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Vliv helminta a tézkych kovii na produkci antioxida¢nich
enzymiu in vitro

Souhrn

Pti vyzkumu stfevnich helmintt bylo sledovano jejich vyrovnané souziti s hostitelskym
organismem navzdory faktu, Ze parazité obecné indukuji oxidacni stres hostitele. Mozné
vysvétleni zptsobu, jakym se parazité vypotradavaji s oxida¢nim stresem vyvolanym volnymi
radikaly, které produkuje hostitelsky organismus, se skryva v antioxida¢nim systému parazitti.
Ten zahrnuje pfedev§im enzymy (superoxid dismutaza, katalaza a dalsi), které se podileji

na inhibici kovem zprostfedkované tvorby volnych radikald.

Néktefi paraziticti helminti maji tedy schopnost usmériiovat antioxidaéni obranu svého
hostitele ve sviij prospéch. Pokud se helminti nachéazi v prostiedi s vyssi koncentraci tézkych
kovli, produkuje jejich imunitni systém medidtory, jejichz aktivita muize podporovat
obranyschopnost hostitelského organismu a chrénit jej tak pfed Skodlivymi uéinky riznych
toxickych prvka za ucelem zvyseni Sance na pieziti v kontaminovaném prostiedi. Prakticky
vSechny t€zké kovy jsou totiz ve vysSich koncentracich pro organismus toxické, protoze tvori
se slouc¢eninami obsahujicimi siru, kyslik, nebo dusik komplexy, které svymi u¢inky vedou

K bunétnym disfunkcim az bunééné smrti.

Kromé toho bylo také prokazéano, Ze nékteré druhy helminti jsou ve srovnani se svymi
hostitely schopny bioakumulace vysSich koncentraci toxickych prvki, ¢imz mohou byt uzitecni
1 jako bioindikatory zneciSténi prostiedi. S ohledem na akumulaci kovl se jako nejslibnéjsi
skupiny organismi ukazaly tasemnice a vrtejsi. Pikladem je zastupce Macracanthorhynchus
hirudinaceu, neboli Vrtej$ velky, u kterého bylo zjisténo, ze v porovnani s tkanémi hostitele

akumuluje ve svém téle az 160 krat vétsi koncentrace tézkych kovi.

Cilem prace bylo zpracovat ptrehledné review, zaméfené na produkci antioxidacnich
enzymi helminty a vliv téchto enzyml na oxidacni stres a imunitni systém hostitelského

organismu.

Klic¢ova slova: tasemnice, antioxidanty, kovy, oxida¢ni stres, volné radikaly, imunita



Effect of helmiths and heavy metals to the production of
antioxidant enzymes in vitro

Summary

Intestinal helminth research revealed their balanced coexistence with the host organism,
despite the fact that parasites in general induce oxidative stress of the host. A possible
explanation of how parasites deal with oxidative stress caused by free radicals that produce
the host organism is hidden in the antioxidant system of parasites. This includes enzymes
(superoxide dismutase, catalase and others) involved in the inhibition of metal-mediated free

radical formation.

Some parasitic helminths have the ability to direct their host's antioxidant defense
to their advantage. If helminths are found in an environment with higher concentrations
of heavy metals, their immune system produces mediators whose activity can support the host's
immune system and thus protect it from the harmful effects of various toxic elements in order
to increase the chance of survival in a contaminated environment. Virtually all heavy metals
are in higher concentrations toxic for the organism, because they form complexes containing
sulfur, oxygen or nitrogen complexes, which by their effects lead to cellular dysfunctions up to
cell death.

In addition, some types of helminths have been shown to be able to bioaccumulate
higher concentrations of toxic elements compared to their hosts, which may also be useful
in bioindication of environmental pollution. With regard to the accumulation of metals,
tapeworms and whippers were shown as the most promising groups of organisms. An example
is a Macracanthorhynchus hirudinate, that has been found to accumulate up to 160 times higher

heavy metal concentration in its body compared to host tissue.

The aim of this bachelor thesis was to prepare a comprehensive review focused on the
helminth production of antioxidant enzymes and the effect of these enzymes on the oxidative

stress and immune system of the host organism.

Keywords: tapeworm, antioxidants, metals, oxidative stress, free radikals, immunity
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1 Uvod

Navzdory tomu, ze paraziticti helminti indukuji oxidacni stres v hostitelskych
organismech bylo u stfevnich paraziti sledovano vyrovnané souziti mezi hostitelem
a parazitem. Moznym vysvétlenim tohoto jevu je antioxida¢nim systém parazitl, ktery mize
slouzit jako obranny mechanismus proti volnym radikalim generovanych hostitelskym
organismem. Antioxida¢ni systém helmint obsahuje fadu enzymatickych i neenzymatickych
antioxidant (Chiumiento a Bruschi, 2009). N¢které z téchto antioxidantt (katalaza, superoxid
dismutaza, vitamin E a dalsi) se podileji na antioxidacnich interakcich proti tvorbé kovem
zprostiedkovanych volnych radikali. (Chiumiento a Bruschi, 2009). Oxidac¢ni stres,
zprostiedkovany téZkymi kovy ma za nasledek rtizné poskozeni organismu, predevsim jater,
ledvin, centralni nervové soustavy a DNA (Valko a kol., 2006). Tézké kovy, jako je naptiklad
olovo, arzen a kudmium, maji k dispozici volné elektorony k vytvoreni kovaletnich vazeb, které
vznikaji piedev§im mezi toxickym kovem a sulfhydrylovou skupinou proteinl, coz vede
k jejich disfunkci (Ercal a kol., 2001). Nékteré druhy helmintd produkuji mediatory, kterymi
brani sviij 1 hostitelsky organismus pfi vystaveni Skodlivym a¢inkiim kovii. Zaroven tim zvySuji
své Sance na preziti v prostiedi se zvySenou koncentraci tézkych kovi (Akintunde a Oboh,
2015). V poslednich letech probéhla cela fada molekularnich zkoumani, pfi kterych se porafilo
objasnit mnoho interakci paraziti s hostitelskymi organismy, jak na fyziologické,
tak molekularni Grovni (Sures a kol., 2017). Hlavnim cilem helmintt, je pfezit v hostitelském
organismu tak dlouho, jak jen to je mozné. Proto si vyvinuli fadu slozitych mechanismd,
kterymi se, pomoci exprese riznych molekul, vyhybaji imunitnimu systému hostitelského
organismu (Pedn a kol., 2012). Obvykle tyto interakce vedou k negativnim dopadiim na zdravi
hostitele (Sures a kol., 2017). Avsak bylo prokazano, ze helminti mohou mit pro hostitelsky
organismus pozitivni dopad — néktefi helminti jsou schopni bioakumulace vys$sich koncentraci
toxickych prvki, nez jejich hostitel, ¢imz mohou slouzit i jako bioindikatory zneciténi prostiedi

(Sures a Siddall, 1999, Poulin, 1999).



2 Cil prace

Jsou-li t€Zké kovy piitomny v zivotnim prostfedi ve vysokych koncentracich, pak
gastrointestindlni parazité produkuji specifické slouceniny, které mohou mit pfiznivy vliv
na zdravi hostitelského organismu. Aktivita konkrétnich sloucenin, pfedevsim antioxidacnich
enzymul, mize podporovat hostitelské obranné schopnosti pied skodlivymi Gc€inky riznych

prvkl, a tim zvySovat Sanci pieziti hostitele v kontaminovaném prostiedi.

Cilem prace je zpracovani piehledného review, zaméfené¢ho na antioxidacni enzymy
produkované parazitickymi helminty a vliv téchto antioxidantli na oxidacni stres Vv hostitelském

organismu s vlivem na imunitu hostitele.



