenym piijmem olova (Cadkova et al., 2014).

Podle Surese (2004) akumuluje H. diminuta pouze olovo ve vyssich koncentracich. Bylo ale
prokazano, ze u ni dochazi také k akumulaci zinku (Jankovska et al., 2016), kadmia (Teimoori et

al., 2014; Jankovska et al., 2016) a chromu (Teimoori et al., 2014).

2.6.7. Lokalizace rizikovych prvki ve tkani tasemnice krysi

Dosud nebylo objasnéno, zda je absorpce Pb aktivni ¢i pasivni proces, ani kam se Pb ve
tkani tasemnice uklada. Studie na toto téma byla provadéna u tasemnic parazitujicich v rybach —
Monobothrium wageneri a Bothriocephalus scorpii. Ob¢ tyto tasemnice ukladaji olovo a kadmium
predevsim do gravidnich proglotidi (Sures et al., 1997). Také u tasemnice vodnich ptaki —
femenatky ptac¢i (Ligula intestinalis), Confluaria capillaris, Microsomacanthus compressa,
Diploposthe laevis, Microsomacanthus parvula a Parvitaenia ardeolae byly naméfeny vyssi
koncentrace tézkych kovii ve zralych proglotidech (Tenora et al., 2002). Koncentrace selenu ve
tkani tasemnice ryb Bothriocephalus acheilognathi na znecisténych lokalitich byly vyssi v
gravidnich clancich v porovndni s pfednimi, nezralymi. V této studii byly sledovany také
koncentrace selenu na neznecisténych lokalitach. Na téch byly koncentrace ve zralych a nezralych

proglotidech témét shodné (Riggs et al., 1987).
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3.  Cile prace
Na zékladé vysSe uvedené literarni reSerSe obsahujici souhrn dosavadnich poznatkl

v ramci studované problematiky byly stanoveny nésledujici cile prace:

1. Stanovit mnozstvi Pb vazaného v tkanich Hymenolepis diminuta exponovanym odliSnym
formam Pb (dusi¢nan olovnaty a Pb vazané v biomase babelky fezanovité (Pistia stratiotes)

s cilem vyhodnotit a porovnat akumulaéni potencial tasemnice pro sledované formy Pb.

2. Stanovit mnozstvi Pb vazaného v tkani H. diminuta kultivovanych v podminkach in vitro
v médiu obohaceném Pb za pridavku/absence simulovanych §tav traviciho traktu s cilem
zaznamenat ptipadné zmény v efektivité akumulace Pb tasemnici.

3. S vyuzitim metody ICP-MS kombinované s laserovou ablaci zmapovat rozloZzeni Pb

v histologickych fezech tkani H. diminuta a tim identifikovat mista zvySené akumulace

tohoto prvku ve vnitinich strukturach proglotida.
4.  Hypotézy
K potvrzeni stanovenych cill prace byly zvoleny nasledujici védecké hypotézy:

Hi: Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) vykazuje odlisny akumulaéni potencial pro rizné

formy Pb.

H2: Absorpce Pb do tkané tasemnice je zprostiedkovédna $tdvami gastrointestinalniho traktu,

predev§im Zlucovymi kyselinami.

Hs: Tasemnice ptijima Pb aktivné a uklada ho v internich ¢astech proglotidu.
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5.  Material a metody

5.1 Chov a infikace mezihostiteli

K infikaci potkand tasemnici krysi byl pouzit potemnik mou¢ny (Tenebrio molitor),
pochazejici z experimentdlniho chovu katedry zoologie a rybarstvi. Jeho larvalni stddia, lidové
oznacovana jako moucni Cervi, se ¢asto pouzivaji ke krmeni terarijnich zvifat a jsou proto snadno
dostupna. Po vylihnuti z vajicek rostou jeho larvy dva az tfi mésice, v zavislosti na vlhkosti a
teploté prostfedi. Po zakukleni se béhem dvou tydnii lihne dospély jedinec, ktery se doziva piiblizné
3 mésict. Voge a Graiwer (1964) ve své studii infikovali larvu tohoto brouka. Infikace larvalniho
stadia ale mize byt problematicka, proto byli v na§em experimentu infikovani dospéli jedinci.

Chov potemnikli probihal pii pokojové teploté v plastovych boxech na substratu slozeném
z pivnich kvasnic a mletych pSeni¢nych a ovesnych vlo€ek. Jako krmeni bylo pfiddvano suSené
pecivo, piskoty a Cerstvé ovoce a zelenina. Pro pravidelny pfisun vody byla do boxl aplikovana
buni¢innd vata, kterd byla pravideln¢ vlhcena.

Pted planovanou infikaci byli dospéli brouci oddéleni a v Petriho misce drzeni bez pfistupu
Kk potravé a vodé. Po uplynuti 24 — 48 hodin byla broukiim podana vajicka tasemnice H. diminuta.
Vajicka byla separovana pomoci centrifugy z vykald infikovanych potkand, chovanych v
Demonstracni a pokusné staji Fakulty agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdroji (FAPPZ). Po
dobu 24 hodin byli brouci ponechani v Petriho misce pouze s vajicky stoCenymi V cukernatém
roztoku. Po uplynuti této doby byly do misek pfidany také vykaly infikovanych potkanti. Dalsich 48
hodin byli brouci ponechani pouze s timto zdrojem potravy. Poté bylo pfiddno suché pecivo, jako
dalsi zdroj potravy. Druhy pouzity zptsob infikace bylo pomoci podani broukiim piimo gravidnich
¢lankt tasemnice H. diminuta po uplynuti 24 — 48 hodin hladovéni (viz obrazek cislo 3). Poté byli
brouci po dobu 48 hodin ponechéani v Petriho misce pouze se zralymi ¢lanky a az po uplynuti této
doby jim bylo pfidano suché pecivo, jako dalsi zdroj potravy. Tento zplsob infikace byl pouZit pro

pokusy s tasemnicemi in vitro.

Obrizek 3: Infikace potemnikl pomoci zralych ¢lankd tasemnice (foto: autorka prace)
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Vyvoj infekénich larev (cysticerkoidt) tasemnic v téle potemnikl probihal v inkubatoru pfi
teploté 29 °C po dobu 14 dni. Po uplynuti této doby byla u cysticerkoidt z téla jednoho, namatkou
vybraného brouka, zkontrolovana jejich zralost. V piipadé, Zze nebyly cysticerkoidy dostate¢né
vyvinuté, byli brouci ponechani v inkubatoru dalSich 4 — 5 dni, poté se proces opakoval.

V piipadé, Ze cysticerkoidy byly dostatecné vyvinuté, byli brouci usmrceni dekapitaci
skalpelem, z téla jim byly odstranény krovky a ktidla a jejich télo bylo podéln¢ nasttizeno. Poté byli
umisténi do Petriho misky nebo na laboratorni sklicko, kam byl kapnut fyziologicky roztok, do
kterého byl nasledné vyvrZzen obsah té€lni dutiny broukt. Dal$i kroky probihaly pod mikroskopem.
Zde byly krouzivymi pohyby oddé€leny cysticerkoidy od organi brouka a samotné cysticerkoidy
byly mikropipetou pteneseny do 1,5 mililitrovych eppendorfek s fyziologickym roztokem. Do
kazdé eppendortky bylo pipetovano 4 — 5 cysticerkoidi z n€kolika broukt, aby byla zvySena
pravdépodobnost uspésné infikakce definitivnich hostitelt. V pfipadé experimentd s tasemnicemi in
vitro bylo do jedné eppendorfky umisténo cysticerkoidi vice, aby doslo k eliminaci po¢tu pouzitych

potkanti. Jednotlivi potkani byli pii tomto experimentu nakazeni az dvaceti cysticerkoidy.

5.2. Chov a infikace potkanu

V pokusu byli pouziti samci potkana obecného (Rattus norvegicus) kmene Wistar, kteti byli
ziskani z komeréniho chovu firmy Velaz, s.r.o (Praha). Potkani na poc¢atku pokusu vazili piiblizné
200 g a byli prosti endoparaziti. Chov potkani probihal v experimentalnich prostorach
Demonstracni a pokusné stdje FAPPZ. Potkani byli chovani ve skupindch po maximalné Sesti
jedincich, ve standardnich, mlééné zbarvenych plastovych boxech typu T IV (1802 cm?) pii teploté
22 + 2 °C. Krmeni 1 napdjeni byli ad libitum. Jako podestylka byl pouzit Lignocel 3-4 S, ktery je
vhodny pro bariérové chovy a ktery byl dvakrat tydné¢ ménén. Ke krmeni bylo pouZito komeréné
vyrabéné komplexni krmivo pro mysi a potkany v bariérovych chovech (ST-1, Velaz, CR).
Potkaniim, jejichz tasemnice byly pouzity pfi in vitro experimentech, bylo navic 2x tydné podavano
cerstvé ovoce a zelenina.

Po ptiblizné dvoutydenni aklimatizaci byly potkantim podle pfedem pfipravené¢ho schématu
podéany zralé cysticerkoidy tasemnic. Tato nakaza by teoreticky mohla byt provadéna ptirozenou
cestou, kdy by potkanim byli podani ke zkrmeni zivi brouci. V tomto ptipad¢ by ale nebyl znam
pocet cysticerkoidli podanych potkaniim a hrozila by netspésnd infikace z diivodu pozieni malo
vyvinutych cysticerkoidd. Byla tedy zvolena uméla infikace zvirat. Pied planovanou infikaci
potkanti byly z mezihostiteld ziskany zralé cysticerkoidy (viz ptedchozi kapitola). Kazdému jedinci
byly poté pomoci pipety peroralné¢ podany piedem piipravené cysticerkoidy z eppendorfek. Po

infikaci byli potkani po urcitou dobu (viz jednotlivé podkapitoly) ponechani v chovnych
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podminkach popsanych vyse. Veskera manipulace s potkany byla provadéna v souladu se zdkonem
na ochranu zvifat proti tyrani 246/1992 Sb., pod dohledem povéfené osoby (Zuzana Cadkova,

drzitel certifikatu Ustfedni komise pro ochranu zvitat Ministerstva zemédélstvi, ¢islo CZ00354).

5.3. Stanoveni akumula¢niho potencialu pro jednotlivé formy olova

5.3.1. Priprava jednotlivych forem olova

Pro kultivaci rostliny P. stratiotes byl pouzit roztok, obsahujici 3200 + 40 mg Pb z Pb(NO3):
(Penta, Praha, CR) na 1 litr vody. Rostliny byly péstovany v $edesatilitrovych, neprihlednych
plastovych nadobach v pokusném skleniku FAPPZ. Koncentrace olova v zivném roztoku byla
pravidelné kontrolovana pomoci optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-OES, Agilent 720, Agilent Technologies Inc., USA). Po sklizeni byla biomasa rostliny bez
kotfenové casti jemné omyta demineralizovanou vodou, osuSena na filtranim papiru, zvazena,
zamrazena a lyofilizovdna. Nasledné byla provedena homogenizace materialu a za vyuziti metody
ICP-OES byla stanovena celkova koncentrace Pb, spole¢né s né€kolika dalsimi prvky (viz tabulka

&islo 4). Dusiénan olovnaty byl potizen z komerénich zdrojii (Penta, Praha, CR).

Prvek Pb Zn Cd Fe Mn Cu

Koncentrace
(mg/kg)

Tabulka 4: Koncentrace jednotlivych prvki v susing rostlinné biomasy babelky fezanovité (Pistia stratiotes)

68967 145 1,13 1836 435 39

5.3.2. Expozice jednotlivym formam olova

Po dobu péti tydnl byli potkani ponechani v ptivodnich chovnych podminkach. Po uplynuti
této doby byla pomoci koprologického vySetieni ovéfena piitomnost tasemnice H. diminuta v télech
vybranych potkand. Po pozitivnim nalezu byli potkani z chovnych boxl pfendani do metabolickych
kleci, ve kterych byli drzeni jednotlivé za konstantni teploty (22 + 2 °C) a vlhkosti (50 + 2 %), pfi
dvanéctihodinovém svételném cyklu v prostorach Demonstraéni a pokusné staje FAPPZ. Krmeni
byli opét smesi ST-1 ad libitum. Také voda byla poddvana ad libitum. Po dobu 6 tydnii poté
probihala bilan¢ni faze experimentu.

Pti bilanéni fazi byli potkani rozdéleni podle piedem definovanych tii skupin (viz tabulka
5). Kazda skupina byla tvofena dvanacti potkany, z nichz Sest bylo infikovano tasemnici (T).
Potkani v kontrolni skupiné (K, n=6 a KT, n=6) byli krmeni pouze smési ST-1 a nebyli tedy
vystaveni zvySenému mnozstvi tézkych kovl. Potkani ve skupiné s dusicnanem (D, n=6 a DT, n=6)

byli krmeni smési ST-1 a jednou tydné jim bylo podano Pb ve formé dusi¢nanu olovnatého
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(Pb(NO3)2). Dusi¢nan olovnaty byl smichan s demineralizovanou vodou tak, aby v 0,5 ml roztoku
bylo 6 mg olova. Tento roztok jim byl po dobu Sesti tydn podavan vzdy na zacatku kazdého tydne
jiz od pocatku bilan¢ni faze pokusu. Potkani ve skupiné s Pistii (P, n=6 a PT, n=6) byli krmeni
smési ST-1 a jednou tydné jim bylo podano Pb vazané v rostlinné biomase rostliny P. stratiotes.
Stejné jako ve skupiné€ s dusi¢nanem, i tato skupina dostavala davku 6 mg Pb ve formé roztoku, ve

kterém byl smichan prasek z rostliny s demineralizovanou vodou.

) Expozice Pb
. Pocet  Piitomnost  Expozice Pb
Skupina Z rostlinného
zviFat  tasemnice z Pb(NO3)2
materialu
K 6 Ne Ne Ne
KT 6 Ano Ne Ne
D 6 Ne Ano Ne
DT 6 Ano Ano Ne
P 6 Ne Ne Ano
PT 6 Ano Ne Ano

Tabulka 5: Rozdé€leni potkanti do jednotlivych skupin. K a KT = skupiny kontrolni, D a DT = skupiny exponované
olovu ve form¢ dusi¢nanu olovnatého, P a PT = skupiny exponované olovu vazaném v rostlinné biomase babelky
fezanovité (Pistia stratiotes), T = skupiny s tasemnici.

Vsem exponovanym potkaniim byly roztoky s Pb podavany individualné pomoci pipety, aby
tak bylo zajisténo, Ze potkani poziou kompletni davku. P. stratiotes pfirozené obsahuje nékteré
dalsi rizikové prvky, které tedy byly potkanim podavany ve vysSich koncentracich v porovnani
S ostatnimi skupinami. Primérné mnozstvi celkem pfijatych rizikovych prvkd u vSech skupin

potkantl je rozepsan V tabulce ¢islo 6.