3 Literarni prehled

3.1 Oxida¢ni stres

Oxidacni stres byl definovan jako porucha rovnovahy mezi oxida¢nim a antioxidacnim
systétmem. Vysledkem této nerovnovahy je vznik volnych radikalt (Betteridge, 2000,
Havelkova, 2006). Volny radikal se charakteristicky stabilizuje ziskanim ¢i uvolnénim
elektronu. Tim dojde ke zméné struktury prvotni substance na volny radikal a nasledné proces
pokracuje dal, proto ma radikalové poskozeni obvykle podobu feté¢zové reakce. Reakce
je ukoncena piitomnosti takzvaného zhaSe¢e volnych radikald, nebo reakci dvou volnych
radikalli za soucasného vzniku stabilni molekuly. Béhem zivota jsou oxidaénimu stresu
vystaveny vsechny typy biomolekul (Havelkova, 2006, Platenik, 2009). A aby se zabranilo
oxida¢nimu stresu, bunky vytvafi zékladni antioxidac¢ni enzymy (napi. SOD, CAT, GPX

a dalsi), které detoxikuji ROS a opravuji jimi zplisobené Skody. Silny oxidaéni stres miliZze

v

3.1.1 Volné radikaly — reaktivni kyslikové a dusikové formy

Pojem volny radikal je z chemického hlediska molekula, kterd ma ve valencni sféte
neparové elektrony, tedy lichy pocet (Storz a Imlayt, 1999). Neparovy elektron, popiipadé
elektrony, obvykle dodavaji volnym radikalim na reaktivité. Mezi volné radikaly tfadime
napiiklad superoxidovy, hydroxylovy, peroxylovy, alkoxylovy a hydroperoxylovy radikal.
DalSimi radikély jsou oxid dusnaty a dusicity, které¢ fadime mezi dusikové radikaly (Fang
a kol., 2002). Vsechny tyto molekuly jsou schopny alespon kratkodobé samostatné existence
(Storz a Imlayt, 1999).

Volné radikaly tedy rozdélujeme na dvé zakladni formy - reaktivni kyslikové radikaly
(reactive oxygen species, ROS) a reaktivni dusikové radikaly (reactive nitrogen species, RNS).
Stru¢ny popis nékterych reaktivnich forem kysliku (ROS) viz. Tab. 1 (Sharma a kol., 2014).
Ob¢ dvé formy jsou produkty bunééného metabolismu (Valko a kol., 2007). ROS a RNS mohou
byt dale pfeménovany na jiné, neradikalové reaktivni, formy. Pfikladem je peroxid vodiku,
kyselina chlornd, kyselina bromn4, ozon a singletovy kyslik (Fang a kol., 2002). Nejdtlezité;si
skupinu volnych radikalt predstavuji ty odvozené od kysliku (Valko a kol., 2007).



Molekularni kyslik (O2) ma jedinecnou elektronovou konfiguraci a je sam o sob¢
radikalem (Miller a kol., 1990). Pfipojenim jednoho elektronu k molekularnimu kysliku
dochazi ke vzniku superoxidového radikalu. ROS jsou bézné produkovany aerobnim bunéénym
metabolismem, metabolismem arachidonové kyseliny a autooxidaci biologickych molekul.
Dal8i mozny vznik ROS je pii biotransformacnich procesech cizich latek, jako jsou toxiny,
drogy, nebo antibiotika. Ke zvySeni bunétné koncentrace ROS mize také dochazet
V konkrétnich podminkach zivotniho prostfedi. Piikladem takovych podminek je vystaveni
organismu ionizujicimu nebo UV zéfeni, dale pii vysokych koncentracich soli zeleza, vysokém
tlaku kysliku, ischemii nebo pfi epileptickych stavech (Chiumiento a Bruschi, 2009). ROS
mohou zptsobovat poskozeni vsech biologickych molekul. Tim dochazi k oxidaci proteind,
peroxidaci lipidi,, depolymeraci sacharidii a modifikacim DNA. Aby se zabranilo témto
destruk¢énim procesiim, u vSech aerobnich organismi doslo k vyvoji rozsédhlych antioxidacnich
systémi — enzymatickych i neenzymatickych. Pfedpoklada se, Ze antioxidacni enzymy jsou
nezbytné i pro parazitické organismy, jelikoz je chrani pred ROS, které jsou produkovany
makrofagy, neutrofily a eozinofily hostitelského organismu (Henkle-Diihrsen a Kampk®atter,
2001).

K nadprodukci RNS muze dojit in vivo u patologickych stavii spojenych se zanétlivymi
procesy, neurotoxicitou a ischemii. Nebo béhem nervového ptenosu aktivované¢ho skrze N-
methyl-D-asparat. Dilezitym faktem je, ze rizné RNS vykazuji zna¢né rozdily ve svych
schopnostech podilet se na fyziologické signalizaci (Klatt a Lamas, 2000). Hlavnim zdrojem
NO v burikach savct je enzymaticka oxidace L-argininu pomoci specifické NO-syntazy (NOS)
(Valko a kol., 2007). NO generované timto enzymem jsou vSudypfitomné signalni molekuly.
Tyto molekuly hraji dilezitou roli pfi regulaci kli€ovych funkci imunitniho, kardiovaskularniho

a nervového systému (Klatt a Lamas, 2000).



Tab. 1: Stru¢ny popis nékterych reaktivnich forem kysliku (ROS)

ZKkratka Slou¢enina Popis

O Superoxid Jednoelektronovy stav O»; vznikd v mnoha autooxidaénich reakcich; spise
nereaktivni forma, ale miize uvoltiovat Fe?* ze Zelezo-sirovych proteinti
a feritinu; vznika z néj spontanné, nebo enzymatickou cestou H-O: a je
prekurzorem pro kov-katalyzované «OH

H>0, Peroxid vodiku ~ Dvou-elektronovy redukovany stav; vznikd z Oz spontdnné,
¢i enzymatickou katalyzou, nebo piimou redukci z Oz; je rozpustny
V tucich, tedy schopny difizovat pfes membrany

*OH Hydroxylovy Tti-elektronovy redukovany stav; vznika Fentonovou reakei a rozkladem
radikal peroxynitritu; extrémné reaktivni
ROOH Hydroperoxid Vznika zreakce radikali s bunéénymi komponenty, jako jsou lipidy

a nukleové baze

*RO, *ROO Alkoxyl, Organické radikaly s centralnim kyslikem
peroxyl

HOCI Kyselina V tucich rozpustna, vysoce reaktivni kyselina; snadno oxiduje proteinové
chlorna slozky, v¢etné thiolové skupiny, amino skupiny a methioninu.

ONOO- Peroxynitrid Vznika rychlou reakci Oze @ NO¢; rozpustny v tucich, podobna reaktivita

jako kyselina chlorna

(Sharma a kol., 2014)



Superoxid (Oz¢)

Superoxid je na kysliku centrovany (Obr. 1), , vS§eobecné malo reaktivni ROS, puisobici
jako mirné reduk¢ni cinidlo (Greguska, 1997, Selkirk a kol., 1998). Superoxid je
produktem jednoelektronové redukce kysliku (O2) a je produkovan béhem bézného aerobniho
metabolismu. Pfedstavuje tak fyziologicky intracelularni metabolit (Cadenas a Davies,
2000). Superoxid je povazovan za ,primarni“ ROS, ktery dale mize reagovat s jinymi
molekulami a tak generovat ,,sekundarni“ ROS (Valko a kol., 2007). Jednim ze zdroji
superoxidu je wvnitini mitochondrialni membrana. Produkce superoxidu, prostfednictvim
NADPH dismutazy na membranové urovni, je zahajena ve specializovanych buikach
s fagocytickou funkci (makrofagy). Superoxid tak pfispiva k baktericidnim schopnostem
pfi fagocytdze (Greguska, 1997, Selkirk a kol., 1998).

O——O

Obr. 1: Superoxid

Hydroxylovy radikal (¢*OH)

Hydroxylovy radikal (Obr. 2) je neutralni forma hydroxidového iotnu (OH"). Vyznacuje
se vysokou reaktivitou, to z n&j déla zna¢né nebezpecny radikal s velmi kratkym polocasem
rozpadu in vivo — 107 s (Pastor a kol., 2000). Pokud dojde k jeho vytvofeni, je velmi §kodlivy
na misté vzniku, protoZze nemigruje mimo buiiku (Greguska, 1997, Selkirk a kol., 1998).
Hydroxylovy radikal vznika ze superoxidu a peroxidu vodiku. Reakce jsou katalyzovany ionem
kovu, nejcastgji Cu* a Fe?* (Platenik, 2009). Volny Fe?* se ddle mlize Gi¢astnit tzv. Fentovy

reakce, pii které vznika vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (Valko a kol., 2007).

H——O

Obr. 2: Hydroxylovy radikal



Peroxid vodiku (H202)

Peroxid vodiku (Obr. 3) vznika nejéastéji pti enzymatickych reakcich. Enzymy, dulezité
pro tyto reakce, nalezneme v mikrozomech, peroxizomech a mitochondriich. Déle peroxid
vodiku vznikd redukei superoxidu prostfednictvim SOD, a tim znacné pfispiva ke snizeni
oxidaCnich reakci. Peroxid vodiku pomalu reagujes organickymi substancemi, cozmu
umoziuje putovat v biologickych systémech na zna¢né velké vzdalenosti. V neionizovaném
stavu snadno prochdzi ptes lipidové vrstvy, kde muze inaktivovatcelou fadu funkénich
proteini. Nejvétsi vyznam peroxidu vodiku, v souvislosti s oxida¢nim poskozenim, nespociva
ve vnitini chemické reaktivité, ale jako zdroji vice reaktivnich forem ROS, jako je naptiklad

hydroxylovy radikal (Selkirk a kol., 1998).

oO—oO

Obr. 3: Peroxid vodiku

Oxid dusnaty (NOe)

Oxid dusnaty (Obr. 4) je mala molekula, obsahujici jeden neparovy elektron (Valko
akol.,, 2007). Predstavuje hlavni RNS, produkovany neutrofily a makrofagy, pomoci
dvoustupiiové reakce L-argininu (Obr. 5). Reakce je katalyzovana pisobenim syntazy oxidu
dusnatého (NOS), ale i bez jejiho vlivu, a to prostiednictvim superoxidu (Sorci a Faivre, 2009).
Oxid dusnaty je hojny reaktivni radikal, ktery ptisobi jako dulezita biologicka signalni molekula
v Siroké Skale rliznych fyziologickych procest — transmise, regulace krevniho tlaku, relaxace
hladkého svalstva a imunitni regulace (Bergendi a kol., 1999). Ve vodném prostiedi ma oxid
dusnaty polocas rozpadu pouze nékolik sekund, vétsi stabilitu ma v prostiedi s nizsi koncentraci
kysliku. Protoze je rozpustny ve vodnych a lipidovych mediich, snadno pronika difuzi skrz
cytoplazmu a plazmatickou membranu. V extraceluldrnim prostfedi reaguje oxid dusnaty

s kyslikem a vodou, za vzniku dusi¢nanti a dusitanovych anionti. Nadprodukce RNS vede



k tzv. dusikovému stresu, ktery mize zpusobovatnitrosylaci, ktera muze zpusobovat

zmény struktury proteind a tak inhibovat jejich bézné funkce (Valko a kol., 2007).

N O

Obr. 4: Oxid dusnaty

HN\ NHp HO—N\ NH,
NH NH
+NADPH + H'+ 0, —> + NADP" + H,0
oH OoH
HoN || HoN
! |
L-arginin N-hydroxy-L-arginin
HO—N\ NH, o\ NH,
NH NH
+0,+0,5 (NADPH +H") —>= +0,5 (NADP* + H,0 + N=0
OH OH
HoN ” H,N ”
© (o]
N-hydroxy-L-arginin L-citrulin

Obr. 5: Syntéza oxidu dusnatého — dvoustupiiova reakce L-argininu



3.2 Antioxidac¢ni systém

U bunék savet doslo k vyvinuti fady antioxida¢nich systémi (Chiumiento a Bruschi,
2009). Antioxidanty Ize definovat jako latky, které se pfimo podileji na vyvazovani ROS. Nebo
pusobi nepfimo a reguluji antioxida¢ni obranu nebo inhibici ROS (Khlebnikov a kol., 2007).
Antioxidanty mohou byt endogenni ¢i exogenni (napt. soucéast stravy). Endogenni antioxidanty
hraji klicovou roli pfi zachovani optimalnich bunéénych funkci, a tim systémového zdravi.
Antioxidacni aktivita mize byt ucinna riiznymi zpisoby. Prostiednictvim synergie s jinymi
antioxidanty — inhibice volnych radikalt, pferuseni autooxidace fetézové reakce a zhaseni
singletového kysliku. A dalSim zplGsobem jako inhibitory pro-oxidacnich enzymu.
Antioxidacni systém je rozd€len na dvé hlavni skupiny — enzymatické a neenzymatické

antioxidanty (Rahman, 2007).

Enzymatické antioxidanty funguji ve dvou rtiznych obrannych liniich — primarni
a sekundarni (Carocho a Ferreira, 2013). Enzymy, jako je SOD, CAT a GPX, pifedstavuji prvni
linii pfi omezovani Skod zptisobenych volnymi radikdly v misté fosfolipidovych membran
a biologickych makromolekul (Rahman, 2007). Avsak tyto enzymy nezarucuji kompletni
obranny Ucinek, proti oxidaénimu posSkozeni organismu. Protoze fada produktl jejich vlastni
katalytické aktivity je vysoce reaktivnich. Z tohoto divodu bunky nevyuZzivaji pouze
enzymatické ochrany, ale i dalSich antioxida¢nich systémi, které jsou schopny zachytit
elektrony v pribéhu vzniku radikald (Chiumiento a Bruschi, 2009). Enzymaticky
antioxida¢ni systém byl objeven in vitro i u celé fady parazitickych hlistic (napf. PRX, ktery
ma zasluhu na odstranéni peroxidu vodiku). Objev tohoto enzymového systému piedstavuje
vyznamny pokrok smérem k pochopeni, jak se parazitické hlistice vyporadavaji s oxidacnim

stresem (Henkle-Diihrsen a Kampkdétter, 2001).

Neenzymatické antioxidanty zahrnuji vitamin E a C, thiolové antioxidanty (GSH,
thioredoxin a lipoovou kyselinu), melatonin, karotenoidy, flavonoidy a dalsi slouceniny (Sies

a kol., 2005).



3.2.1 Neenzymatické antioxidanty
Vitamin E

V tucich rozpustny vitamin E, existuje v osmi riznych formach. U lidi je o-
tokoferol nejaktivnéj$i formou a je hlavnim membranové vazanym antioxidantem (Hensley
a kol., 2004). Hlavni funkci vitaminu E je ochrana proti peroxidaci lipida (Pryor, 2000),
pii které a-tokoferol a kyselina askorbova funguji spole¢né. V pribéhu antioxida¢ni reakce
je a-tokoferol pfeveden na a-tokoferolovy radikal tim, ze odstépi vodik, ktery nasledné ptijme
lipid, nebo lipido-peroxylovy radikal. a-tokoferolovy radikal muze byt pieveden na puvodni a-

tokoferolovou formu pomoci kyseliny askorbové (Sies a kol., 2005).

Vitamin C (kyselina askorbova)

Vitamin C je dillezity a vykonny ve vodé rozpustny antioxidant. Primarné spolupracuje
s antioxidanty jako je vitamin E, pro ktery je dulezity k regeneraci a-tokoferolu v membranach
a lipoproteinech. Dale vitamin C kooperuje s karotenoidy a antioxida¢nimi enzymy (Sies
a kol., 2005). Je znamo, ze vitamin C chrani membrany proti oxidaci a ma pro-oxidaéni u¢inek.
2006). Krom¢ svych antioxida¢nich ucinkd, ma vitamin C dalezitou roli i na molekularni
urovni. Pasobi jako kofaktor pro dopamin B-hydroxylasy, ovliviluje koncentrace
neurotransmiteru, zlepSuje degradaci lysozomalnich bilkovin a zprosttedkovava piijem

glutamatu (Sanchez-Moreno a kol., 2003).

Thiolové antioxidanty — Glutation (GSH)

vvvvvv

regulator intracelularni homeostazy. Je pfitomen ve vSech typech bun¢k. GSH existuje jak
v redukovanych, tak oxidovanych forméach. Za normalnich redoxnich podminek je vétSina
GSH v buice v redukované formé. GSH se v bunkach nachazi v jadru, endoplazmatickém
retikulu a mitochondriich. GSH mutze byt krom¢ volnych forem také kovalentné
vazanna proteiny, prostfednictvim procesu zvaného glutationylace. A tak regulovat jejich

funkci, nebo plsobit jako koenzym v antioxidacnim enzymovém systému. GSH mtize také
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piimo vychytavat volné radikaly, elektrofilni xenobiotika, nebo miize slouzit jako substrat
pro GPX a GST. Glutation-S-transferasa (GST) patii do skupiny cytosolovych rozpustnych
enzymil, které detoxifikuji cizorodé toxické latky (Chiumiento a Bruschi, 2009).

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine)

Ma mnoho ucinkd na Siroké spektrum fyziopatologickych funkci. Jednou z hlavnich funkci
melatoninu je vazba volnych radikdli v metabolismu kysliku, ¢imz potencidlné chrani

organismus pred radikalovym poskozenim DNA, proteinii a membran (Rahimi a kol., 2005).

Karotenoidy

Karotenoidy jsou pifedev§im barevné pigmenty piitomné v  rostlinach
a mikroorganismech. Karotenoidy obsahuji konjugované dvojné vazby a jejich antioxidacni
aktivita vznika v dusledku schopnosti delokalizace neparovych elektrontt (Mortensen a kol.,
2001). To je dale zodpovédné za schopnost karotenoidii uhasit singletovy kyslik bez degradace
ataké za chemickou reaktivitu karotenoida s volnymi radikaly (Stahl a Sies, 2003). Duilezitymi
faktory v ucinnosti karotenoidii jako antioxidantl je jejich koncentrace a parcidlni tlak
kysliku. Karotenoidy, zejména pak B-karoten vykazuje antioxidacni vlastnosti pfi nizkém
parcialnim tlaku kysliku (Rahman, 2007). Epidemiologické studie odhalily, ze zvysena
konzumace stravy bohaté na karotenoidy je v korelaci se sniZenym rizikem onemocnéni, ktera

souviseji s vékem (Mortensen a kol., 2001).