Skupina P¥ijem Pb Piijem Cd Piijem Zn Piijem Fe P¥ijem Cu

Kontrola 1.64 0.12 69.45 301.07 20.14

Dusi¢nan 37.6 0.12 69.45 301.07 20.14
Pistia 37.6 0.20 69.53 302.03 20.16

Tabulka 6: Pramérny piijem rizikovych prvki (mg) u jednotlivych skupin potkant

V prabéhu bilan¢ni faze experimentu byli potkani vzdy na zacatku tydne zvazeni. Denné
dostavali 25 g rozemletého krmiva ST-1 a pfijem krmiva byl denné€ u vSech potkanli zaznamenavan.
Jedinctim, ktefi dostavali zvySené mnozstvi olova, byly 4x tydné odebirany vzorky moci a vykald.

Mnozstvi celkové vylou¢ené moci a vykald bylo také zaznamenavano. Mo¢€ a vykaly potkanil byly
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odebirany vzdy 24, 48, 96 a 168 hodin po expozici Pb. Této metodicky postup umoznil nejen
zkouméani vlivu olova na tkané tasemnic, ale také sledovani toxokinetiky olova
V hostitelsko/parazitickém systému potkan/tasemnice.

Po ukonceni bilan¢ni faze experimentu byla pokusna zvifata v laboratoii katedry zoologie a
rybafstvi euthanizovana (aplikace kombinace anestetik a analgetik — Narketan 100 mg/ml a
Rometar 20 mg/ml). Pifimo z aorty byly vsem potkanim odebrany 2 ml krve. Plna krev byla
uchovana ve vakuovych zkumavkach Vacutainer® EDTA (Medplus, Havifov, CR). Poté byla
provedena pitva, pii které¢ byly z t¢él potkant teflonovym® nacinim (pinzety, nizky) odebrany
vzorky télnich tkani potkanl — jatra, ledviny, slezina, varlata, stehenni sval, stehenni kost a tenké
stievo. Také byly z tenkého stfeva inokulovanych jedincti vyjmuty tasemnice. Odebrané tkané byly
omyty redestilovanou vodou, osuseny na filtratnim papiru, zvazeny, ulozeny v plastovych Petriho

miskach a zamrazeny az do chemickych analyz.

5.3.3. Laboratorni analyzy

Vzorky organii a vykali potkana a tkani H. diminuta byly lyofilizovany a homogenizovany.
Nasledné byly, stejné jako vzorky potkanum odebrané plné krve, rozlozeny v 6 ml 65% p.a.+
kyseling dusiéné a 2 ml p.a.+ peroxidu vodiku (Analytika Ltd., Praha, Ceské republika) pomoci
mikrovinné¢ asistované digesce za zvySeného tlaku (mikrovinnd trouba Ethos 1, Milestone,
Némecko) po dobu 25 minut pti 230 °C. Po rozkladu byla odsata piebyvajici kyselina a vzorky byly
prevedeny do 50 ml roztoku s demineralizovanou vodou. Spole¢né se vzorky tkani byly stejnou
metodou pfipraveny také slepé vzorky, které Citaly 10 % z celkového poctu vzorkii a pifi méteni
byly pod mezi detekéniho limitu pouzité¢ analytické metody. Stejnou metodou jako vzorky tkani,
vykall a krve byl také rozloZen certifikovany referen¢ni material BCR 185R Bovine Liver (tabulka
¢islo 7), aby mohla byt ovéfena spravnost naméfenych vysledki. Celkové obsahy Pb ve tkanich,
krvi, vykalech a mo¢i byly zméfeny pomoci metody ICP-OES (Varian AA280Z, Varian, Australie).
U kontrolni skupiny byla pro analyzu pouZzita metoda atomové absorpéni spektrometrie (AAS,
AA280Z, Varian, Australie). Analyzy celkovych obsahti Pb a dalSich rizikovych prvka byly
provedeny v laboratofich Katedry agroenvironmentalni chemie a vyzivy rostlin, FAPPZ, ktera

zajistila potfebné pristrojové vybaveni.

Prvek Certifikovana Namérena
hodnota hodnota
Pb 0.172 0.169 +/- 0.005

Tabulka 7: Certifikovana a naméfena hodnota (ug/g ) olova
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54. Stanoveni olova ve tkanich tasemnice krysi in vitro

5.4.1. Ziskani tasemnic

Tasemnicim, které byly ureny pro in vitro kultivace, byl umoznén rist v télech potkant po
dobu 4 tydnd. Po uplynuti této doby byly vykaly potkanii pomoci koprologického vySetfeni
otestovdny na pfitomnost vajicek tasemnice. V pifipadé¢ pozitivniho ndlezu byla potkanim
aplikovana kombinace anestetik a analgetik (Narketan 100 mg/ml a Rometar 20 mg/ml) a nasledn¢
byl pferusen piivod krve do srdce. Poté jim byly z tenkého stieva (pomoci sterilniho teflonového®
nacini) opatrné¢ vyjmuty jednotlivé tasemnice (obrazek c¢islo 4). Ty byly 3x oplachnuty po dobu 3
minut ve sterilnim fyziologickém roztoku ptfedehfatém na 37 °C (obrazek cislo 5) s ptidavkem
steriln¢ filtrovanych antibiotik — stabilni roztok s 10,000 jednotkami penicilinu a 10 mg
streptomycinu/ml — PenStrep (Sigma Aldrich, Praha, CR).

V ptipadé, ze se v tenkém stievu potkana nachazelo vice nez deset jedincti H. diminuta, byli
piebyvajici jedinci ihned devitalizovani zmrazenim v -80 °C. Cast téchto tasemnic byla pouZita pro

kultivaci, u ¢asti byly stanoveny celkové obsahy olova.

Obrazek 4: Separace tasemnic z tenkého stfeva potkana (foto: autorka prace)
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Obriazek 5: Omyvani tasemnic ve fyziologickém roztoku s antibiotiky (foto: autorka prace)

5.4.2. Priprava kultivaéniho média

Jako zaklad bylo pro kultivaci pouzito sterilné filtrované DMEM médium (Sigma Aldrich,
Praha, CR). Jedna se o komeréné vyrabénou modifikaci Eaglova bazalniho média, ktera obsahuje
smés anorganickych soli, aminokyselin a vitamini. Vybrana varianta média obsahovala zvySeny
podil glukosy, L-glutamin a NaHCOs3. Zakladni médium o objemu 50 ml bylo obohaceno o 0,5 mg
pufru HEPES (Sigma Aldrich, Praha, CR), ktery je pouzivan v nékterych daliich vyrabénych
variantich DMEM média s niz§im obsahem glukosy. Abychom piedesli bakteridlni a mykotické
kontaminaci, bylo médium dale obohaceno o 2,5 ml antibiotik — sterilné filtrovany stabilni roztok
s 10,000 jednotkami penicilinu a 10 mg streptomycinu/ml — PenStrep (Sigma Aldrich, Praha, CR).
Podle Turtona (1974) nemaji tyto latky na rast H. diminuta negativni vliv. Déle bylo pfidano 5 mg
L-cysteinu (Sigma Aldrich, Praha, CR), protoze dle Seidela (1975) je tato aminokyselina nezbytna
pro preziti H. diminuta in vitro. Posledni slozkou kontrolniho kultivaéniho média bylo 5 ml tepelné
inaktivovaného, sterilné filtrovaného fetalniho bovinniho séra (FBS, Sigma Aldrich, Praha, CR). Po
pridani vSech dalsich slozek bylo upraveno pH na 7,2, aby odpovidalo ptirozenému prostedi pro
tasemnici H. diminuta. Pfiprava kultivacniho média a manipulace s nim probihala ve sterilnich
nadobach a se sterilnimi nastroji. Takto pfipravené médium bylo uchovavano v lednici vzdy
maximalné 2 dny pfi teploté 4 °C. Dle pfedem piipraveného schématu bylo ke kultivatnimu médiu
piidavano jesté 0,5 mg Pb ve formé vodného roztoku ptipraveného z Pb(NOs)2 nebo roztok 0,5 mg
pragkového extraktu praseéi zlu¢i (Bile extract porcine, Sigma Aldrich, Praha, CR)
s demineralizovanou vodou, ptipadné obé tyto slozky.

42



5.4.3. Kultivace

Pro kultivaci byly pouzity nizké sklenéné kadinky, které byly pied umisténim tasemnic
sterilizovany. Tasemnice byly v pfedem piipraveném médiu kultivovany individualné po dobu 10
dni. Kazdy den probihala vyména média za Cerstvé. Vyména probihala tak, ze do pfedem
oznacenych sterilnich kadinek bylo odmeéteno odpovidajici mnozstvi pfedem pripraveného média
(50 ml) a poté do n¢j byla pomoci sterilni pinzety opatrné pienesena tasemnice. Pouzité médium
bylo vzdy ihned oznaceno a zamrazeno. Nekolikrat denné bylo kontrolovano, Ze u tasemnic nedoslo
k thynu. In vitro kultivace probihala ve 2,5 litrové uzaviratelné nadobé Anaerojar (Oxoid, Brno-
Tufany, CR) pii 5 % CO,. Tato nadoba byla umisténa ve vodni tiepaci lazni (Julabo SW22, Sigma
Aldrich, Praha, CR) pii teploté 37 °C (obrazek 6 a 7).

Tasemnice byly pfi kultivacich rozdéleny do 4 skupin. V kazdé skupiné bylo pouzito 10
jedinct H. diminuta. Prvni skupina byla kontrolni, ve které byly tasemnice kultivovany pouze
Vv pfedem pfipraveném kultivacnim médiu bez dalSich pfidavka. Druhé skupiné byl do kultiva¢niho
média piidavan roztok s 0,5 mg Pb. Ve tieti skupiné byla stejna davka olova podavana tasemnicim
pfedem devitalizovanym zmrazenim. Ve ¢tvrté skupiné byl tasemnicim do média kromé stejné

davky olova také pridan roztok se zluci.

. i Pocet dnii v
Skupina Tasemnice  Pocet ) Olovo Zlu¢
kultivace
Kontrolni Zivé 10 10 Ne Ne
S olovem Zivé 10 10 Ano  Ne
Devitalizované s olovem  Devitalizované 10 4 Ano Ne
Olovo + Zlu¢ Zivé 10 10 Ano Ano

Tabulka 8: Rozdéleni in vitro kultivovanych tasemnic do jednotlivych skupin

V piipadé, Ze bylo do média pfidavano olovo nebo Zlu¢, tyto slozky byly vZzdy nality jako
prvni na dno kadinky jesté pfed kultivaénim médiem, aby nalitim média doSlo Kk fadnému
promichani vSech pfidavanych slozek. U zamrazenim devitalizovanych tasemnic probihala
kultivace pouze po dobu 4 dni. Po ukonceni kultivace byly jednotlivé tasemnice tfikrat omyty
demineralizovanou vodou a osuSeny na filtracnim papiru. Bezprostfedné poté byly zamrazeny v -80

°C az do chemickych analyz.
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Obrazek 6 a 7: Kultivace jednotlivych tasemnic; oznaceni kadinek v nddob& Anaerojar (vlevo); umisténi
nadoby Anaerojar ve vodni tiepaci 14zni (vpravo) (foto: autorka prace)

5.4.4. Laboratorni analyzy

Tkan¢ tasemnic byly lyofilizovany. Poté byly navazeny do nadob z kiemenného skla o
objemu 35 ml. Do téchto naddob byly piidany 3 ml 65% kyseliny dusi¢né a 2 ml peroxidu vodiku,
oboji ve kvalité Analpure (Analytika Ltd, Praha, CR). Nasledoval mikrovinné asistovany rozklad
s cilenym mikrovinnym zahtivanim (Discover SPD-Plus, CEM Inc., USA). Smés v kiemennych
nadobach byla zahfivana maximalni silou 300 Wattti na teplotu 202 °C a tlakem 21 barti po dobu 8
minut. Po zchlazeni byly vzorky pfevedeny do 40 ml roztoku s demineralizovanou vodou. Spole¢né
se vzorky tkani byly stejnou metodou pfipraveny také slepé vzorky, které byly pii méfeni pod mezi
detek¢niho limitu pouZité analytické metody. Stejnou metodou jako vzorky tkani byl rozloZzen
certifikovany referenéni materiall BCR 185R Bovine Liver, aby mohla byt ovéfena spravnost
namétenych vysledka.

Kultivaéni médium bylo po rozmrazeni a pfed méfenim prefiltrovano pies filtr NYLON 0.22
um. Obsahy olova ve tkanich tasemnic i v pouZzitém médiu byly zméfeny pomoci hmotnostni
spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-MS, Agilent 7700x, Agilent Technologies Inc.,
USA). Celkové koncentrace Pb byly zméfeny v médiu pred zacatkem pokusu a poté pii kazdé
vymeénég. Déle bylo zméfeno Pb v poslednim médiu, které se jiz za nové neménilo. Diky tomu bylo

umoznéno sledovani dynamiky piijmu olova tasemnicemi béhem kultivace. Rozklady a analyzy
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celkovych obsahti olova byly provedeny v laboratofi environmentalni chemie Mezifakultniho centra

environmentéalnich véd CZU, ktera zajistila potiebné piistrojové vybaveni.

5.5. Mapovani olova ve tkanich tasemnice krysi

Mapovani olova ve tkanich tasemnic bylo provedeno na tasemnicich, u kterych byl sledovan
piijem jednotlivych forem olova. Nejprve byly tkan¢ tasemnic po vyjmuti ze stiev potkani omyty
redestilovanou vodou a rozdéleny na 2 casti. Predni Cast obsahovala scolex, kréek a nezralé
nejmladsi ¢lanky. Zadni cast tvorily dospélé, gravidni ¢lanky naplnéné vajicky (tedy star$i
proglotidy). Ob¢ Casti byly osuSeny na filtracnim papiru, zvazeny, uloZzeny v plastovych Petriho
miskdch a zamrazeny az do chemickych analyz. Metody rozkladii a nasledné méteni mnozstvi
prvki v téchto tkanich probihalo shodné jako u orgédnd, vykali a krve potkani.