Rostlinné fenolové slouceniny — Flavonoidy

Flavonoidy jsou rozsahld skupina nizkomolekularnich vSudypfitomnych sekundéarnich
rostlinnych metabolitt, které jsou nedilnou soucasti lidské stravy (Rahman, 2007). Flavonoidy
jsou benzo- y-pyron derivaty, sestavajici se z fenolovych a pyranovych kruhi (Schroeter a kol.,
2002). V molekule obsahuji dva benzenové kruhy, které spojuje tiiuhlikovy fetézec, ten je

u vétsiny flavonoidii soucasti pyranového kruhu. VSechny tyto tfi kruhy byvaji bézné
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substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami. A pouze stupenn substituce
a oxidace rozliSuje jednotlivé derivaty (Velisek, 2002). V potravinach jsou flavonoidy
ptitomny pfedevsim ve formé glykosidi a polymert (Rahman, 2007). Biologické vlastnosti
flavonoidl jsou urceny rozsahem, povahou a polohou substituentt, a poc¢tem hydroxylovych
skupin (Schroeter a kol., 2002). Tyto faktory také urcuji, zda se jedna o flavonoid pisobici jako
antioxidant, nebo jako modulator enzymové aktivity, nebo zda ma antimutagenni nebo
cytotoxické ulinky. AvSak nejcastéji uvadénym tucinkem flavonoidi je zabranovani
oxida¢nimu stresu. Jsou tedy schopny vychytdvat peroxylové radikdly a jsou uéinnymi
inhibitory peroxidace lipidi. Také mohou tvofit chelaty s redoxné aktivnimi kovy, a tim
zabranit katalytickému rozkladu peroxidu vodiku (Rahman, 2007). Nicméné, za urcitych
podminek se flavonoid miize projevit jako prooxidant, coz je pfimo imérné celkovému poctu

hydroxylovych skupin (Cao a kol., 1997).

3.2.2 Enzymatické antioxidanty
Superoxid dismutaza (SOD)

SOD je enzym, katalyzujici superoxidové radikaly na peroxid vodiku a kyslik. Peroxid
zdrojem reaktivngjSich forem ROS. Z tohoto diivodu SOD nejsou prospesné, chybi-li systém
pro odstranéni peroxidu vodiku. Enzymaticky systém, ktery se vypoifada s timto ROS, byl
prokazan in vitro u parazitickych hlistic (Henkle-Diihrsen a Kampkétter, 2001). SOD se
nachazi v mitochondriich, cytosolu, ale i v extracelularnim prostfedi. Enzymaticka aktivita
SOD je ovlivnéna ptitomnosti ionl v aktivnim misté plsobeni. Pomoci médi a zinku pro
bunéénou a extracelularni SOD. A pomoci manganu pro mitochondrialni SOD (Chiumiento

a Bruschi, 2009). U eukaryotickych organismi existuji tedy tfi typy SOD:

¢ bunécni CuZn SOD (C-CuZn SOD)
e extracelularni CuZn SOD (EC-CuZn SOD)
e mitochondrialni Mn SOD

Cytoplazmaticka C-CuZn SOD je dimer, slozeny ze dvou identickych podjednotek,
Z nichz kazda z nich obsahuje atom médi a zinku. Je Siroce distribuovana v cytosolu bunky

a Vv buné¢ném jadre, ale zcela chybi v mitochondriich (Chiumiento a Bruschi, 2009).
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Mitochondrialni Mn SOD je tetramerni protein, kodovany v jadfe, syntetizovany

v cytosolu a importovany do matrixu mitochondrii (Henkle-Diihrsen a Kampkétter, 2001).

Extracelularni EC-CuZn SOD je tetramerni glykoprotein, slozeny ze Ctyf totoznych
podjednotek. Kazda z podjednotka obsahuje atom médi a zinku. Extracelularni SOD se nachézi

vné bungk (v plazmé), v lymfé a mozkomisnim moku (Adachi a Marklund, 1989).

Katalaza (CAT)

Enzym CAT se nachazi v peroxizomech a cytosolu bunék. CAT katalyzuje rozklad
peroxidu vodiku na molekularni kyslik a vodu (Sies a kol., 2005). Trojrozmérna struktura CAT
byla definovana jako tetramer, sloZzeny ze Ctyf podjenotek, z nichz kazd4 obsahuje hematin
jako prostetickou skupinu (Henkle-Diihrsen a Kampkotter, 2001). Nekteré CAT jsou schopné
vazat NADPH. Predpoklada se, ze divodem téchto vazeb je zamezeni tvorby Slouceniny IL.,

ktera je neaktivni. Ale mechanizmus, kterym reakce probiha, je zatim nejasny (Chelikani a kol.,

2004).

Glutation peroxidaza (GPX)

Existuji tfi druhy, selen obsahujici, GPX — cytosolova (C-GPX), fosfolipido-peroxidova
(PH-GPX) a extracelularni (P-GPX) (Henkle-Diihrsen a Kampkétter, 2001). Tyto enzymy
katalyzuji v podstaté stejné reakce, rozdilné jsou jejich struktury a lokalizace (Brigelius-Flohé,
1999). GPX enzymy katalyzuji, prostfednictvim oxidace GSH, redukci peroxidu vodiku
a alkylhydroperoxidu. Dale GPX snizuje koncentrace celé fady organickych hydroperoxida.

Cytosolova C-CPX je lokalizovana, jak uz nazev napovida, v cytosolu bun¢k a matrixu
mitochondrii. C-CPX nemtize pusobit pfimo na hydroperoxidy, které jsou esterifikované
ve fosfolipidech. Nejprve vyZzaduje aktivitu fosfolipdzy A2, aby doSlo k uvolnéni
hydroperoxidu mastné kyseliny. Na rozdil od PH-GPX miZze komunikovat piimo
s peroxidovanymi lipidy, které jsou esterifikované ve fosfolipidech a integrované v membrang.
S peroxidem vodiku reaguji jen v mensi mite (Ursini a kol., 1985, Brigelius-Floh¢ a kol., 1994).

Dalsim typem je P-GPX, je syntetizovana v plazmé a jatrech a reaguje s fosfolipidovymi
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hydroperoxidy, stejné jako s peroxidem vodiku a alkyhydroperoxidy (Henkle-Diihrsen
a Kampkotter, 2001).

Peroxiredoxin (PRX)

Tato skupina PRX enzymu zahrnuje 1-Cys a 2-Cys peroxidazy. Bylo prokazano, Ze
PRX katalyzuji redukci peroxidu vodiku na vodu aalkylhydroperoxidina odpovidajici
alkoholy. PRX jsou odlisné od jinych peroxidaz v tom, ze nemaji kofaktory, jako jsou napiiklad
kovy nebo protetické skupiny (Henkle-Diihrsen a Kampkotter, 2001). Thioredoxin peroxidazy
(TPX) jsou ze skupiny 2-Cys PRX, u kterych bylo prokazano, ze redukuji peroxid vodiku
za soucasného vyuZiti elektront z thioredoxniho systému. PRX ze skupiny 1-Cys jsou schopné
snizit peroxidy v pfitomnosti malého thiolu, jako je naptiklad dithiothreitol (DDT) (Seo a kol.,
2000). PRX ovliviuji fadu bunéénych procesi, které jsou citlivé na koncentraci ROS. Bylo
prokazano, ze PRX eliminuji potencialné Skodlivé ROS. Déale mohou hrat dilezitou roli pti
signalni transdukci a genové expresi, v disledku zmén koncentraci ROS (Henkle-Diihrsen
a Kampkaétter, 2001).

v

PRX prezentuji 0,2 — 0,4 % celkovych rozpustnych proteind, coz ¢ini z PRX nejhojnéjsi
skupinu antioxida¢nich enzymi v cytosolu vétSiny tkani. PRX enzymy byly objeveny i v celém
zivotnim cyklu parazitickych hlistic. Kde jsou aktivni jak pfi feSeni vnitiniho, tak i vnéj$iho

oxidac¢niho stresu (Rhee a kol., 1999).

3.3 Paraziti¢ti helminti

Helminti jsou bivalentné soumérné mnohobunééné organismy. Jedna se o velmi
riznorodou skupinu zivoc€ichi, s velmi variabilnim ontogenetickym vyvojem. Do skupiny
helminti fadime zastupce neodermatnich platyhelminti (Trematoda, Cestoda, Monogenea),

hlistic (Nematoda) a vrtejsii (Acanthocephala).

Helminti béhem svého vyvoje vyuzivaji jednoho, ¢i vice hostitelti a prochazi riznym
poctem morfologicky odlisSnych larvalnich stadii, vyuzivajicich nékolik typa hostitele.
V definitivnim hostiteli dochédzi k pohlavnimu dospivani a nasledné sexudlni reprodukci

helmintt (Volf a Hordk, 2007).
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3.3.1 Kmen Plosténci (Platyhelminthes)
Trida Motolice (Trematoda)

Odhaduje se, ze trida Motolic obsahuje vice nez 20 tisic druhd. Motolice jsou rozdéleny
do dvou podtiid (Digenea, Aspidogastrea), téméf vSechny motolice jsou parazité mekkysa
a obratlovct. VSechny druhy jsou endoparazité, piezivajici ve zluCovych cestach, zazivacim

traktu, nebo cévnim systému kone¢ného hostitele (Chiumiento a Bruschi, 2009).

Velikost vétSiny helminti tfidy Trematoda se pohybuje do nékolika milimetrii. AvSak
existuji 1 vyjimky, které maji az n€kolik metrti (¢eled’ Didymozoidea). T¢lo maji Trematoda
dorzoventraln¢ zplostélé, kopinatého ¢i ovalného tvaru, s jednou ¢i vice piisavkami, které maji
predevsim ptichycovaci funkci. U nékterych zastupct vSak piisavky mohou byt nahrazeny

jinymi strukturami (Volf a kol., 2007).

Trida Tasemnice (Cestoda)

U tasemnic se jedna o tfidu obligatnich parazitl ve stfevech obratlovci (Shuker, 2001).
Skupina ma ptes 5000 znamych druhG tasemnic, az na par vyjimek jde o parazity
s vicehostitelskym zivotnim cyklem. Z medicinského hlediska muize jit o zavazné patogeny, a

to predevSim ve stadiu larev napadajicich obratlovce.

T¢lo tasemnici je rozdéleno na skolex (hlavicku) a segmentovanou strobilu (t€lo).
Vyznamnym taxonomickym znakem jsou néapadné piichycovaci organy, které najdeme
na skolexu. Strobila tasemnic je tvofena samostatnymi reprodukcénimi jednotkami, které
ptfedstavuji clanky (proglotidy). Tasemnice mohou mit télo neclankované (monozoické), tedy
tvofené jednim ¢lankem. Nebo jejich télo mize byt tvoieno vice ¢lanky (polyzoické) (Volf
a kol., 2007). Je zajimavé, ze tasemnicim chybi vSechny ¢asti zaZzivaciho systému. Misto toho

vyuzivaji zivin svého hostitele, které absorbuji celym povrchem téla (Shuker, 2001).

Trida Jednorodi (Monogenea)

Ttida Monogenea, nebo také v ¢estiné oznacovana jako zabrohlisti. Jedna se o parazity
s vysokou specifitou k druhu hostitele i organové lokalizaci. Nejcastéji vSak parazituji
na rybach, pro kter¢é mohou byt nebezpecnymi patogeny. Monogenea je kosmopolitné

roz§ifena skupina, ktera zahrnuje ptes 5000 druhi (Volf a kol., 2007). Ttida Monogenea se
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vyznacuje tim, Ze vétSina jejich Clent jsou ektoparazité, tedy Ze ziji na vnéjsi strané organa
svého hostitele (nejcastéji kuize a zabry) (Shuker, 2001). AvSak mezi nimi lze najit jedince, ktefi

jsou endoparazité (napft. kloaka obojzivelnikd, stfevo ryb apod.).

Jedna se o helminty velmi malych rozméru (0,03 az 20 mm). Pro klasifikaci mezi
jednotlivymi taxony slouzi opisthaptor. Jedna se o vyrazny piichycovaci organ, ktery
se nachdazi v zadni ¢asti téla dospélych jedinct. DalSim vyraznym poznévacim rysem mohou
byt typicka vyusténi hlavovych Zlaz. Sekrety z nich napomahaji prichyceni na hostitele (Volf
a kol., 2007).

3.3.2  Kmen Hlistice (Nematoda)

Hlistice jsou kmenem, u kterého bylo rozpoznano a popsano ptes 20 tisic druhd,
coz z nich d¢€la jednu z nejpocetnéjsich a nejrozsitengjsich skupin zivocicht. Jedna se o parazity
obratlovctl, bezobratlych a rostlin, pficemz spousta jedincl Zije i volnym zplsobem Zivota.
U nékterych druhii dochazi ke stfidani parazitujicich a volné Zzijicich generaci. Parazitické

hlistice obratlovct nejcastéji nalezneme v travicim traktu.

Velikost a délka téla je u hlistic riznoroda (Volf a kol., 2007). Nejmensi hlistice jsou
mikroskopickych rozméri, jiné druhy dosahuji pfes metr délky (Shuker, 2001). Typickym
rysem téla hlistic je jeho kruhovy pritez (Volf a kol., 2007).

3.3.3 Kmen Vrtejsi (Acanthocephala)

Acanthocephala, neboli vrtejsi, patii mezi pseudocoelni organismy rozsitené po celém
svété. U tohoto kmene bylo objeveno a popsano asi 1100 druht (Volf a kol., 2007). Vrtejsi
v dospélosti parazituji vyhradné¢ v tenkém stiev€é obratlovcli. NejcastéjSim konecnym
hostitelem byvaji ryby a ptaci. Vrtejs$i nemaji, stejné jako tasemnice, travici soustavu. Vyziva

je tedy zajistovana piijmem Zivin celym povrchem téla.

Dospéli jedinci maji valcovité télo, o délce od 1 mm do vice nez 60 cm (Shuker, 2001).
T¢lo vrtejsi délime do dvou ¢ésti — predni cast (praesoma) a zadni Cast (metasoma). Piedni ¢ast
zahrnuje predevsim chobotek, ktery slouzi k pfichyceni vrtejst ve stieve hostitele. V zadni ¢asti

se nachazi predevsim reprodukéni organy (Volf a kol., 2007).
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3.4 Imunitni obrana a mezidruhové interakce

Imunitni obrana mize byt vnimana jako jeden z nejvice sofistikovanych produktii
mezidruhovych interakci. Je vysledkem ¢astych a dlouhych "zavodu ve zbrojeni" mezi hostiteli
a parazity. V disledku toho hostitelé vyvinuli komplexni strategie, aby se zabranilo negativnim
ucinklim parazitl, a parazité si vyvinuli mnoho adaptivnich odpovédi, jak odolavat a vyhnout
se obran¢ hostitele (Medzhitov a Janeway, 1997). Schopnost sebeobrany existuje jak
U jednobunéénych organismii, které mohou produkovat mikrobicidni molekuly, tak
u obratlovct, kde dosahuje vysoké slozitosti. Ti vlastni Sirokou Skalu efektort, které se

vyporadavaji s patogennimi vetielci (Sorci a Faivre, 2009).

Imunitni systém Ize rozdélit do dvou mechanismil — nespecificka (pfirozend) a specificka
(ziskand) imunita (Obr. 6). Mezi krvi a tkdnémi dochazi ke stalé migraci molekul a bunck
imunitniho systému. Pfirozend imunitni odpovéd’ je v prvni linii obranného mechanismu
organismu. Proti antigenim plsobi velmi rychle avSak nespecificky. Oproti tomu ziskana
imunita, kterou tvoti T-lymfocyty a B-lymfocyty, ptisobi proti konkrétnim antigeniim, tato

odezva je vSak podstatn¢ pomalejsi (Hotejsi a Bartinkova, 2009, Ferencik a kol., 2009).

Vrozens Imunita Ziskand imunita
Rych'a odpovéa Pomald ocpovd

Dendritické buficy

et 9;\“0(: A sy
\\ 2Zirné budicy / “‘m ©\ T-lymfocyty
' / '\

NK bu‘\kv.':'_'o 4 7\
L - N
@ Bazofily i
Komplement
7, Eosinofily

Ve Co8+
T-lymfocyty T-lymfocyty

Neutrofily

Obr. 6: Slozky imunitniho systému (upraveno dle Drahoff, 2004)
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Imunitni odpoveéd’ organismu rozdélujeme do dvou typti — Th1 a Th2. Prvni typ ovliviluje
predevsim odpoveéd bunék. Thl je namifena proti vnitrobuné¢nym patogeniim, protoze brani
jejich pronikani a naslednému rozmnozovani. Produkty Thl odpovédi jsou nejcastéji —
interleukyny (IL-2 a IL-12) a cytokin interferon gamma (INF-y). Tyto latky brani
vnitrobunéénym patogentim pronikani a rozmnozovani. Th2 odpovéd patii do mechanismu
specifické imunity, kterd je zacilena na ochranu mezibunécnych prostor pifed parazity,

toxickymi latkami a bakteriemi (Jilek, 2008).