Pro ptesngjsi lokalizaci Pb byly tkané tasemnic z dusi¢énanové skupiny rozdéleny na 3 Casti.
Prvni, pfedni ¢ast tvofil scolex, kréek a nejmladsi ¢lanky. Druha ¢ast byla tvofena nezralymi ¢lanky
ptiblizné z prostiedku strobily tasemnice a tieti ¢ast zralymi proglotidy z konce strobily tasemnice.
Vsechny casti byly po omyti v redestilované vod¢ fixovany ve smési vrouciho ¢tyfprocentniho
formaldehydu (Lach-Ner, s.r.o., CR) po dobu nékolika minut. Poté byly uchovany v etanolu (Lach-

Ner, s.r.0., CR) a zamrazeny v -20 °C az do dalsich analyz.

5.5.1. Priprava histologickych rezii tkani tasemnic

Vzorky riiznych ¢asti strobily tasemnic byly nejprve dehydrovany za pouziti vzristajiciho
mnozstvi etanolu (70%, 80% a nakonec Cisty etanol). Dehydratované tasemnice byly umistény
do parafinového vosku (Paraplast plus, SigmaAldrich, CR). Pomocim mikrotomu (Leica
Microsystems GmbH, Némecko) byly pfipraveny podélné fezy. Pro analyzy LA-ICP-MS (laserova
ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem) byly pfipraveny fezy
o tloustce 40 um. Pro morfologické posouzeni byly pfipraveny fezy o tloust’ce 10 pm, které byly
poté odfiznuty a fixovadny na adhezivni mikroskopicka sklicka HistoBond® (Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG, Laboratory Glassware, Némecko). Nasledn¢ byly tenci fezy obarveny pomoci
Weigertova zelezitého hematoxylinu za pouziti kontrastniho jednoprocentniho roztoku eosinu a
ptikryty krycimi sklicky. Vzorky urcené pro LA-ICP-MS byly pro dalsi analyzy ponechany

neobarvené a nepfiikryté.

5.5.2. Analyza histologickych Fezu tkani tasemnic
Ptistrojové vybaveni pro analyzu ezt H. diminuta sestavalo z laserového abla¢niho systému

UP 213 (New Wve Research, USA) a z hmotnostniho spektrometru s induk¢éné vazanym plazmatem
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Agilent 7500 CE (Agilent Technologies, USA). Mapovani tkani H. diminuta bylo provadéno za
optimalizovanych podminek laserové ablace v rezimu fadkového snimani 65 um velkého laseru na
Stverec za skenovaci rychlosti 91 pm/s, plynulosti 2 J/cm? a opakovaci frekvence 10 Hz. Pouzit byl
213 mn Nd:YAG laser spojeny s ICP-MS Agilent 8453 UV-Visible spektroskopickym systémem
(Agilent Technologies, USA) s deuteriovou vybojkou pro rozsah vinovych délek UV zateni. Sekce
tkani H. diminuta umisténych v parafinu byly upevnény na povrchu kiemenné kyvety a méfeny v
UV oblasti. Mapovani prvkt ve tkanich tasemnic probéhlo v laboratofich Ustavu chemie

Ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné¢.

5.6. Vyhodnoceni ziskanych dat

Ziskana data byla vyhodnocena pomoci softwaru Statistica 12. Nejprve byl u vSech dat
proveden Shapiro-Wilkiv W test kotestovani jejich normality. Zakladni metodou pro
vyhodnocovani vysledkl bylo porovnani jednotlivych skupin mezi sebou pomoci t-testl, analyz
rozptylu a jejich obdob. Rozdily mezi sledovanymi parametry byly povazovany za statisticky
vyznamné, pokud hladina vyznamnosti piesahla 95 % (o = 0,05, p < 0,05). K vizualizaci nékterych
ziskanych dat byly pouzity grafy vytvotené v tabulkovém procesoru Microsoft Office Excel.

U koncentraci Pb ve tkanich tasemnic z jednotlivych skupin byly vypocteny zakladni
popisné charakteristiky (prumér, smérodatnd odchylka, variacni koeficient). Poté byl pouzit
Shapiro-Wilktiv W test k otestovani normality. Ke stanoveni rozdilu mezi jednotlivymi skupinami
byla pouzita jednofaktorova ANOVA a nasledna Post-hoc analyza pomoci Tukeyova HSD testu.

Rozdil mezi koncentraci olova ve tkdnich parazitovanych a neparazitovanych potkant
z jednotlivych skupin byl stanovovan pomoci Studentova t testu. Stejny test byl pouzit také pfi
porovnavani koncentraci olova ve vykalech a moci parazitovanych a neparazitovanych jedinct.
Mezi tkanémi parazitovanych a neparazitovanych potkant jednotlivych skupin byl také vypocitan
podil. Ke stanoveni rozdilu mezi koncentraci olova ve tkanich potkanii z jednotlivych skupin byla
pouzita jednofaktorova ANOVA a nasledna Post-hoc analyza pomoci Tukeyova HSD testu. Podle
prace Surese et al. (1999) byl pro porovnani koncentrace olova ve tkdnich tasemnic se tkanémi
hostitele vypocitan biokoncentracni faktor (BF). BF = koncentrace ve tkani tasemnice/koncentrace
ve tkani hostitele.

Porovnavani koncentraci olova u skupin tasemnic kultivovanych in vitro bylo také
provedeno pomoci Studentova t testu. Zde byla porovnana skupina kultivovana s ptidavkem olova v
médiu se skupinou, kultivovanou s piidavkem olova a Zlu¢i v médiu. Pomoci stejného testu byla
také porovnana skupina zivych tasemnic S piidavkem olova v médiu s devitalizovanymi

tasemnicemi s piidavkem olova v médiu. Koncentrace olova v médiich s ptfidavkem olova a olova +
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zluc¢i byly porovnany pomoci jednofaktorové ANOVY a naslednou Post-hoc analyzou pomoci
Tukeyova HSD testu.

Pro lokalizaci olova ve strobile H. diminuta byly porovnavany piedni a zadni ¢asti strobil
tasemnic. Protoze vétSina ziskanych dat nepochazela z normalniho rozdéleni, byl k otestovani
rozdilu koncentraci olova (a dalSich prvkd) pouzit Wilcoxonlv test, neparametricky analog

parového testu.
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6. Vysledky

Pro zjisténi akumula¢niho potencialu olova tasemnicemi byly pouzity tasemnice z osmnacti
potkantl. Sest z nich nedostavalo zvysené mnoZstvi olova (kontrolni skupina) a dvanact dostavalo 2
odlisné formy Pb.

Pii  ovéfovani prvni  hypotézy byla také sledovana  toxokinetika olova
v hostitelsko/parazitickém systému potkan-tasemnice krysi. Tyto vysledky jsou zobrazeny
v kapitole 6.2. Celkem bylo ziskano 252 potkanich tkani, 900 vzorkd moci a 900 vzorkt vykali.
Byl vypocitan biokoncentra¢ni faktor a také byly testovany dalsi hypotézy — zda je akumulace olova
ve tkénich potkana odli$na u jednotlivych forem olova, zda tkdné tasemnice krysi akumuluji vyssi
koncentrace olova nez tkané jejiho hostitele a zda se 1isi vylu¢ovani olova u parazitovanych a
neparazitovanych jedinc. Aby byla toxokinetika kompletni, byly také méfeny hodnoty Pb v krvi
potkanti. Hodnoty vylucovaného olova u jednotlivych potkand byly vzdy ptepocitany dle
konkrétniho mnozstvi moci/vykalu, které potkani vyprodukovali. Pokud bylo olovo detekovano u
méné nez 3 vzorkll moci nebo vykall zjednotlivych skupin, nebyla tato skupina zahrnuta do
statistického zpracovani.

Pfedtim neZ byly stanovovany obsahy Pb u tasemnic kultivovanych in vitro, byly zjiStény
obsahy Pb celkem ve 14 tasemnicich, které¢ nebyly pouzity pii kultivaci devitalizovanych tkani
tasemnic. Pii kultivacich in vitro bylo pouzito a analyzovano 34 jedincd H. diminuta a 200 vzorkt
kultiva¢niho média.

Ke zjisténi lokalizace Pb byly pouzity tasemnice ziskané z potkanid po bilancni fazi
experimentu. Kromé olova jsou v pfislusné kapitole zobrazeny také vysledky celkovych obsahi
dalSich rizikovych prvkl v piednich a zadnich ¢astech strobily tasemnic.

Pii piipravé barvenych histologickych fezl tkani tasemnic H. diminuta, které mély byt
porovnany s fezy analyzovanymi pomoci LA-ICP-MS, bohuzel doslo kjejich nevratnému

poskozeni. V pfiislusné kapitole jsou zobrazena pouze vizualizovana data ziskana z LA-ICP-MS.

6.1. Akumula¢ni potencial tasemnice krysi pro jednotlivé formy olova

Pro vyhodnoceni a porovnani akumula¢niho potencialu H. diminuta pro jednotlivé formy
olova byly pouzity tasemnice z potkand, ktefi byli po dobu Sesti tydnii exponovani dusi¢nanu
olovnatému a Pb vazanému v biomase babelky fezanovité (Pistia stratiotes). Ve stievech potkani
z dusi¢nanové etapy bylo 1, 4, 5, 4, 3 a 5 tasemnic. U skupiny Pistia nebyla nakaza takto ispésna,
ve stievech jednotlivych potkant bylo 2, 1, 2, 1, 2 a 1 tasemnice. Tasemnice z obou skupin nebyly

analyzovany jednotlivé, ale kvili zajisténi dostatku biomasy pro laboratorni analyzy byly tasemnice
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z jednoho potkana analyzovany dohromady. Primérné koncentrace Pb v jednotlivych skupinach

jsou zobrazeny v tabulce ¢islo 9.

) Pb Hodnota p
Skupina ) Varia¢ni koeficient
(mg/kg) (Shapiro-Wilkuv test)
Kontrola 0,42 £ 0,185 0,02839 44,02
Dusi¢nan 18,43 + 6,88 0,45535 37,48
Pistia 10,82 + 8,492 0,05948 78,48

Tabulka 9: praimérné koncentrace olova (mg/kg v susing) ve tkanich tasemnic + smérodatna odchylka, hodnoty p
namétené pii testovani normality a variaéni koeficient

U skupiny Pistia byl pomérné vysoky varia¢ni koeficient, coz znamend, ze naméfena data
nebyla souroda. Hodnota p Shapiro-Wilkova testu je u kontrolni skupiny mensi nez a = 0,05, ale je
vyssi nez a = 0,01, takze data zde jsou normaln¢ rozdélena na hladiné vyznamnosti 0,01. Testovani
statisticky vyznamného rozdilu mezi koncentraci olova u tasemnic, které pfijimaly dusi¢nan a Pb
vazané v biomase rostliny Pistia stratiotes a mezi kontrolni skupinou je zobrazeno v tabulce ¢islo

deset.

Tukeyuv HSD test; proménna A (Pb u tasemnic)
Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
¢. buiiky Chyba: memsklup. PC = 39,8;3, sV = 15,0003
B 10,821 18,429 ,41995
1 pistia 0,126120 0,030657
2 dusi¢nan 0,126120 0,000625
3 kontrola 0,030657 0,000625

Tabulka 10: testovani rozdilu mezi koncentraci Pb ve tkanich tasemnic; vystup ze softwaru Statistica

Prvni hypotéza znéla, ze tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) vykazuje odlisny
akumulaéni potencial pro rizné formy Pb. Na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 byl nalezen statisticky
vyznamny rozdil jen pfi porovnani mnozstvi Pb ve tkanich skupin Pistia a Dusi¢nan s kontrolni
skupinou. Mezi koncentracemi olova ve tkanich tasemnic u skupin Pistia a Dusi¢nan nebyl na
hladiné vyznamnosti a = 0,05 nalezen statisticky vyznamny rozdil. Prvni hypotéza tedy nebyla
potvrzena, protoze tasemnice sice piijima obé formy olova ve zvySeném mnozstvi, ale rozdil mezi

nimi neni statisticky vyznamny.
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6.2. Toxokinetika odliSnych forem olova v systému potkan/tasemnice krysi
Pro vyhodnoceni toxokinetiky odliSnych forem olova v hostitelsko/parazitickém systému

potkan/H. diminuta byli pouziti potkani, ktefi byli po dobu Sesti tydnii exponovani dusi¢nanu

olovnatému a Pb vazanému v rostlinné biomase babelky fezanovité (Pistia stratiotes) a tasemnice

ziskané z tenkych stiev téchto potkanti.

6.2.1. Koncentrace olova ve tkanich potkanu

Ve vsech tkanich potkant, ziskanych pfi pitvach (ledviny, jatra, slezina, kost, varle, sval a
sténa tenkého stfeva) byly zméfeny koncentrace nejen olova, ale také kadmia a zinku. Pro ucely této
prace byly ale zpracovany pouze vysledky celkovych obsahti olova. Koncentrace olova u
parazitovanych a neparazitovanych potkant z jednotlivych skupin jsou znazornény v grafech 1 — 3.
Pro porovnani jsou Vv téchto grafech znazornény také koncentrace ve tkanich tasemnic.

Koncentrace olova ve tkanich potkanti byly, s vyjimkou kostni tkang, ve skupiné Pistia nizsi
nez ve skupiné Dusi¢nan. Ob¢ skupiny akumulovaly vyznamné vyssi koncentrace nez kontrolni
skupina. Do varlat, svaloviny, jater, tenkého stfeva a sleziny potkant z dusi¢nanové skupiny bylo

akumulovano statisticky vyznamné vice olova nez do téchto organt ve skupiné Pistia (viz graf 2).

Koncentrace Pb (Kontrola)

1,2
1
0,8
0,6 '[
0,4 [ T
| Bl s B
0 jatra ledviny | slezina | varlata ?/al kost stfevo | tasemnice
BMheztasemnice| 0,171 0,551 0,265 0,085 0,077 0,139 0,106
s tasemnici 0,082 0,246 0,249 0,07 0,052 0,082 0,066 0,42

Graf 1: Koncentrace Pb (mg/kg v susing) ve tkanich tasemnic a potkant (parazitovanych a neparazitovanych jedincl)
kontrolni skupiny; tito potkani byli krmeni pouze standardni smési ST-1.
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Koncentrace Pb (Dusi¢nan)

25

20 =
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o |mem el - om- i [

jatra ledviny | slezina | varlata sval kost stfevo |tasemnice

Mbeztasemnice| 1,934 2,82 8,23 2,19 1,94 4,07 4,08
s tasemnici 1,930 2,390 6,91 2,00 1,91 4,010 4,01 18,43

Graf 2: Koncentrace Pb (mg/kg v susing€) ve tkanich tasemnic a potkant (parazitovanych a neparazitovanych jedinci)
skupiny Dusi¢nan; tito potkani byli krmeni standardni smési ST-1 a jednou tydn¢ jim byl perordlné podavan dusi¢nan
olovnaty. * - statisticky vyznamny rozdil mezi parazitovanymi a neparazitovanymi jedinci, ** - statisticky vyznamny
rozdil mezi koncentraci olova ve tkanich potkanti ze skupiny Dusi¢nan a Pistia.

Koncentrace Pb (Pistia)
14
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jatra ledviny slezina varlata sval kost stfevo tasemnice

‘ B hez tasemnice 0,44 3,619 0,96 0,33 0,11 8,68 0,14
‘ s tasemnici 0,240 0,280 0,42 0,11 0,08 7,830 0,13 10,82

Graf 3: Koncentrace Pb (mg/kg Vv susiné) ve tkanich tasemnic a potkanti (parazitovanych a neparazitovanych jedincii)
skupiny Pistia; tito potkani byli krmeni standardni smési ST-1 a jednou tydné jim bylo peroralné podavano olovo
vazané v rostling Pistia stratiotes. * - statisticky vyznamny rozdil mezi parazitovanymi a neparazitovanymi jedinci.

Statisticky vyznamny rozdil mezi tkanémi parazitovanych a neparazitovanych potkant byl
pouze u sleziny (p = 0,0294) ve skupiné Pistia (Graf 3) a svaloviny (p = 0,004) a stieva (p = 0,011)
ve skupin€ Dusi¢nan (Graf 2). Pfestoze u ostatnich tkani nebyly vysledky statisticky prukazné,
hodnoty akumulace olova u parazitovanych jedinct byly niZ8§i nez u neparazitovanych. Pro

porovnani téchto hodnot byl vypocitan podil pro jednotlivé tkdn€ mezi hodnotami akumulovaného
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olova u parazitovanych a neparazitovanych jedincii (tabulka ¢islo 11). Ve vSech ptipadech byly
vyssi koncentrace naméfeny u neparazitovanych potkani. Podil mezi koncentraci olova u
parazitovanych a neparazitovanych jedinct se pohyboval mezi 1 — 1,7. Vyssi rozdily byly u jater a
ledvin kontrolni skupiny. Ve skupiné Pistia bylo ve sleziné parazitovanych potkanii naméfeno
2,3krat méné olova nez u neparazitovanych. Ve varlatech neparazitovanych bylo olova tfikrat vice a

Vv ledvinach dokonce 12,9krat vice.

Skupina  Jatra  Ledviny Slezina Varlata Sval Kost  Stievo

Kontrola 2.1 2.2 11 1.3 15 1.7 1.6
Dusi¢nan 1 1.2 1.2 1.1 1 1 1
Pistia 1.8 12.9 2.3 3 1.4 1.1 1.1

Tabulka 11: Podil mezi koncentraci olova ve tkanich parazitovanych a neparazitovanych jedinct u

jednotlivych skupin.

Podle prace Surese et al. (1999) byl pro porovnani koncentrace olova ve tkanich tasemnic se
tkanémi hostitele vypocitan biokoncentra¢ni faktor (tabulka ¢islo 12). Tasemnice ze skupiny Pistia
akumulovaly vyrazné vyssi koncentrace olova nez tkané jejich hostiteld. Nejvyssi rozdil byl u
svaloviny. V porovnani s ni totiz tkan¢ tasemnice akumulovaly 135,2krat vice olova. Nasledovala
varlata, ktera akumulovala 98.4krat méné€ olova nez tasemnice, stievo 83,2krat méné, jatra 45,1krat
mén¢, ledviny 38,6krat méné a slezina 25,8 krat méné. U skupiny Dusi¢nan nebyly rozdily tak
markantni. Koncentrace olova ve tkanich potkanti zde byly jen 9,6krat (svalovina), 9,5krat (jatra),
9,2krat (varlata), 7,7krat (ledvina), 4,6krat (sttevo a kost) a 2,7krét (slezina) nizsi nez ve tkanich
tasemnic. U kontrolni skupiny byl tento trend pozorovan také a to i pfesto, Ze nebyla vystavena

zvySenému mnozstvi olova.

Skupina Jatra Ledviny Slezina Varlata Sval Kost Stirevo
Kontrola 24,8 8,3 8,2 31,2 39 248 308
Dusi¢nan 9,5 7,7 2,7 9,2 9,6 4.6 4.6
Pistia 45,1 38,6 25,8 98,4 1352 14 83.2

Tabulka 12: Biokoncentra¢ni faktory (BF) pro olovo u jednotlivych tkani potkana (BF = koncentrace ve tkani
tasemnice/koncentrace ve tkani hostitele

Pro sledovani toxokinetiky olova mezi tasemnici krysi a potkanem byly stanoveny dil¢i
hypotézy. Prvni dil¢i hypotéza znéla: Akumulace olova ve tkanich potkani je odli$na u jednotlivych

forem olova. Tato hypotéza byla z vétsi ¢asti potvrzena, protoze vétSina tkani ve skupiné¢ Dusi¢nan
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akumulovala vyssi koncentrace nez tkané ve skupiné Pistia (viz graf 2). Dale bylo potvrzeno, ze
tasemnice krysi akumuluje vyssi koncentrace olova nez tkané jejiho hostitele — potkana.

Tyto vysledky byly spole¢né¢ s akumulaci zinku a kadmia publikovany v ¢asopise Ecological
indicators (Horakova, B., Cadkova, Z., Szakova, J., Jankovska, I, Langrova, I. 2018. Lead
accumulation in rats: The effect of the presence of a rat tapeworm and the different forms of metal
in the host diet. Ecological Indicators. 85. 753-757).

6.2.2. Koncentrace olova Vv krvi potkani
Hodnoty Pb v krvi, odebrané pfi pitvach, byly u vSech potkanti ve vSech skupinach pod
detekénim limitem pouzité analytické metody (0,02 mg/1).

6.2.3. Koncentrace olova v moci a vykalech potkani

Vylu€ovani olova moci a vykaly bylo méteno po 24, 48, 96 a 168 hodinach od expozice.
Hodnoty Pb v mo¢i a vykalech kontrolni skupiny byly ve vétsiné pfipadi pod mezi detekce pouzité
analytické metody (0,02 mg/1), proto zde nebudou grafy této skupiny prezentovany.

Ve skupiné¢ Dusi¢nan nebylo olovo v moci detekovatelné ve vice nez 80 % vzorcich,
odebiranych 168 hodin po expozici a v téméf 20 % vzorcich odebiranych 96 hodin od expozice.
Vzorky odebirané 96 a 168 hodin po expozici nebyly proto kvuli nizkému pocétu namétenych
vzorku statisticky vyhodnocovany. Parazitovani potkani vyluc¢ovali moci méné (0,62 mg/l 24 hodin
a 0,48 mg/l 48 hodin po expozici) olova nez neparazitovani (0,76 mg/l 24 hodin a 0,65 mg/l 48
hodin po expozici). Statisticky vyznamny rozdil byl pouze u olova vylouc¢eného po 48 hodinach. U
parazitovanych a neparazitovanych jedinct byl patrny pokles mnozstvi vyloucené moci
S pfibyvajici dobou od expozice olovem. Tento pokles pokracoval 1 u detekovanych hodnot 96 a
168 hodin od expozice. Potkani s tasemnici vyloucili mo¢i pramérné 19 % pfiijatého Pb a potkani
bez tasemnice 24 % Pb.

Hodnoty Pb v moc¢i skupiny Pistia byly ve vétsing piipada (232 z 300 vzorkll) pod mezi
detekce pouzité analytické metody. Prvni tyden experimentu nebylo olovo v moéi této skupiny
detekovano vubec. Dale nebylo detekovano ve vzorcich, odebiranych 168 hodin od expozice a ve
vétsin€ vzorcich, odebiranych po 96 hodinach. Druhy a Sesty tyden bylo naméteno pouze u vzorkl
24 hodin po expozici. Primérné vyloucili parazitovani jedinci moci v této skupiné 0,045 mg/l 24
hodin a 0,033 mg/l Pb 48 hodin od expozice. Neparazitovani vyloucili moc¢i 0,05 mg/l 24 hodin a
0,03 mg/l Pb 48 hodin od expozice. Mezi mnozstvim olova vylou¢enym moci parazitovanych a
neparazitovanych jedinc nebyl u skupiny Pistia statisticky vyznamny rozdil. Primérné vyloudili
parazitovani jedinci v moci 15,5 % a neparazitovani 13,5 % z pfijatého Pb.
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Protoze detekovatelné hodnoty Pb byly u takto malého mnozstvi vzorkti moci, nebyla data
moci u skupiny Pistia ani Dusi¢nan graficky vizualizovana.

Ve vykalech skupiny Dusi¢nan bylo olovo pod mezi detekce pouze u 10 % vzorkd
odebiranych po 168 hodinach. Ze vSech odbérovych dnii bylo naméteno minimalné ve 3 vzorcich
parazitovanych i neparazitovanych jedinci. Dynamika exkrece Pb vykaly skupiny Dusi¢nan je
znazornéna v grafu ¢islo 4. Rozdil v mnozstvi olova vylouc¢eného vykaly parazitovanymi a
neparazitovanymi jedinci byl u této skupiny signifikantni pouze 24 hodin od podani Pb. Vykaly
vyloucili parazitovani potkani ze skupiny Dusi¢nan primérné 67,4 % ptijatého Pb a neparazitovani

jedinci 47,84 % Pb.

Pb vyloucené vykaly - Dusi¢nan
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Bbez tasemnice 2,373 0,290 0,149 0,105
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Graf 4: Praimérné mnozstvi Pb (mg/kg Vv susing) ve vykalech parazitovanych a neparazitovanych jedinci skupiny Dusi¢nan
24, 48, 96 a 168 hodin po expozici; *- statisticky vyznamny rozdil mezi parazitovanymi a neparazitovanymi jedinci.

U skupiny Pistia bylo olovo 168 hodin od expozice pod mezi detekéniho limitu u vétsiny
odebranych vzorkt (60 ze 72). Dynamika exkrece Pb vykaly skupiny Pistia je zndzornéna v grafu
¢islo 5. Mezi mnozstvim olova vylou¢enym vykaly parazitovanych a neparazitovanych potkani
nebyl v této skupiné statisticky vyznamny rozdil. Vykaly vylou¢ili parazitovani i neparazitovani
potkani ze skupiny Pistia vice nez 100 % z pfijatého mnozstvi olova. Skupina Pistia vylu¢ovala 24

a 48 hodin od expozice vyrazn¢ vyssi mnozstvi olova nez skupina Dusi¢nan.
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Pb vylouc¢ené vykaly - Pistia
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Graf 5: Primérné mnozstvi Pb (mg/kg v susin€) ve vykalech parazitovanych a neparazitovanych jedinct skupiny Pistia
24, 48 a 96 hodin po expozici; *- statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou Dusi¢nan a Pistia.

6.3. Stanoveni olova ve tkanich tasemnice krysi in vitro

Nejprve bylo zjisténo, zda je ve tkanich tasemnic bezprostiedné po vyseparovani z téla
potkana detekovatelné néjaké olovo. Proto byly nejdiive zméfeny celkové obsahy olova
Vv tasemnicich, které byly ithned po vyseparovani ze stfeva potkanl devitalizovany zamraZenim.
Tyto tasemnice mély ve tkanich primérmné 0,25 mg/kg olova.

Primérné namétfené hodnoty olova v jednotlivych skupinach tasemnic, kultivovanych in

vitro jsou zobrazeny v tabulce ¢islo 13.

. Pb Hodnota p Variaéni
Skupina . .
(mg/kg) (Shapiro-Wilkiv test) koeficient
Kontrola 0,07 + 0,08 0,141 15,52
S olovem 144,88 + 53,317 0,607 36,8
Devitalizované s olovem 1400,98 + 276,76 0,186 19,76
Olovo + Zlu¢ 229,36 + 97,62 0,849 42 56

Tabulka 13: pramérné koncentrace olova (mg/kg v susing) ve tkanich jednotlivych skupin tasemnic kultivovanych in
vitro + smérodatna odchylka, hodnoty p naméfené pfi testovani normality a variacni koeficient

Ve vSech skupinidch byla data pomérné sourodd a normalné¢ rozdélend na hlading
vyznamnosti 0,05. Mezi primérnou koncentraci Pb u tasemnic, ktera byla naméfena u kontrolni

skupiny a u tasemnic, které byly méfeny ihned po vyseparovani z téla potkana (bez kultivace),
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nebyl statisticky vyznamny rozdil. VSechny skupiny tasemnic, kterym bylo pfidavano do média
olovo, akumulovaly vyrazn¢ vyssi koncentrace olova nez kontrolni skupina.

Pro otestovani efektivity akumulace olova tasemnici H. diminuta za pfidavku $tav traviciho
traktu byly porovnany prumérné koncentrace olova ve tkanich tasemnic, které byly kultivovany
v médiu s ptidavkem olova a tasemnic, které byly kultivovany v médiu s ptidavkem olova a Zlu¢i.

Tyto vysledky jsou zobrazeny v tabulce ¢islo 14.

T-test pro nezavislé vzorky (statistika a grafy)

Skup. 1 vs. skup. |[Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

2 Primér Primér Hodnota t Y p Poc.plat. | Poé.plat.
skup. 1 skup. 2 skup. 1 skup. 2
zivé vs. ZIu¢ 1448768 229,3565 -2,30783 15 0,035680 10 10

Skup. 1 vs. skup.

T-test pro nezavislé vzorky (statistika a grafy)
Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

2 Sm.odch. Sm.odch. F-pomé&r p
skup. 1 skup. 2 Rozptyly Rozptyly
zivé vs. Zlu¢ 53,31663 97,62122 3,352455 0,101694

Tabulka 14: Testovani rozdilu mezi koncentraci Pb u skupiny tasemnic, kterym bylo ptidavano do média olovo a
skupiny tasemnic, kterym bylo do média pfidavano olovo spole¢né se zluci; vystup ze softwaru Statistica

Toto testovani objasnilo druhou hypotézu, kterd znéla: Absorpce Pb do tkané tasemnice je
zprostiedkovana Stdvami gastrointestinalniho traktu, pfedevsim zluCovymi kyselinami. Na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou tasemnic, které bylo
do kultiva¢niho média pfidavano olovo a skupinou tasemnic, které bylo ptidavano olovo a Zlug.
Skupina, kterd dostavala Zlu¢, obsahovala ve tkanich v priméru vyrazné vice olova neZz skupina,
které Zlu¢ pridavana nebyla. Druha hypotéza tedy byla potvrzena.