3.4.1 Bunécné slozky nespecifické imunity

Makrofagy

Makrofagy jsou buiikkami sobrannymi funkcemi, patfici do nespecifické
imunity (Obr. 6). Jejich nejdilezitéjsi funkei je fagocytoza odumielych bunék. Makrofagy
jsou v riznych tkanich popsany pod rozdilnymi nazvy — mikroglia (v mozku), Kupfferovy
buiky (v jatrech), Langerhansovy bunky (v kazi) osteoklasty (v kiizi). Z monocytd,
cirkulujicich v hojné mite v krvi, pochazi zna¢na Cast tkanovych makrofagh (Jilek, 2014).
Prozéanétlivy cytokin INF-y je vyznamnou slouceninou, ktera je produkovana makrofagy
pfi boji proti helmintézdm (Toman, 2009). Makrofagy mohou byt polarizovany do dvou
odlisnych fenotypti (M1 a M2): M1 — klasicky indukovany Thl cytokiny; M2 — alternativné
aktivované makrofagy (klasifikované jako M2a, M2b, M2c a M2d) a vyvolané Th2 cytokiny
(Mosser a Edwards, 2008). M1 dale produkuji signalni proteiny, zvané cytokiny. Prozanétlivé

cytokiny jako IL-1 a IL-12, posouvaji imunitni reakci smérem k Th1l (Edwards a kol., 2006).

Granulocyty

Do nespecifické imunity patii i granulocyty, které délime do tii skupin — neutrofily,
eozinofily a bazofily (Obr. 7). Granulocyty se vyviji v kostni dfeni a nasledné zralé cestuji
krevnim ob&hem. Nejvyssi obsah neutrofilti se nachazi v krvi, kterou putuji k mistu zanétu, kde
pohlcuji nezadouci mikroorganismy (Horejsi a Bartunkova, 2009). Mikroorganisma se zbavuji
dvoji rozdilnou cestou — oxidativni nebo neoxidativni. Oxidativni cestou je takzvané respiracni
vzplanuti, pfi kterém dochdzi ke kratkodobému zvySeni spotteby kysliku. Pfi neoxidativni
cest¢ dochazi Kk uvoliiovani enzymu a spoteba kysliku se nijak neméni. Bazofily, se aktivné

ucastni obrany proti parazitarnim helmintézam, dale dokézi pohltit bakterie a indukovat
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zanéctlivé reakce. Posledni typ granulocytii, eozinofily, maji schopnost zabijet parazitické

organismy pomoci vlastnich toxickych kyslikovych metaboliti (Toman, 2009).

Obr. 7: Neutrofil, eozinofil, bazofil(upraveno dle transferfaktory.ru)

NK-burky

schopny rozpoznavat pomoci exprese MHC gp. I. Nékteré viry a nddorové buriky jsou schopny
potlacit expresi MHC gp. L., a tak se branit napadeni aktivovanymi cytotoxickymi T-lymfocyty.
Dalsi jejich funkcei je likvidace paraziti a nadorovych buné¢k (Ferencik, 2005). Aktivované NK-
bunky produkuji chemokiny a cytokiny (INF-y a TNF- ), receptory pro INF-y a TNF- 3 se
nachézi na povrchu NK-bunék. Podle téchto receptorii je mozné NK-bunky identifikovat

(Kopecky a Kopecky, 2009).

Obr. 8: NK-buriky (upraveno dle study.com)

Dendritické bunky

vvvvvv

ktery tvori dilezitou roli v adaptivnim imunitnim systému. Pouze dendritické bunky maji
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schopnost indukovat primarni imunitni odpovédi u neaktivnich nebo klidovych T-lymfocytt.
Produkty dendritickych bunék — cytokiny, spolu s dalsimi faktory, pomahaji udrzovat jejich
imunitni pamét. Samotné dendritické buinky jsou povazovany za spojovaci ¢lanek mezi
specifickou a nespecifickou imunitni odpovédi bundk (Sterzl a kol., 2005, Hofejsi
a Barttinkova, 2009).
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Obr. 9: Dendritické bunky (upraveno dle washington.edu)

3.4.2 Humoralni sloZKky nespecifické imunity

Cytokiny

Cytokiny jsou produkovéany buiikami imunitniho systému. Jedna se o signalni molekuly
bilkovinné povahy, jejichz hlavnim tkolem je pifedavani informaci mezi jednotlivymi buitkami
(Toman, 2009). Cytokiny piisobi na n¢kolik riznych bunék — na bunky, které je produkuji,
na buitkky ve své blizkosti, nebo na vzdalené tkané, po trasportu krevnim fecistém (Hoftejsi

a Barttiiikova, 2009) Cytokiny lze rozdélit do n¢kolika skupin, podle jejich u€ink:

o Interleukiny — rozhoduji zda se bude jednat o Thl nebo Th2 odpovéd
imunity pti napadeni parazity ( IL-4, IL-10 a IL-12))

e Interferony — ptidobi proti virim

e Chemokiny — ptivolavaji leukocyty do mist se zanétlivou reakci

e TGF — transformuji ristové faktory

e CSF - ,Faktory stimulujici kolonie“, diferencuji granulocyty, monocyty
myeloidni buniky

e TNF — ,,Tumor nekrotizujici faktory®, reguluji zanét (Toman, 2009, Hotejsi
a Bartinkova, 2009).
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Komplementy

Komplementy jsou skupina zahrnujicich 30 az 40 membranovych a sérovych
gylykoproteinti, nachédzejicich se na povrchu bun¢k krevniho séra, a které funguji jako slozka
humoralni nespecifické imunity. Tyto proteiny komunikuji a kooperuji mezi sebou navzajem,
ale i sdalsimi slozZkami imunitni ochrany organismu. Mezi hlavni a nejdazitéjsi slozku
komplementt fadime proteiny C1 — C9. Podstatou aktivace jednotlivych slozek je kaskadovita
reakce, kterd je zahédjena pfemenou komponentu CI1. Protein C3 je ustfedni slozkou, jeho

fragmenty se jsou schopny kovaletné vazat na povrch mikroorganismii (Hofejsi a Bartinkova,
2009).

Interferony (INF)

Interferony jsou proteiny nespecifické imunity, které jsou produkovany piedev§im
nekterymi buikami imunitniho systému (napi. dendritickymi butikami), ale 1 bunikami, které
jsou infikované viry. Interferony navozuji takzvany aktivovany stav — navazanim se
na specifické receptory bunék (infikovanych i zdravych). Aktivovany stav bunék indukuje

systézu enzymd, které nasledné potlacuji replikaci virti (Hotejsi a Barttinkova, 2009).

3.4.3 Bunééné slozky specifické imunity

T-lymfocyty

T-lymfocyty jsou soucasti bunééné specifické imunity. Prekurzory T-lymfocytu putu;ji
z kostni dien¢ do thymu, kde dochazi k jejich zrani a selekci (Toman, 2009). T-lymfocyty
délime do dvou skupin, dle jejich tlohy v imunitnim systému a piitomnosti povrchového

receptoru — Th-lymfocyty (CD4*) a Tc-lymfocyty (CD8*).

e Th-lymfocyty (CD4) — pomocné lymfocyty, produkuji cytokiny
o T1 - podpora bunécné Casti imunity
o T2 - podpora protilatkové odpoveédi
e Tc-lymfocyty (CD8+) — pomoci extracelularné uvolnénych toxint ni¢i bunky napadené

virem nebo rakovinné buiiky (Sterzl a kol., 2005).
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3.4.4 Humoralni sloZky specifické imunity

B-lymfocyty

B-lymfocyty jsou buiikami specifického imunitniho systému, které vnikaji a dozravaji
Vv kostni dieni. Zralé bunky néasledné putuji do sekundéarnich lymfatickych organti, kde dochazi
k jejich maturaci s antigeny (Toman, 2009). S témito antigeny mohou reagovat velmi
specificky diky povrchovym antigennim receptorim (Ferencik, 2005). Aktivované B-
lymfocyty se po kontaktu s antigenem diferencuji na plazmatické bunky a vytvaii protilatky.
Dalsi moznosti pfemény B-lymfocytl je na pamétové B-buiiky, které maji za tkol pamatovat
si kontakt s danym antigenem, aby pfi opakovaném setkani s antigenem doslo k rychlejsi
a intenzivné&jsi tvorbé protilatek — IgA, 1gD, IgE, 1gG a IgM (Ferencik, 2005). Protilatky tvoii
Ctyti fetézce (dva tézké a dva lehké), které do jedné molekuly propojuji disulfidové mistky

(Hoftejsi a Bartinkova, 2009).