Déle byla pfi in vitro experimentu testovana ¢ast teti hypotézy. A sice Ze tasemnice piijima
olovo aktivné. Tyto vysledky (viz tabulka ¢islo 15) byly ziskany porovnanim koncentraci olova ve
tkanich Zivych tasemnic, které byly kultivovany v médiu s ptidavkem olova a tasemnic, které byly
kultivovany za stejnych podminek, ale byly devitalizované zamraZenim ihned po separaci ze stieva

potkana.

T-test pro nezavislé vzorky (statistika a grafy)

Skup. 1 vs. skup. 2 Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Pramér Pramér Hodnotat | sv p Poc¢.plat. Poc¢.plat.
skup. 1 skup. 2 skup. 1 skup. 2
Zivé vs. devitalizované 1448768 1400,984 | -14,0917 18| 0,000000 10 10

Skup. 1 vs. skup. 2

T-test pro nezavislé vzorky (statistika a grafy)
Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Sm.odch. Sm.odch. F-pomér p
skup. 1 skup. 2 Rozptyly Rozptyly
Zivé vs. devitalizované 53,31663 276,7902 26,95108 0,000037

Tabulka 15: Testovani rozdilu mezi koncentraci Pb u skupiny Zivych tasemnic, kterym bylo ptidavano do média olovo
a skupiny devitalizovanych tasemnic, kterym bylo do média ptidavano olovo; vystup ze softwaru Statistica
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Tento test ukazal, ze devitalizované tasemnice, které jsou pii kultivaci exponovany stejnému
mnozstvi olova jako zivé, akumuluji ve svych tkanich na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 vyrazné
vyssi koncentrace olova nez zivé tasemnice. Do tkani tasemnic je tedy olovo akumulovano i
pasivng, ale Zivé tasemnice olovo piijimaji a vyluGuji aktivnim procesem. Cast tieti hypotézy, Ze
H. diminuta akumuluji olovo aktivné, timto byla potvrzena, piestoze byl dokazan i pasivni piijem
devitalizovanymi tkanémi tasemnic.

U skupin zivych tasemnic, kterym bylo do média ptfidavano olovo, byly méteny celkové
koncentrace Pb v médiu, po jednotlivych dnech kultivace. U kontrolni etapy ani u devitalizovanych
tasemnic nebylo méfeni obsahl olova provedeno. Kazdé tasemnici bylo denné¢ ptidavano do média
0,5 mg Pb, coz v 50 ml odpovida mnozstvi 10 mg/I.

V grafu ¢islo 6 jsou zobrazeny primérné koncentrace po jednotlivych dnech u skupiny,
ktera byla kultivovéana s olovem a zluci. Rozdil mezi 10 mg/l a zobrazenymi hodnotami je mnozstvi
olova, které bylo akumulovano to téla tasemnic. Mezi koncentracemi namétenymi v kultivaénim
médiu této skupiny byl statisticky vyznamny rozdil pouze pfi porovnani média ménéného sedmy

den s médii ze tietiho, patého a desatého dne.

Koncentrace Pb v médiu s pridavkem Pb a Zluci
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Graf 6: Primérné koncentrace olova v médiu, do kterého bylo tasemnicim ptidavano 0,5 mg Pb ve formé dusi¢nanu
olovnatého Pb(NO3); a 0,5mg zlu¢i, naméfené po jednotlivych dnech kultivace; *-statisticky vyznamny rozdil mezi
koncentraci Pb naméfené v médiu

V grafu ¢islo 7 jsou zobrazeny pramérné koncentrace po jednotlivych dnech u skupiny
s olovem. Bohuzel u média, ménéného po 24 hodinach doslo pfi analyze ke znehodnoceni vzorku,

proto jsou zobrazeny namétené koncentrace az od 48 hodin (2. den) kultivace. Mezi koncentracemi
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naméfenymi v kultivaénim médiu této skupiny nebyl statisticky vyznamny rozdil, kromé

koncentrace 4. den (9,88 mg/l) a 9. den (4,51 mg/l).

Koncentrace Pb v médiu s pridavkem Pb
14 - .

i l J J I J ; l mg/l

o N B (o2} (ee]
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2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 7.den 8.den 9.den 10.den

Graf 7: Pramérné koncentrace olova v médiu, do kterého bylo tasemnicim ptidavano 0,5 mg Pb ve formé dusi¢nanu
olovnatého Pb(NO3)2, naméfené po jednotlivych dnech kultivace; *-statisticky vyznamny rozdil mezi koncentraci Pb
naméfené v médiu

6.4. Lokalizace olova ve tkanich tasemnice krysi

Ptedtim nez byla k lokalizaci pouzita laserova ablace, bylo zkoumano, zda se olovo a dalsi
rizikové i esencialni prvky (Cd, Cu, Fe, Mn a Zn) akumuluji v pfednich nebo v zadnich ¢lancich
tasemnice (viz tabulka ¢islo 16).

Vétsina sledovanych prvka u kontrolni skupiny byla akumulovana ve vyssich koncentracich
v piednich ¢astech strobil tasemnic (kromé Zn). Statisticky vyznamny rozdil byl u této skupiny
v koncentracich Cu a Fe. U skupin Dusi¢nan a Pistia byly vSechny prvky ve vyssich koncentracich
akumulovany do piednich ¢lanki. Prokazatelné vyssi koncentrace byly v pfednich ¢lancich u Cu,
Fe a Zn ve skupiné Dusi¢nan a u Pb, Fe a Zn ve skupiné Pistia.

U skupiny Pistia byla vétsina koncentraci Cd pod detekénim limitem (0,001 mg/1), takze
hodnoty tohoto prvku nejsou v tabulce zaznamenany. OvSem i zde platilo, ze pokud bylo Cd
naméfeno, bylo ve vySSich koncentracich v pfednich €lancich. Statistické vyhodnoceni u tohoto
prvku v této skuping ale nebylo provadeéno.

Tyto vysledky byly publikovany v casopise Journal od Helmintology (Horakova, B.,
Cadkova, Z., Szakova, 1., Jankovska, . 2017. The identification of risk and essential elements along

the strobila of the rat tapeworm Hymenolepis diminuta. Journal of Helminthology. 91(5). 555-560).
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Prvek

Skupina/Cast téla tasemnice

Kontrola

Predni Zadni
Cd 0,054 +/- 0,035 0,016 +/- 0,003
Cu 64,1 +/- 18,8 15,8 +/- 3,65
Fe 754 +/- 698 85,1 +/- 83,5
Mn 24,4 +/- 25,6 3,01 +/- 0,492
Pb 4,297 +/- 3,975 0,496 +/- 0,151
Zn 146 +/- 70,6 179 +/- 64,8

Dusi¢nan

Predni Zadni
Cd 1,036 +/- 0,364 0,807 +/- 0,366
Cu 7,14 +/- 0,732 6,061 +/- 0,611
Fe 47,9 +/- 13,5 34,0 +/- 7,32
Mn 4,74 +/- 0,931 4,02 +/- 0,884
Pb 20,7 +/- 7,284 16,2 +/- 7,316
Zn 124 +/- 14,8 111 +/- 18,0

Pistia

Predni Zadni
Cd - -
Cu 24,0 +/- 24,0 4,31 +/- 0,903
Fe 670 +/- 960 27,0 +/- 6,77
Mn 90,2 +/- 109 6,42 +/- 2,111
Pb 17,2 +/- 15,7 4,46 +/- 1,36
Zn 208 +/- 116 104 +/- 13,4

Tabulka 16: Pramérné koncentrace (mg/kg v susing) + smérodatna odchylka namétené v piednich a zadnich ¢astech
tasemnice; '-' hodnoty, které byly pod mezi detekce; Cervené jsou oznadeny statisticky vyznamné rozdily mezi ptedni a

zadni Gasti.

6.4.1. Lokalizace pomoci laserové ablace

Pro piesnéjsi lokalizaci olova ve tkanich tasemnic byly histologické tezy jejich strobil

analyzovany pomoci laserové ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym

plazmatem. Vizualizované vystupy z jednotlivych ¢asti strobily H. diminuta jsou zobrazeny na

obrazcich & — 10.

Na obrazku ¢islo 8 je zobrazena piedni ¢ast strobily tasemnice. Konkrétn¢ se zde nachazi

¢ast kr¢ku s nejmlad$imi ¢lanky a ve spodni ¢asti obrazku je scolex, ktery byl od kré¢ku odtrZzen

v prubéhu manipulace se vzorkem. Na obrazku ¢islo 9 jsou vizualizovand data ve ¢lancich

prostiedni ¢asti strobily H. diminuta. Na obrazku ¢islo 10 jsou vizualizovana data ze zadni ¢asti

strobily H. diminuta, konkrétné tipIné posledni ¢lanky.
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Obrazek 9: Mnozstvi olova lokalizované pomoci LA-ICP-MS v prostiedni ¢asti strobily H. diminuta.
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Obrazek 10: Mnozstvi olova lokalizované pomoci LA-ICP-MS v koncové &asti strobily tasemnice H. diminuta.

Tyto vysledky naznacuji, Ze olovo se na strobilach H. diminuta nachazi pouze v oblasti
tegumentu a nevstupuje do jejich vnitinich struktur. Tteti hypotéza znéla: Tasemnice pifijima Pb
aktivné a uklada ho v internich ¢astech proglotida. Cast tieti hypotézy, ktera se tykala lokalizace
olova ve tkani H. diminuta, nebyla potvrzena. Podle piedloZenych vysledka se olovo do internich

¢asti proglotidi se olovo nedostane a zistava pouze v tegumentu.
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7. Diskuze

7.1 Akumula¢ni potencial tasemnice krysi pro jednotlivé formy olova

Akumulaéni potencial tasemnice H. diminuta byl vyhodnocovan po Sestitydenni expozici
tasemnic olovu skrze jejich definitivniho hostitele (potkana). Potkani byli exponovani dusi¢nanu
olovnatému a olovu vazanému v rostliné P. stratiotes. Po Sestitydenni expozici byly z jejich tenkych
stfev vyjmuty tasemnice, v jejichz tkanich byly analyzovany celkové obsahy olova.

Ve tkanich tasemnic z kontrolni skupiny, které nebyly exponovany zvysSené koncentraci
olova, bylo akumulovano primérn¢ 0,42 mg/kg olova. Tento idaj je podobny, jako kontrolni
skupina u experimentu, ktery provadéli Cadkova et al (2014). V jejich studii byl infikovanym
potkanim v exponované skupiné podavan dusi¢nan olovnaty v ddvce 6 mg tydné. Ve tkanich
tasemnic z kontrolni skupiny bylo akumulovano 0,37 mg/kg olova. Ve tkanich olovu exponovanych
tasemnic bylo akumulovano 23,16 mg/kg olova. V piedkladané praci bylo do tkani tasemnic, které
byly exponovany dusi¢nanu olovnatému, akumulovano prumérné 18,43 mg/kg olova. Ve tkanich
tasemnic, které byly exponovany olovu z P. stratiotes, bylo akumulovano 10,82 mg/kg olova.
V porovnani s praci Cadkova et al. (2014) jsou tato ¢&isla nizsi. Je tedy mozné, Ze tasemnice H.
diminuta vstiebava olovo z dusi¢nanu olovnatého a z P. stratiotes hiife nez z octanu olovnatého.
Nevime ov$em, jak dlouho po posledni expozici olova byla u Cadkové et al. (2014) provedena
pitva, takze je mozné, ze rozdil v jejich a v predkladanych vysledcich byl zpisoben rozdilnou
délkou od posledni expozice olovu.

Vzhledem k tomu, ze tasemnice z jednoho potkana nebyly analyzovany individualng, bylo
z kazdé skupiny analyzovano Sest vzorku, které predstavovaly celkovou biomasu H. diminuta
v jednom potkanovi. Rozdil mezi koncentracemi olova ve skupiné Dusi¢nan nebyl statisticky
vyznamny v porovnani s koncentracemi tohoto prvku ve tkanich tasemnic ze skupiny Pistia, ale ob¢
skupiny, exponované olovu akumulovaly statisticky vyznamné vice olova nez kontrolni skupina.

Potvrzeno bylo potencialni vyuziti této tasemnice jako bioindikatoru znecisténi zivotniho
prostiedi olovem. Jako bioindikéator by totiZ méla akumulovat Siroké spektrum sloucenin, protoze
jednotlivé prvky se ve volné piirodé vyskytuji vriznych formach. Diky ptedkladanému
experimentu bylo poprvé ovéteno, ze H. diminuta ma akumula¢ni schopnost pro minimalné dvé
odlisné formy olova. Na bioindika¢ni vlastnosti této tasemnice jiz bylo poukazano dfive a to jak
Vv laboratornich podminkach (Sures et al., 2002; Cadkova et al., 2014; Jankovska et al., 2016), tak
pfi terénnich studiich (Sures et al., 2003; Al-Quraishy et al., 2014).

Porovnani bioakumulace olova ve tkanich tasemnic se tkanémi hostitele je popsano

v nasledujici kapitole.
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1.2. Toxokinetika odliSnych forem olova v systému potkan/tasemnice krysi

7.2.1. Koncentrace olova ve tkanich potkani

Podle ziskanych vysledkii zavisi distribuce olova v téle potkana na form¢ olova, kterd je
potkanovi podavana. Koncentrace olova akumulované ve tkanich potkantu ze skupiny Pistia byly
nizsi, s vyjimkou kostni tkané, nez u potkani ze skupiny s dusi¢nanem. Je zajimavé sledovat
vyslednou variabilitu v koncentracich u jednotlivych tkéani, kterd je pomérné vysokd piestoze
potkani v obou skupinach dostavali totozné davky olova. Vétsina sledovanych tkani akumulovala
vyznamné vys§i koncentrace olova ve skupin¢ Dusi¢nan V porovnani se skupinou Pistia (Graf 2).
Tyto vysledky znamenaji, ze anorganické olovo z dusi¢nanu olovnatého vykazuje u potkand vyssi
akumula¢ni schopnost nez olovo vazané v rostling P. stratiotes. Tento fakt mize byt zptsoben tim,
ze toxokinetika olova V téle potkana je odlisnd v okamziku, kdy peroralné piijima i jen lehce
zvySené mnozstvi esencidlnich prvki. Je potvrzeno, Ze zvySeny pfijem Zeleza miiZe nejen sniZzit
(Schell et al., 2004), ale dokonce uplné zablokovat absorpci olova (Bannon et al., 2003). V tabulce
¢islo 6 je zfetelné viditelny rozdil v pfijmu nejen zeleza, ale také zinku, médi a kadmia. Tyto prvky
se prirozené¢ vyskytuji v rostling¢ P. stratiotes. Jejich obsahy v této rostliné pouzité v predlozené
praci jsou vypsané v tabulce ¢islo 4. Mnozstvi zeleza, které piijali potkani ve skupiné Pistia navic
V porovnani s potkany ze skupiny Dusi¢nan nebylo o moc vyssi, ale jisty vliv tohoto prvku na
akumulaci olova zde byt mohl. Také mohlo dojit ke zvySenému piijmu vapniku, u kterého bylo
potvrzeno, Ze sniZzuje absorpci olova ze stteva (Bogden et al., 1995). MnozZstvi tohoto prvku ale
Vv rostling P. stratiotes nebylo analyzovano, takze mizeme jeho roli ve snizeni akumulace olova jen
spekulovat.

Nejvyssi koncentrace Pb byly naméfeny ve slezin€, nasledované koncentracemi v kostech a
tenkém stfevé skupiny Dusi¢nan. Ve skupiné Pistia byly nejvyssi koncentrace detekovany
v kostech a z me¢kkych tkani v ledvinach. Tento vysledek se shoduje s vétSinou predchozich studii
na toto téma, ve kterych jsou ledviny hlavni cilovou mékkou tkani akumulace olova (Sures et al.,
2000b; Adham et al., 2011). Kost je misto, kde se uklada piiblizné¢ 90% peroralné ptijatého olova
(Rosin, 2009; Torres et Johnson, 2001). Ve skupiné Pistia se do kostni tkané ulozilo cca 60 %
uloZzeného olova u neparazitovanych potkani a u parazitovanych dokonce 86 %, coz je s vyse
uvedenymi devadesati jiz velice dobfe porovnatelné. U skupiny Dusi¢nan bylo do kosti uloZeno
vyrazné¢ méné akumulovaného olova — jen cca 16 %. Kostni tkdn v kontrolni skupiné obsahovala
méné olova nez ledviny a slezina. U obou olovu exponovanych skupin byly koncentrace Pb
Vv kostech vyssi, nez ve vétsiné mekkych tkani (s vyjimkou sleziny ve skupiné Dusi¢nan). Tento fakt
podporuje nazor Gerhardssona et al. (1995), ze uklddani olova do kosti je mechanismus, ktery
limituje jeho rozsifeni do citlivéjSich tkani. V ptipadé€, ze zvifata nebyla vystavena zvySenému
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mnozstvi olova, nebylo v kostech ukladano. Ve vSech skupinach byly naméfeny pomémeé vysoké
koncentrace Pb ve slezin€. V kontrolni skupiné byly obsahy Pb v této tkani po ledvinach druhé
nejvyssi. Ve skupiné Pistia byly v porovnani se slezinou vys$$i obsahy Pb pouze v kostech a
ledvinach a ve skupiné¢ Dusi¢nan byly dokonce hodnoty ve slezin¢€ ze vSech tkani potkana nejvyssi.
Tento fakt byl popsan naptiklad u ryb (Shukla et al., 2007) a je zplsoben vysokou metabolickou
aktivitou sleziny. Slezina neni organ, ktery by byl obvykle v toxikologickych studiich méfen. Pouze
ve vodnim prostiedi bylo olovo v tomto organu stanovovano u ryb (Alves et al., 2006; Handy et al.,
2011) nebo u delfini (Capelli et al., 2008). V zadné dosud publikované toxikologické studii na
drobnych zemnich savcich, tedy ani na potkanech, nebyly dosud monitorovany hodnoty ve slezing.
Stejn¢ tak pokud je provazen terénni vyzkum, hodnoty ve slezin¢ obycejné nebyvaji zjistovany.
Ani Vv nejnovéjsi studii na toto téma nebyla slezina vyhodnocovana (Nascimento et al., 2016).
Nejcastéji jsou stanovovany obsahy olova v jatrech a ledvindch. Dle vysledkli zjisténych
v predkladané praci by bylo vhodné kromé téchto dvou tkani pouzivat pro bioindikaci zatiZeni
olovem také slezinu a predevSim kosti. Hodnoty Pb ve sleziné byly Casto vys$§i nez v jatrech a
ledvinach. Pfi stanovani obsahi bioakumulovaného olova pouze u jater a ledvin miiZze navic
dochazet k vyznamnému podceniovani ekotoxikologického rizika v ptipadé€, Ze nejsou analyzovany
kosti. V kontrolni skupiné a ve skupiné¢ Dusi¢nan byly pomérné vysoké hodnoty olova detekovany
ve tkéani stfeva. To mohlo byt zptisobeno vylucovanim ostatnich organi do stfeva (Mager et al.,
2010). Velice nizké koncentrace olova byly naméfeny ve varlatech a ve svaloviné u vSech skupin.
Tyto vysledky jsou v souladu naptiklad s praci, kterou publikovali Cai et al. (2009). V jejich praci
byly také popsany nizké koncentrace olova ve svaloviné dobytka, pasouciho se na olovem
kontaminovanych lokalitach.

Vysledky koncentraci olova u parazitovanych a neparazitovanych jedinci nejsou v této
studii tak jednoznac¢né, jako to bylo napiiklad u Jankovské et al. (2012b). V jejich studii
akumulovali neparazitovani jedinci vyrazné vice olova neZ parazitovani. Stejny vysledek
zaznamenali i Azmat et al. (2008). V piedkladané praci byl statisticky vyznamny rozdil mezi
tkanémi parazitovanych a neparazitovanych jedinct pouze u sleziny ve skupiné Pistia a svaloviny a
stteva ve skupiné Dusi¢nan (viz grafy ¢islo 2 a 3). V predklddané préci tedy nemiizeme mluvit o
ochranné funkci tasemnice H. diminuta, jako tomu je ve studiich Azmata et al. (2008) a Jankovské
et al. (2012Db). V jejich studiich bylo popsano, Zze endoparazité mohou chranit své hostitele tim, ze
akumuluji t€Zké kovy do svého téla a tim snizuji jejich akumulaci ve tkénich hostitele. Shodny
vysledek s predkladanou praci publikovali Cadkova et al. (2014). V jejich studii bylo olovo také
akumulovano predevsim do tkani tasemnice H. diminuta. Koncentrace olova ve tkanich potkant

parazitovanych touto tasemnici byly také ve vétSin€ piipadli nizS§i nez u neparazitovanych, ale
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statisticky vyznamny rozdil nebyl potvrzen ani v jejich studii. V predkladané praci akumulovalo do
tkani parazitovanych jedinci nejcastéji  1,7mi  ndsobné mnozstvi olova v porovnani
S neparazitovanymi. Nejvy$$i podil byl u ledvin ve skupin¢ Pistia. Do tohoto organu bylo
akumulovano téméi 13krat vice olova u neparazitovanych potkanli nez u parazitovanych. Je zde
tedy patrné, ze ptitomnost H. diminuta mirné snizuje celkové mnozstvi akumulovaného olova, ale
jak je zminéno vyse, nedad se mluvit o efektivni ochrané tkani hostitele.

V piipadé, Ze potkani piijimali zvySené mnozstvi olova, akumulovaly tkdné tasemnic vyssi
koncentrace tohoto prvku nez tkan¢ hostitele. Nejmarkantnéj$i rozdil byl pii porovnani se
svalovinou ve skupin¢ Pistia. V porovnani stouto tkani bylo do téla tasemnice akumulovano
135krat vice olova. V této skupiné byly i ostatni biokoncentracni faktory pomérné vysoké. Do tkané
varlat bylo akumulovano 98krat mén¢ olova, do stfeva 83krat, do jater 45krat, ledvin 39krat a
sleziny 26krat méné olova nez do tkané tasemnice. Ve skupiné Dusi¢nan byly biokoncentraéni
faktory o néco nizsi. V této skupiné bylo do svaloviny akumulovano 10krat méné, do jater 9,5krat
méné, do varlat devétkrat méné, do ledvin osmkrat méné, do stfeva a kosti pétkrat mén¢ a do
sleziny tfikrat méné olova nez do tkéné tasemnic. V porovnani s pfedchozimi studiemi byly
koncentrace z predkladané prace vyrazné vyssi nebo naopak vyrazné nizsi. Ve studii, kterou
publikovali Sures et al. (2002) bylo v laboratornich podminkach olovo podavano potkanim po dobu
péti tydnd. Jediny organ potkana, kde bylo poté detekovano, byly ledviny. Ty zde obsahovaly
sedmnactkrat méné olova nez tkané H. diminuta. V predkladané praci bylo u ledvin ve skupiné
Pistia olova 39krat méné nez u H. diminuta. Oproti praci Surese et al. (2002) je toto Cislo vice nez
dvojnasobné. Ve skupiné Dusi¢nan bylo naopak dvakrat méné nez ve studii Surese et al. (2002),
konkrétné osmkrat méne nez ve tkani tasemnice. Vysledek ze skupiny Dusi¢nan je porovnatelny se
studii Surese et al. (2003), kde bylo na lokalité¢ v Kéhife v jatrech potkanli naméteno Sestkrat vice
které obsahovalo 36krat méné olova nez tkané tasemnice, nedosahlo podobného biokoncentracniho
faktoru pro tuto tkan. Stejné tak vysledek, ktery naméfili u jater, nebyl podobny ani jednomu
v predkladané praci predkladanému vysledku. Ve studii provadéné na piskomilech z priimyslové
lokality v Rijadu, kterou publikovali Al-Quraishy et al. (2014), bylo v jatrech piskomilt 16krat
mén¢ nez ve tkanich H. diminuta. Tento udaj je ze vSech dostupnych biokoncentracnich faktort
Z jater nejbliz§i mému namétenému vysledku ve skupiné€ s dusi¢nanem olovnatym (10krat niz$i nez
tasemnice). Biokoncentra¢ni faktor pro ledviny byl v jejich studii 16, coz bylo v porovnani
s predkladanym experimentem dvojnasobné V porovnani se skupinou Dusi¢nan. U Pistia byl
naopak vice nez dvojnasobny nez ve studii, kterou publikovali Al-Quraishy et al. (2014). Rozdily

Vv biokoncentrac¢nich faktorech ale byly pravdépodobné zptsobeny odliSnym mnozstvim podaného
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olova. Toto mnozstvi je nemozné odhadnout u volné Zijicich zvifat. Faktem zlstava, Ze tato
tasemnice je vhodnym bioindikatorem pro znecisténi olova v zivotnim prostfedi. Ve studiich Surese
et al. (2000b) a Al-Quraishy et al. (2014) bylo pozorovano snizovani akumulace olova v ledvinach a
zvySovani akumulovaného olova v jatrech u potkand, ktefi byli infikovani tasemnici H. diminuta.
V predkladané studii byl tento trend zaznamenan pouze u kontrolni skupiny. U skupin Pistia a

Dusi¢nan byly koncentrace olova v ledvinach vyssi nez v jatrech.

7.2.2. Koncentrace olova v krvi potkani

Ve vsech skupinach bylo olovo v krvi pod detekénim limitem pouzité analytické metody
(0,02 mg/l). Podle dostupné literatury je do stén erytrocytd véazano az 99 % pfijatého olova
(Papanikolaou et al., 2005). Proces navazani do erytrocyti je velice rychly, fadové se jedna o
desitky minut (Hunder et al., 2000) a ptiblizné po péti dnech od expozice se olovo z Krve piesouva
do kosti a mekkych tkani (Timchalk et al., 2006). Podle vysledk, které publikovali Morgan et al.
(1977) je u potkanii nejvyssi koncentrace olova v krvi hodinu od intraven6zniho podéani. Poté
koncentrace rapidné klesa a po dvou dnech je mozné namétit v krvi jen asi 5 % z podaného olova.
Prestoze toxokinetika olova se u peroralniho a intraven6zniho podani 1isi, jsou jejich vysledky
v souladu s ptedkladanou praci. V piedkladané praci byla krev odebirana pii pitvach, které
probihaly sedm dni od posledni expozice, takze je ziejmé, Ze i pii peroralnim podani olova je olovo

po uplynuti této doby z krve pfesunuto do riznych tkani.

7.2.3. Koncentrace olova v moci a vykalech potkani

Aby byla toxokinetika Pb v tomto hostitelsko/parazitickém systému kompletni, byly pii
bilan¢ni fazi experimentu odebirany vzorky moci a vykald potkand. Vzorky byly odebirany 24, 48,
96 a 168 hodin od expozice.

Tyden (168 hodin) od expozice jiz nebylo olovo ve vétSiné vzorklh moci a vykall
detekovatelné pouzitou analytickou metodou. Tento vysledek je v plném souladu s predeSlymi
publikovanymi pracemi na toto téma, podle kterych je peroralné ptijaté olovo vylouceno v nejvetsi
mife v prvnich péti dnech od expozice (napi. Rabinowitz et al., 1980). Dynamika vylu¢ovani nebyla
doposud takto zkoumana, proto neni mozné porovnat vysledky predkladané v této praci s diive
publikovanymi pracemi.

Zkoumani moci je povazovano za jeden znejlepSich neinvazivnich zpusobl pro
biomonitoring celé fady xenobiotik, vCetné olova (Yantasee et al., 2008). VyluCovani olova mo¢i je
casto sledovano po intraven6znim podani (Castellino et Aloj, 1964; Klaassen et Shoeman, 1974;
Morgan et al., 1977; Gregus et Klaassen, 1986). Také byla zkoumana exkrece u intraperitonealniho
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podani (Varaksin et al., 2014). U peroralniho podani doposud vylucovani zkoumano nebylo.
Porovnani riiznych zplsobl expozice muze byt problematické, protoze podle studie, kterou
publikovali Steinbaugh et al. (2007) je toxokinetika olova pii riznych zpisobech expozice odlisna.
Nejvice olova bylo moci u obou skupin vylou¢eno béhem prvnich 24 hodin od expozice a poté
klesalo s ptibyvajici dobou od expozice. Na tuto skute¢nost nemélo vliv, zda byli potkani
parazitovani nebo ne. Potkani ve skupiné Pistia vylucovali moci niz§i koncentrace olova nez
potkani ve skupiné Dusi¢nan. Mnozstvi vylouc¢ené moc¢i bylo ale u skupiny Pistia vyrazné vyssi a
proto Vv prepocitaini moc¢i vylucovaného olova na procenta z piijaté davky se tyto skupiny pfilis
neliSily. U skupiny Dusi¢nan bylo z pfijaté davky moci vylouceno 19 % u parazitovanych a 24 % u
neparazitovanych potkant. U skupiny Pistia vylouc¢ili parazitovani potkani 15,5 % a neparazitovani
13,5 % pftijatého olova. Tyto vysledky nejsou vyrazné odlisné od mnoZstvi olova vylou¢eného moci
po intravendznim podani octanu olovnatého ve studii, kterou provadéli na potkanech Castellino et
Aloj (1964). V jejich praci vyloucili potkani 15,9 % pfijatého olova. Statisticky vyznamny rozdil
mezi mnozstvim vylou¢eného olova u parazitovanych a neparazitovanych potkant byl pozorovan
pouze vV moci vyloucené 24 — 48 hodin od expozice ve skupiné Dusi¢nan.