3.45 Adaptace helminti na imunitni mechanismy hostitele

U helmintt doslo k vyvinuti riznych adaptaci pro prenos mezi hostitelskymi organismy
a nasledné preziti v téle hostitele. Tyto adapta¢ni mechanismy lze rozdélit do dvou skupin —
morfologické adaptace a adaptace na molekuldrni Grovni. Do prvni skupiny, tedy mezi
morfologické adaptace, patii napiiklad redukce nékterych soustav a organli nebo vytvoreni
prichycovacich organli. Vyznamnou fadu imunomodulacnich aktivit mizeme pozorovat naptic¢

tfemi taxonomickymi skupinami (Nematoda, Cestoda a Trematoda) (Hewitson a kol., 2009).

Mezi adaptace na molekuldrni Girovni fadime mechanizmy, pomoci kterych helminti
hledaji své hostitele, nasledné do nich pronikaji a posléze i mechanizmy které umoZznuji jejich
vyvoj v hostiteli. K orientaci, ve stadiu hledani hostitele, slouzi chemické signaly. Po proniknuti
do organismu hostitele helmint migruje do cilové tkané, kde posléze vyznamné ovliviiuje
imunitni systém hostitele (Volf a kol., 2007). Modulace imunitniho systému helminty je
Snejvetsi pravdépodobnosti zprostfedkovana rozpustnymi medidtory, které komunikuji
S imunitnim systémem hostitele (Akintunde a Oboh, 2015). Reakci hostitelského organismu
na parazitického helminta je charakteristickd Th2 odpovéd'. Pti té€ je blokovana Thl odpoveéd’
a efektorové mechanismy. Tento mechanismus zajiStuje helmintiim pteZiti v modifikovaném

Th2 prostiedi (Hewitson a kol., 2009).
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Klicovou roli v komplexnim procesu imunitni reakce pii helmint6zach hraji makrofagy.
Ty mohou byt polarizovany do dvou odlisnych fenotypi (M1 a M2). Hlavnim cilem helminta
Vv hostitelském organismu je prezit tak dlouho, jak jen to je mozné a to generovanim stavu
tolerance. Tento stav je pro parazita prospésSny, jelikoz hostitel poskytuje vyzivu, ochranu
a stabilni podminky pro rist. Prvnimi bunikami se kterymi se setkaji helminti jsou dendritické
buniky a makrofagy. Helminti si vyvinuli slozité mechanismy, pfi kterych se pomoci exprese
ur¢itych molekul vyhybaji imunitni obrané hostitele. Jeden z téchto mechanismt vyuziva
dopadu povrchovych proteini nebo vylucovacich/sekre¢nich produkti (ESP) parazitl
na makrofagy. Oba fenotypy (M1 i M2) jsou zapojeny do parazitarni invaze v rizné mife

Vv zavislosti na druhu parazita a zivotnim cyklu (Pe6n a kol., 2012).

Thl a Th2 bunky se rozliSuji produkovanymi cytokiny, reakcemi kterymi na né
odpovidaji a procesy, kterych se ucastni. Thl bunky vytvaii prozanétlivé cytokiny IFN-y,
TNF-a a IL-2, které stimuluji fagocytézu a destrukci mikrobialnich patogent. Th 2 produkji
IL-4, IL-5, IL-6 a IL-13, ty stimuluji latkovou produkci proti extracelularnim parazitim. Do
rozvoje organové specifickych autoimunitnich onemocnéni je zapojena Thl odpovéd. Mezi
takova onemocnéni patii naptiklad artritida, sclerosis multiplex a nespecificka stievni zanétliva

onemocnéni (IBD, inflammatory bowel disease) (Kokesova, 2009).

3.4.6 Studie vlivu tasemnic na hostitele — in vitro

Ve studii Baska a kol. (2013) byly stimulovany BOMA (hovézi bunécné linie
monocyti/makrofagiil) a BOMAC (hov€zi makrofdgové bunécné linie) nativnimi nebo
rekombinantnimi antigeny u F. Hepatica a nasledn¢ hodnoceny trovné IFN-y, IL-4 a TNF-q.
P11 pokusech byl pozorovan pokles sekrece prozanétlivého TNF-a po stimulaci bunéénych linii
ESP. Dalsi zmény exprese vykazovalo 23 genti (u 12 genl byla pozorovana zvysena a u 11
snizena regulace). Uroveti uvolitovani IL-4 dosahla nejvyssiho bodu 2. a 6. tyden od infekce.

Dalsi vysledky ukazuji, Ze sekrece IFN-y dosahuje svého maxima 22 az 5. tyden po infekei.

Hladiny exprese povrchovych molekul a uvolovani cytokinti a chemokint lidskych
dendritickych bun¢k, odvozenych od monocytt, byly stanovovany po vystaveni ES produktd u
H. contortus, nebo po vystaveni kombinaci ESP s bakterialnim liposacharidem (LPS).

ESP vtomto pifipadé vyvolaly slabou reakci a pouze ¢aste¢né zrani dendrickych bunék.
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Déle sekrety snizuji nékteré aspekty silné Th1/Th2 reakce vyvolané LPS (Rehman a kol.,
2015).

Studie McKay (2009) se zabyvala vlivem H. diminuta na imunitni systém definitivniho
hostitele, v tomto ptipadé potkani a mys$i. U infikovanych jedinci byly zdokumentovany
zvysené hladiny molekul a bunék, které jsou typicky spojené se spontannim vypuzenim
gastrointestinalnich helminti (jako je IgE, IgG, eozinofily a Th2 cytokiny). Navzdory tomu,
ma H. diminuta schopnost potlacit nebo presmérovat imunitni odezvy svého hostitele

prostiednictvim ESP.

3.4.7 Antioxidaéni aktivita helmintu

ROS, které jsou produkovany hostitelskym organismem v prub&hu parazitarni infekce,
hraji dulezitou roli jako mediatory pii interakci mezi hostitelem a parazitem. (Maizels
a Yazdanbakhsh, 2003) Parazité, ktefi se vyznacuji vysokou enzymovou antioxidac¢ni
aktivitou, mohou preZivat v téle hostitele po velmi dlouhou dobu. Jejich antioxidaéni systémy
mohou byt pouzity jako soucast obrany proti ROS produkovanych hostitelem. Obecné jsou
hlisti dobfe vybaveni riznymi antioxida¢nimi enzymy (Skrzycki a kol., 2011). Produkce
takovych enzymil je vysledkem potieby adaptace na stres. Dalsi funkci téchto enzymu je
zabranovat interakcim mezi ROS a povrchem parazitl, ¢imz se zabrani produkei lipidovych
peroxidl, které vytvari cytotoxické karbonyly, molekuly zodpovédné za titok na biologické
struktury paraziti a jeho nasledné usmrceni. Koexistence vztahu hostitel/parazit miize byt
uspésné dosazeno, pokud parazit zasahuje do imunitni reakce hostitele a to bud tim,

ze ovlivituje aktivitu efektorovych bun€k, nebo se brani proti ROS (Oliveira a Oliveira, 2002).

ROS maji bunénou toxicitu piedev§im pro parazity, jako je Schistosoma,
Angiostrongylus, Dirofilaria, ktefi jsou nuceni zménit svlij metabolismus z aerobniho
na anaerobni v ur€itych fazich svého Zivotniho cyklu, ¢imz zamezuji produkci ROS ve svych
bunikach, které by dale zvysilo jejich oxida¢ni stres (Chiumiento a Bruschi, 2009). Kazdy
parazit vytvaii své vlastni antioxidacni systémy v rtiznych mnoZzstvich v porovnani s jinymi

parazity (Drzik, 2006).