V¢étSina piijatého olova byla v pfedkladané praci i ve vykalech vylou€ena béhem prvnich 24
hodin od expozice nezavisle na formé ptijatého olova. Stejny vysledek publikovali Hernandez-Plata
et al. (2015), v jejichz praci ale chybély hodnoty z odbérti v dal$ich Casech. V predkladané praci
exkrece vykaly béhem dalSich dnt klesala 3x (skupina Dusi¢nan) az 10x (skupina Pistia). Z téchto
vysledku je patrné, Ze olovo vazané v rostling P. stratiotes je z téla potkana vyluc¢ovano snadnéji
nez anorganické olovo.

VyluCovani olova vykaly bylo v pfedkladané studii majoritni. Stejné tak tomu bylo
napiiklad ve studii, kterou publikovali Gregus et Klaassen (1986). V jejich studii bylo olova vykaly
vylouceno 50 % z piijaté davky. V praci, kterou publikovali Castellino et Aloj (1964) bylo vykaly
vylouceno 35,7 % z ptijaté davky olova. Vysledky skupiny Dusi¢nan publikované v predkladané
praci se pohybuji v podobnych hodnotach. U parazitovanych potkant v této skupiné bylo vylouceno
67,4 % a u neparazitovanych 47,84 % z piijaté davky olova. Podle Castellino et Aloj (1964) je
vylucovani olova spolecné s vykaly u zivocichli hlavnim zptisobem detoxifikace. Vykaly odchézi
z téla az 90 % pfrijatého olova (Rabinowitz et al., 1976). Stejny vysledek byl prezentovan i u jiného
experimentu provadéného na potkanech (Hunder et al., 2000). V predkladané préaci nebylo mnozstvi
olova vylouceného vykaly ve skupin¢ Dusi¢nan tak vysoké.

Je tieba brat ohled na skutecnost, Ze ve skupiné parazitovanych jedincli mlze byt vysledek
ovlivnén mnozstvim propagacnich ttvart tasemnic. Podle vysledki prezentovanych v této praci je

vV koncovych ¢lancich tasemnice nejméné olova. Pfesto miiZze tato koncentrace vyznamné ovlivnit
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hodny detekované ve vykalech, protoze pti odbérech nebyly propagacni ttvary tasemnic z vykall
separovany. Ve skupiné Pistia bylo kvuli tomu mnozstvi olova vylou¢eného vykaly parazitované
skupiny dokonce v n¢kterych tydnech vyssi nez davka olova, ktera byla potkaniim v této skupiné na
zacatku tydne podavana. U skupiny neparazitovanych jedinct bylo v nékterych tydnech vykaly také
vylouceno vice olova, nez bylo potkanim podavano. Tato skute¢nost byla pravdépodobné
ovlivnéna mnozstvim dalSich esencialnich prvki piijatymi v Pistii, protoze diky pfijmu zvySeného
mnozstvi dalSich prvkii doslo k uvolnéni Pb, které bylo ulozeno ve tkanich potkanti.

Skupina Pistia vylu¢ovala béhem 24 i 48 hodin od expozice vyrazné vice olova neZ skupina
Dusi¢nan, coz koresponduje s vysledky mnozstvi olova akumulovaného ve tkanich potkana u téchto

skupin. U skupiny Dusi¢nan bylo totiz akumulovano vyrazn¢ vice olova nez u skupiny Pistia.

7.3. Stanoveni olova ve tkanich tasemnice krysi in vitro

Aby bylo mozné zjistit, zda je ptijem olova tasemnici H. diminuta aktivni ¢i pasivni proces a
zda je ovlivnén Stavami traviciho traktu, bylo nutno provést experiment pfimo na tasemnici, bez
vlivu jejiho hostitele. Pro tento Ucel byl realizovéan in vitro experiment. Nejprve byla kultivovana
kontrolni skupina tasemnic, kterd byla kultivovana pouze v médiu. Primérné mnozstvi olova ve
tkanich téchto tasemnic nebylo na hladiné vyznamnosti a = 0,05 odlisné od tkani tasemnic, které
byly analyzovény ihned po vyseparovani ze stfev potkanli. Koncentrace olova, kterd byla
detekovana v jejich tkanich, nebyla vysoka a mohla pochazet jiz z doby, kdy tasemnice parazitovaly
v potkanech. Do médii ve vSech dalsich skupinach bylo jednotlivym tasemnicim piidavano 0,5 mg
Pb ve formé dusi¢nanu olovnatého. Do tkani vSech takto kultivovanych tasemnic bylo akumulovéano
prokazatelné vice olova, nez bylo naméteno v kontrolni skupiné nebo v tasemnicich piimo ze stfeva
potkana. Tim byla znovu potvrzena schopnost tasemnice H. diminuta akumulovat olovo (Sures et
al., 2002, 2003; Sures, 2004; Al-Quraishy et al., 2014; Cadkova et al., 2014), tentokrat nové
Vv podminkdch in vitro a ne skrze jejiho definitivniho hostitele.

Je znamo, ze nékteré ziviny jsou tasemnici H. diminuta snadng&ji absorbovany za ptitomnosti
zluci. Tento fakt byl prokazan napiiklad u mastnych kyselin, monoglyceridt a sterolti (Bailey et
Fairbairn, 1968). Abychom mohli potvrdit, ze také olovo je absorbovano spole¢né se Zluci, do
kultivaéniho média byl kromé olova pfidan také extrakt ze Zlu€e. Ve tkanich tasemnic, které¢ byly
kultivovany v médiu s ptidavkem olova a Zlu¢i, bylo akumulovano témét dvojnadsobné mnoZstvi
olova nez ve tkdnich tasemnic, kterym zlu¢ do média pfiddvana nebyla. Tasemnicim, kultivovanym
pouze s piidavkem olova, bylo po ukonceni kultivace ve tkdnich naméteno primérné 144,88 mg/kg
Pb. Tasemnice, které byly kultivovany v médiu s ptidavkem olova a Zlu¢i, akumulovaly 229,36
mg/kg Pb. Shodny vysledek byl zjistén i u jediné doposud publikované prace na toto téma. Vrtejsi
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Pomphorhynchus laevis byli kultivovani in vitro po dobu 3 tydnt v médiu, do kterého bylo
ptidavano olovo a zlu¢. Ve tkdnich vrtejst z kontrolni skupiny bylo olova naméfeno 11 mg/g
Cerstvé hmotnosti a ve tkanich vrtejsu, kterym byla do média piidavana Zlu¢ 18 mg/g, tedy shodné
s predkladanou praci také témét dvojndsobek (Sures et Siddall, 1999).

Pti porovnani koncentraci olova, které je z média akumulovéano zivymi a devitalizovanymi
H. diminuta bylo zjisténo, ze do tkani devitalizovanych tasemnic je akumulovano vyrazné vice
olova nez do tkani Zivych. Zivym tasemnicim, kultivovanym s pfidavkem olova, bylo po ukonéeni
kultivace ve tkanich naméfeno primérné 144,88 mg/kg Pb. Do tkani devitalizovanych tasemnic,
které byly kultivovany v médiu s pfidavkem olova, bylo akumulovano 1400,95 mg/kg Pb. Z téchto
vysledku je jasn€ patrné, ze tasemnice olovo nejen ptijimaji, ale také ho mohou aktivné vylucovat.
Tento fakt je zpusoben tim, Zze tegument na povrchu téla tasemnic je Zivouci tkan s vysokou
metabolickou aktivitou (napf. Schardein and Waitz, 1965; Lumsden, 1966; Ohman-James, 1973;
Schmidt et Roberts, 2009). U devitalizovanych tasemnic do$lo k naruSeni zivotaschopnosti této
tkané. Béhem kultivace tedy nedochazelo k vylu¢ovani olova. To bylo skrz neaktivni tegument
z kultivacniho roztoku nasdknuto, a proto byly koncentrace olova ve tkanich devitalizovanych
tasemnic vyrazné€ vys$si. Tasemnice tedy mliZe pfijimat olovo i pasivné. U Zivych tasemnic je piijem
i vylu¢ovani olova aktivni proces, do kterého je zapojen jejich tegument.

Mezi koncentracemi olova v médiu u skupiny tasemnic, které byly kultivovany za ptidavku
olova a zlu¢i, vétsinou nebyl V jednotlivych dnech kultivace statisticky vyznamny rozdil. Pouze
koncentrace namétend sedmy den, kterd byla ze vSech dni nejvyssi, byla vyrazné€ vyssi v porovnani
s koncentracemi namétenymi tieti, paty a desaty den, které byly naopak nejnizsi. Mnozstvi olova
v médiu u této skupiny mélo v prub&hu pokusu kolisavy charakter, pti kterém se jeden den objevil
pokles a nasledujici den narlst, nasledovany opét poklesem. Pouze mezi Sestym a sedmym dnem
nasledoval nartist namisto poklesu. Pfestoze mezi koncentracemi vétSinou nebyl statisticky
vyznamny rozdil, na grafu Cislo 7 je toto kolisdni zfeteln¢ viditelné. Kolisani souvisi
pravdépodobné s faktem, Ze tasemnice ¢ast Pb z média piijaly do svych tkani a ¢ast ze tkani naopak
vyloucily, pficemz piijem 1 exkrece neprobihaly soubéZzné ve stejném poméru, ale dochdzelo ke
stiidani. Jeden den byl vyssi pfijem, jeden den exkrece. Desaty den dosSlo k vyraznému snizeni
mnozstvi olova v médiu oproti pfedchozim dnlim.

Mezi koncentracemi Pb v médiu u skupiny Zivych tasemnic, ktera dostavala pouze olovo,
vetSinou nebyl statisticky vyznamny rozdil. Jedinou vyjimkou byla koncentrace olova, ktera byla
v médiu namétena 4. den kultivace a 9. den kultivace. Hodnota namétena ctvrty den byla viibec
nejvyssi a devaty den naopak nejnizsi. Kdyby tasemnice z média olovo pfijimaly a nevylucovaly jej

zpét, koncentrace naméfena v médiu ¢tvrty den by odpovidala tomu, Ze tasemnice pfijala 0,12 mg

69



Pb. Tato hodnota ale nemutze byt piesné uréena, protoze tasemnice olovo do média i vylucuji a neni
mozné odlisit, kolik olova bylo do média vylouceno a kolik bylo naopak pfijato. Stejné jako u
skupiny, které bylo ptidavano olovo a zlu¢ se i u téchto tasemnic stfidaly dny, ve kterych pfijaly
vice olova se dny, kdy vice olova vyloucily. MnozZstvi olova v médiu u této skupiny m¢lo tedy také
Vv prubehu pokusu kolisavy charakter a v porovnani s médii od tasemnic se zluc¢i bylo toto kolisani
pravidelng;si.

Koncentrace olova v médiu, ve kterém byly kultivovany devitalizované tasemnice, nebyly
méieny, takze neni mozné zjistit, kolik olova se po piitomnosti devitalizované tasemnice nachazelo
v médiu. Protoze ale ve tkdnich devitalizovanych tasemnic bylo olova naméfeno vyrazné vice nez u
zivych, koncentrace v médiu u devitalizovanych tasemnic musely byt fadové nizs§i nez u zivych

tasemnic.

7.4. Lokalizace olova ve tkanich tasemnice krysi

V piedkladané praci bylo zkoumano, do kterych casti strobily tasemnice H. diminuta je
pfevazné ukladano olovo a také dalsi prvky. Nejprve byla tasemnice rozdélena na dvé casti. Prvni,
piedni Cast byla slozena ze skolexu, kr¢ku a nezralych c¢lanki. Nezral¢ clanky rostou z krcku
smérem od skolexu ke konci strobily postupné narusta jejich zralost, takZze na konci strobily jsou jiz
¢lanky pln¢ zralé. Zralé ¢lanky tvotily druhou, zadni ¢ast.

Vétsina prvki (olovo, méd’, Zelezo a mangan) byla u v§ech skupin intenzivnéji akumulovana
vV predni ¢asti strobily tasemnice. V piipadé€, Ze bylo kadmium ve tkanich tasemnice detekovano,
také tento prvek vykazoval stejny trend. Tyto vysledky jsou v rozporu se studii Surese et al. (1997),
ve které bylo publikovano, Ze olovo a kadmium jsou akumulovany pfedevs§im ve zralych ¢lancich.
V jejich studii byly tedy tyto prvky akumulovany pfedev§im do zadni ¢asti strobily. Také v praci,
kterou publikovali Tenora et al. (2002), byl zdiiraznén vyznam zralych ¢lankd, jakozto akumulatord
olova a kadmia u tasemnic parazitujicich ve stievech vodnich ptaki.

Podle Pappas et al. (1999) jsou morfologické rozdily mezi zralymi a nezralymi ¢lanky
doprovazeny fyziologickymi a biochemickymi rozdily. Tyto rozdily potvrdili také Bennet et al.
(1993). Pappas et al. (1999) zkoumali piijem glukdzy a glykogenu a zjistili, Ze pfedni ¢ast strobily
H. diminuta je metabolicky vice aktivni nez zadni ¢ast. Tento fakt mohl zpisobit, ze v prednich
¢astech tasemnic v predkladané praci byly akumulovany vyssi koncentrace sledovanych prvki. Ke
stejnému vysledku dosli Sures et al (2000b), ktefi zkoumali akumulaci olova ve tkdnich samct a
samic vrtejsi Moniliformis moniliformis. V jejich studii byly nejvyssi koncentrace naméteny
v samicich vajickach, nasledovaly cementové Zlazy samct, ale nejvyssi koncentrace byly naméfeny
Vv piednich ¢astech téla vrtejsi.
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Woelfl et al. (2008) zjistili, Ze kratsi tasemnice akumuluji vyznamné vyssi hodnoty kovii nez
dlouhé tasemnice. Tyto vysledky mohou byt porovnatelné s vysledky v ptedkladané praci, protoze
mensi tasemnice nemaji na strobile tolik zralych ¢lankt jako del$i jedinci. Woelfl et al. (2008) také
zminili, Ze tento trend nebyl nalezen u zinku. V piedkladané praci byl zinek jedinym prvkem, pro
ktery byly vyssi koncentrace naméfeny v zadnich castech strobil tasemnic u kontrolni skupiny, i
kdyz tento rozdil nebyl statisticky vyznamny. Koncentrace zinku u skupin Dusi¢nan a Pistia byly
prokazatelné¢ vyssi v fednich Castech strobil tasemnic. Tyto vysledky naznacuji, Ze zinek je
akumulovan ptfedevsim do zralych ¢lankd H. diminuta v piipadé, ze tasemnice nepfijimaji zadny
rizikovy nebo esencidlni prvek ve zvySeném mnozstvi.

Riggs et al. (1987) zkoumali u tasemnic Bothriocephalus acheilognathi akumulaci selenu.
Pokud byly tasemnice v jejich pokusu exponovany nizkym hladinam selenu, pfedni a zadni cast
strobil akumulovaly stejné mnozstvi selenu. V piipadé, Ze byly tasemnice vystaveny vétSimu
mnozstvi selenu, tak byl tento prvek akumulovan do zralych ¢lanki. Tuto skute¢nost zdivodnili
tim, Ze zadni ¢lanky mohou obsahovat vyssi koncentrace selenu proto, Ze jsou exponovany déle.
Stejné odiivodnéni pouZili 1 Sures et al. (1997). OvSem nejstarsi a tedy nejdéle exponovanou ¢asti
téla tasemnic jsou jejich scolex a kréek. Oba tyto utvary se nachézeji v predni ¢asti a mohou tedy

vyznamné ovlivilovat mnozstvi prvkl v této ¢asti detekované.

7.4.1. Lokalizace olova pomoci laserové ablace

Pro ptesnéjsi lokalizaci olova ve tkanich tasemnic byly histologické fezy strobil H. diminuta
analyzovany pomoci laserové ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem. Piedkladana prace je prvni, ktera se zabyva mapovanim olova ve strobile parazita timto
zpiisobem. Pfitom zdjem o mapovani rozloZeni prvka v biologickych tkénich vzrista jiz od roku
2003, kdy bylo poprvé pouzito LA-ICP-MS k tomuto ucelu. Prvni praci, ve které byla pouzita tato
metoda, publikovali Kindness et al. (2003).

Nejcastéji jsou v riznych tkdnich mapovany esencidlni prvky (Becker et el., 2014). Rizikové
prvky byly mapovany pouze ve tkanich hostiteld H. diminuta, potkanti a mysi. Nejcast¢ji
mapovanou tkani jsou mozky (Becker, 2010; Shariatgorji et al., 2016; Zhang et al., 2016; Miiller et
al., 2018) a rozlozeni esencialnich prvki v nich. Bylo mapovano zelezo, zinek a méd’ v mozku mysi
(Zhang et al., 2016) nebo potkant (Miiller et al., 2018). Spole¢né s vyse uvedenymi prvky byly
mapovany jesté uhlik, sodik, hoi¢ik, fosfor, sira a mangan v mozku potkana (Becker, 2010). Stejné
prvky, kromé uhliku a siry, navic s vapnikem byly mapovany v mozku a ledvindch potkana

(Shariatgorji et al., 2016).
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Olovo bylo pomoci této metody mapovano v lidskych zubech (Arora et al., 2011; Hare et al.,
2011) a mozku (Zoriy et al., 2006; Dobrowolska et al., 2008; Matusch et al., 2011), v mozcich
potkant (Oros-Peusquens et al., 2011; Urgast et al., 2012), v¢el (Wang et al., 2013) a moiského
mékkyse vriatky sitované (Tritia reticulata) (Santos et al., 2009).

V predlozené praci vysledky ziskané laserovou ablaci potvrdily prvni ziskané vysledky o
lokalizaci olova, které jsou popsany vyse. Na vystupech ziskanych pfti laserové ablaci je totiz jasné
patrny trend poklesu olova v zadnich ¢astech strobily H. diminuta v porovnani s pfednimi.

Piedni Cast strobily obsahovala nejvyssi koncentrace olova. Na této ¢asti strobily tasemnice
je na nejvice mistech koncentrace olova okolo 6 mg/kg. Celkové je vice nez na 80 % plochy této
Gasti strobily obsah olova vy$§i nez 6 mg/kg. Cim vice smérem k predni ¢asti téla (na obrazku
smérem doprava), tim je olovo ve vyssi koncentraci. Na scolexu byla uprostied koncentrace olova
okolo 11 mg/kg, okolni ¢asti obsahovaly olova méné. Kréek tasemnice je velice tenky a tedy i
kiehky. Proto doslo pii pfipraveé feza k jeho poskozeni a k odtrzeni jeho ¢asti a tedy i k odtrzeni
scolexu. Je pravdépodobné, Ze koncentrace, kterd je na kr¢ku detekovana neodpovida realité a ze
pokud by k jeho poskozeni nedoslo, byla by koncentrace olova v oblastech kréku vyssi. Presto je na
predni ¢asti na nejveétsi plose ze vSech 3 obrazkii koncentrace olova nejvyssi namétena (11 — 12
mg/kg). Plocha s touto koncentraci zde zabira ptiblizné 30 % z celkové plochy. Na prostiedni ¢asti
byla tato koncentrace na méné nez 10 % plochy a na obrazku zadni ¢asti strobily zabirala plochu
jesté mensi. Koncentrace olova 11 — 12 mg/kg jsou na vSech obrazcich rozloZeny V jednotlivych
¢lancich nerovnomérné a v fad€é mist kopiruji okraje ¢lankli. Na obrdzku ptedni ¢asti strobily tento
jev patrny neni, protoZze nové ¢lanky obsahuji olova tolik, Ze je v nich vysoka koncentrace po celé
koncentrace olova okolo1l — 12 mg/kg pouze na jedné strané strobily tasemnice, pfi¢emz na druhé
stran¢ stejného ¢lanku je koncentrace do 6 mg/kg. I v téchto ¢lancich 1ze pozorovat, jak jednotlivé
koncentrace kopiruji tvar ¢lanka. Tento fakt naznacuje, Ze olovo neni do vnitinich struktur strobily
tasemnic vibec vstiebano. Je shromazdovano v tegumentu, ktery se nachdzi na povrchu téla
tasemnic (napf. Arai, 1980; Smyth et McManus, 1989). Tyto vysledky potvrdily skute¢nost, ze
olovo se v predni ¢asti strobily vyskytuje ve vyssi koncentraci diky vyssi metabolické aktivité této
casti.

Prostiedni ¢ast strobily H. diminuta obsahovala koncentrace olova niz$i nez piedni, ale vyssi
nez zadni. Nejvetsi plochu (vice nez 80 %) u ni zabiraji mista, ve kterych je olovo v mnozstvi
mens$im nez 6 mg/kg. Na jedné strané vétSiny ¢lanki je olova vice nez na strané druhé.

Zadni cast strobily H. diminuta obsahovala nejnizsi koncentrace olova. Z velké Casti byla

tvofena misty, kde nebylo olovo viibec naméfeno. Tato mista, spoleéné smisty, kde byly
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koncentrace Pb velice nizké (nizsi nez 3 mg/kg), tvofi na obrazku zadni ¢asti vice nez 50 % plochy.
Na obrazku prostfedni a predni Casti strobily mista s nulovou koncentraci nalezena nebyla.
Koncentrace okolo 3 mg/kg zabira na zadni ¢asti strobily pfiblizné 20 %. Na prostfedni ¢asti jsou
tyto koncentrace na cca 40 % plochy a na obrazku piedni ¢asti jsou na méné nez 5 % plochy.
Koncentrace okolo 4 — 5 mg/kg je na zadi ¢asti strobily na vice nez 40 % plochy, na prostiedni ¢asti
na pfiblizné¢ 50 % plochy a na pfedni casti méné nez na 10 % plochy. Na obrazku zadni Casti
strobily jsou vyssi koncentrace jen ve velmi malém mnozstvi. Koncentrace okolo 6 mg/kg jsou zde
ptiblizn¢ pouze na 5 % plochy a vyssi koncentrace potom jesté méné.

Tyto vysledky vSechny potvrzuji a graficky piehledné¢ dokresluji prvni zde popsané
vysledky o lokalizaci olova ve tkani tasemnice H. diminuta. V doposud publikovanych studiich o
akumulaci raznych prvki ve tkanich tasemnic byly pouzity nesourodé techniky, ze kterych se zddna
nezabyvala definovanim mist, do kterych jsou rizikové prvky akumulovany. V nékterych studiich
byly strobily tasemnic rozdéleny na jednotlivé ¢asti, v n€kterych byly analyzovany celé tasemnice,
ptipadné byly porovnavany rizné staré celé tasemnice. Porovnani mezi takto odliSnymi studiemi je
komplikované. Nejcastéji se stanovuji totalni obsahy rizikovych prvka ve strobilach celych jedinct
tasemnic. Jen malo studii se zabyvalo detailni lokalizaci rizikovych prvki ve tkanich paraziti. Ve
vétsiné doposud publikovanych praci na toto téma byly studovany organismy Zzijici ve vodnim
prostiedi, ve kterém se piijem, metabolismus i vyluovani rizikovych prvku hostiteli i jejich
parazity 1i§i od suchozemského. Piedkladané vysledky proto ptfedstavuji unikétni pohled na

lokalizaci olova ve strobile H. diminuta.
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8. Zavér

Predkladand prace je zaméfend na toXikologii olova ve tkanich tasemnice krysi
(Hymenolepis diminuta). Také se zabyva toxokinetikou tohoto prvku v hostitelsko/parazitickém
systému potkan/tasemnice krysi.

Diky unikatnimu in vitro experimentu bylo zjisténo, ze tasemnice H. diminuta je schopna
akumulovat olovo z kultiva¢niho média stejné jako ze stfeva definitivniho hostitele. Dale bylo diky
tomuto experimentu dokazano, ze proces akumulace olova do tkané H. diminuta je efektivnéjsi,
kdyz je v kultivatnim médiu pfitomna zlu¢. Olovo muze byt do tkani tasemnic akumulovano i
pasivné, kdyz tasemnice nezije. U Zivych tasemnic je ale proces akumulace olova fizen aktivné a
tasemnice H. diminuta je schopna tento prvek také aktivné ze svych tkani detoxifikovat.

Dalsi unikatni experiment byl proveden za uc¢elem lokalizace Pb ve tkanich tasemnice krysi.
Bylo zjisténo, Ze k akumulaci olova dochazi ptedevsim v piednich ¢astech strobil tasemnic. Tyto
¢asti strobil tasemnic obsahuji vyrazné vyssi koncentrace olova nez ¢asti zadni. Kromé olova byl
tento jev pozorovan také u Cd, Cu, Fe a Mn. Tyto vysledky byly ziskany pfi méteni koncentraci
pomoci ICP-OES. Detailn¢jsi mapovani bylo provedeno pomoci LA-ICP-MS na histologickych
fezech tkani tasemnic H. diminuta. I u téchto vysledktu bylo nejvice olova lokalizovano v ptedni
Casti strobily a byl pozorovan zietelny pokles smérem k zadni ¢asti strobily. Tyto vysledky také
ukazaly, ze olovo je akumulovano pouze v tegumentu tasemnic a ze nevstupuje do internich
struktur strobil tasemnic.

V predkladané praci jsou také uvetejnény komplexni vysledky toxikologie dvou odliSnych
forem olova v systému hostitel/parazit. Diky pouzitému metodickému postupu byl vyhodnocen
akumulaéni potencidl H. diminuta pro anorganické olovo ve form¢ dusi¢nanu olovnatého a pro
olovo vazané v biomase hyperakumulatoru olova, rostlin¢ babelce fezanovité (Pistia stratiotes).
Tyto dvé formy olova byly tasemnici pfijimany stejné¢ snadno. Do tkani tasemnic bylo
akumulovano vice olova neZ do tkani hostitele u obou sledovanych forem olova. Tim byl potvrzen
nazor, ze tato tasemnice je vhodny bioindikator olova v Zivotnim prostiedi. Olovo bylo vétSinou ve
vetsi mife akumulovano do tkani potkant, ktefi dostavali dusi¢nan olovnaty nez do tkdni potkanii,
ktefi dostavali Pb vazané v biomase P. stratiotes. Do tkani neparazitovanych potkani bylo
akumulovéano vice olova nez do tkdni parazitovanych, piestoze ,,ochranna“ funkce parazita vici
tkanim jeho hostitele nebyla v tomto sméru prokazana. V krvi potkani nebylo olovo tyden od
expozice detekovano. Olovo bylo u obou skupin vylucovdno vice vykaly nez moci. Vylucovani
bylo nejvyssi 24 hodin od expozice, poté klesalo a tyden od expozice jiz ve velké Casti vzorkl
nebylo detekovatelné. Potkani, ktefi dostavali olovo ve form¢ dusi¢nanu olovnatého, vylucovali
moci vice Pb nez potkani, ktefi dostavali olovo vazané v biomase P. stratiotes. Ve vykalech naopak
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vylucovali vice olova potkani, ktefi dostavali olovo vazané v rostlin¢ P. stratiotes. Parazitace
vétSinou neméla na mnozstvi vylou¢eného olova ptimy vliv.

Vysledky piredkladané v této praci prinesly zajimavé a unikatni poznatky tykajici se
toxikologie olova ve tkanich tohoto parazita i toxokinetiky tohoto prvku v hostitelsko/parazitickém
systému potkan/tasemnice krysi. Pouzita metodika in vitro experimentu je aplikovatelna také pro
dalsi parazity 1 dalsi rizikové prvky. Diky ni je mozné redukovat pocet laboratornich zvifat pro
toxikologické studie na gastrointestinalnich parazitech. Laserova ablace na mapovani rizikovych
prvkl ve tkanich paraziti byla pouzita poprvé a naznacuje zajimavé vysledky, které¢ by bylo dobré
rozsifit dal$imi analyzami. Naptiklad by méla byt provedena analyza pti¢nych fezii tkani parazita,

aby mohly byt zde publikované vysledky jasné potvrzeny.
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9. Seznam pouZitych zkratek

AAS — atomova absorp¢ni spektrometrie

ALAD - enzym dehydrogenaza kyseliny 6-aminolevulinové

BAL — dimercaprol, chelatacni ¢inidlo

BF — bioakumulac¢ni faktor

DMEM - Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium

EDTA — kyselina etylendiamintetraoctova

FAPPZ — fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroja
FBS — fetalni bovinni sérum

Gl — gastrointestinalni

GIT — gastrointestindlni trakt

HEPES — hydroxyethyl piperazin ethansulfonova kyselina

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
ICP-OES — optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
IgE — imunoglobulin E

IgG — imunoglobulin G

LA-ICP-MS — laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem

NS — nervovy systém

PenStrep — penicilin + streptomycin

PVC — polyvinylchlorid

RPMI — kultivaéni médium Roswell Park Memorial Institute
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