Studie Smith a Bryant (1988) provedena na dvou stievnich hlisticich, které infikovaly

hlodavce, Nippostrongylus brasiliensis a Nematospiroides dubius/Heligmosomoides polygyrus,
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ukazaly, Ze dospéli jedinci N. brasiliensis byli ze stieva hostitele vylouceni za 10 — 12 dni
po nakaze, zatimco jedinci N. dubius / H. polygyrus piezili az po dobu nékolika mésicti. Rozdil
je zpusoben skutecnosti, Ze tyto dva druhy hlistic nemaji podobnou enzymatickou antioxidaéni
aktivitu. N. dubius produkuje dvojnasobné mnozstvi SOD a cCtyinasobné mnozstvi CAT
a glatathion reduktasy, nez N. brasiliensis. Enzymaticka antioxida¢ni aktivita u parazitickych
hlistic nezalezi pouze na druhu, ale také na vyvojové fazi, v které se dany parazit nachazi.
Béhem vyvoje parazita v hostiteli Ize sledovat rizné faze, které maji odliSnou morfologii,
ale 1 rozdilnou schopnost prizplsobit se vné&jsimu prostiedi, jakoz i hostiteli. S tim souvisi
rizné mnozstvi produkce antioxidacnich enzymi podle tlohy kazdé faze, napiiklad ve fazi
invaze je pozorovana vysoka produkce téchto enzymu (Drzik, 2006). Kromé své ulohy proti
obrannému systému hostitele, mize antioxidac¢ni aktivita hlistd zfejmé slouzit jako obranny
mechanismus proti volnym radikalim, coz doprovazi vychytavani toxickych prvki. Tato
adaptace umoziuje parazitu prezit v zazivacim traktu, kde je ohroZen vysokou turovni
zneCiSt'ujicich latek z zivotniho prostfedi, pfijimanych z traveniny. Bylo také prokazano,
ze antioxidacni latky produkované sekrecnim systémem paraziti se zdaji byt schopny ménit
antioxidacni aktivitu hostitelského organismu (Dautremepuits, 2002). Piehled paraziti a jejich

taxonomické zafazeni viz Tab. 2 (Volf a kol., 2007).
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Tab. 2: Piehled paraziti a jejich taxonomické zafazeni

Kmen Trida Zastupci
Motolice Fasciola hepatica Motolice jaterni
(Trematoda) Schistosoma mansoni Krevnicka stievni
Taenia taeniaeformis Tasemnice kocici
Echinococcus granulosus Méchozil zhoubny
Echinococcus multilocularis Méchozil bublinaty
Plosténci Ligula intestinalis Remenatka ptadi
(Platyhelminthes)
Monobothrium wageneri -
Tasemnice Contluaria capillarioides -
(Cestoda) Mesocestoides perlatus -

Cladotaenia globitera

Hymenolepis diminuta

Tasemnice krysi

Secernentea/ Phasmida

Necator americanus

Haemonchus contortus

Onchocerca volvulus

Meéchovec americky
Vlasovka slezova

Vlasovec kozni

Nippostrongylus brasiliensis

Ascaris suum

Skrkavka prasegi

Chromadorea L . -
Nematospiroides dubius/
Heligmosomoides polygyrus
Hlistice (Nematoda)
Trichinella spiralis Svalovec stoceny
Adenophorea
Trichinella pseudospiralis -
Necator americanu Meéchovec americky
Secernentea

Haemonchus contortuss

Vlasovka slezova

Vrtejsi

(Acanthocephala) Palaeacanthocephala

Pomphorhynchus laevis

Macracanthorhynchus hirudinaceus

Vrtejs velky
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Trematoda

Fasciola hepatica

U této do podtiidy Digenea pattici motolice byly objeveny a charakterizovany dvé
formy Cu/Zn SOD - cytosolova a extracelularni. Diky tomu superoxidové anionty nemohou
pronikat biologickymi membranami, v tomto ohledu je u¢innéjsi extracelularni SOD. Pokud se
cytosolova SOD nachazi v dostacujici koncentraci, tak také poskytuje dostacujici ochranu proti
extracelularni superoxidové toxicit¢ (Kim a kol., 2000). Extracelularni SOD byla nalezena
v sekreénich produktech dospélych jedinci i po 3 - 5 tydnech kultivace, kde jiz nebyla
zaznamenana zadna aktivita CAT. Hlavnimi detoxifikacnimi faktory hydroperoxidi u tohoto
parazita jsou PRX. Dalsim hojné zastoupenym antioxidantem u F. hepatica je GST, byly
identifikovany ¢tyii isoenzymy (GST-1, GST-7, GST-47, GST- 51), které se vyznacuji riznou
enzymatickou specifi¢nosti a lokalizaci (Salvatore, 1995). F. hepatica je vybavena také dal§im
antioxida¢nim systémem — cytochrom c peroxidasou, ktera vyuziva cytochrom c jako donor
elektront k oxidaci ROS (Campos et al., 1999).

Schistosoma mansoni

U S. Mansoni byly objeveny dvé SOD. Jedna cytosolova Cu/Zn SOD (CT-SOD)
a druhd extracelularni, kterd obsahuje peptidovy signdl (SP-SOD). Obé dvé formy jsou
zastoupeny v dospélych jedincich - v tegumentu (osemeni) a sttevnim epitelu. Nedavné studie
ukazaly, ze cytosolovd SOD miize ptredstavovat modelovou vakcinu proti tomuto parazitu
(Chiumiento a Bruschi, 2009). S. Mansoni postrada CAT, ale vyznacuje se nizkou aktivitou
GPX, ten je ptitomen hlavné v osemeni u dospélych stadii (Mkoji a kol., 1988). Dulezitou roli
v obran¢ proti S. Mansoni hraje PRX, zejména 2-Cys PRX, ktery vyuziva ucinné elektrony
pochazejici ze systému TRX a GSH, coz vysvétluje jeho distribuci do riznych bunéénych mist,
coz je odlisné od PRX sav¢iho hostitele (Sayed, Williams, 2004). Kromé toho, enzymaticka
aktivita tohoto PRX je rozhodujici pro pieziti vajicek b&hem piepravy z mezenterickych
kapilar do stiteva. TRX , vyluovany vajicky, mliZze plsobit s hlistovym PRX a tak chranit
vajicko pted ttoky ROS z hostitelského organismu (Alger a kol., 2002). Dalsim antioxidantem
zastoupenym u S. Mansoni je GST, ty hraji dileZitou roli v obrané proti ROS. GST jsou
dokonce az desetkrat vice uc¢inné nez SOD a stokrat vice nez GPX (Chiumiento a Bruschi,
2009).
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Nematoda

Necator americanus ma enzymatickou aktivitu v podobé GST a to u dospélych hlistic,
kromé toho je v sekre¢nich produktech pfitomen Cu/Zn SOD. Naopak CAT a GPX jsou
pfitomny pouze jen v malych mnozstvich (Taiwo a kol., 1999). U druhu Nippostrongyl
us brasiliensis byla popsana pritomnost GPX a SOD, jehoZ enzymaticka Groven se zmencuje
Vv pribéhu zrani, je tedy niz$i u vice zralych parazitilnich fazi (Chiumiento a Bruschi,
2009). Ascaris suum, u tohoto druhu je ve vSech stadiich zivotniho cyklu parazita pfitomen
enzym PRX, coz naznaCuje dilezitou roli jako hlavni detoxifikaéni prostiedek
ROS (Tsuji a kol., 2000). Dalsim antioxidaénim enzymem, ktery byl u A. Suum objeven je
GST (AsGST1), ktery vykazuje specificnost s fadou modelovych substrati a vedlejSich
produktii peroxidace lipida (Liebau a kol., 1997). Haemonchus contortus, krevsajici parazit
prezvykavcu, vytvaii GST enzym, ktery je schopny vazat hematin, coz naznacuje alternativni
roli tohoto enzymu v detoxifikaci nebo trasportu hem skupiny hostitele, nebo jiné ptibuzné

skupiny (Van Rossum a kol., 2004).

Onchocerca volvulus

V soucasné dobé je k dispozici nejvice informaci na antioxida¢ni systém piitomny
v O. volvulus. U tohoto parazita byly popsany jak MnSOD, tak Cu/ZnSOD, intracelularni
I extracelularni (Chiumiento a Bruschi, 2009). O. Volvulus neprodukuje CAT,
ale v endosymbiodze bakterie tohoto Filaria, Wolbachia, je ptitomen DNA kodujici enzym, je
schopen neptimo syntetizovat CAT také pro parazita (Henkle-Diihrsen a kol., 1995). Dal§imi
enzymy charakterizovanymi u tohoto parazita jsou tii formy GST, které jsou charakterizované
svou rozdilnou lokaci v parazitu. OvGST]1 je neglykosylovana dimerni molekula, lokalizovana
na povrchu, zejména vycnélcich pokozky a v syncytidlni epidermis (intracelularni
kutikule) parazita (Chiumiento a Bruschi, 2009). OvGST2, protein, distribuovany uvnitf
syncytialni epidermis, stejné¢ jako v déloznim epitelu dospélych jedincl. Riazné lokalizace
OvGST1 a OvGST2 naznacuji zfetelnou roli téchto dvou enzymatickych forem — OvGST1 je
vylu¢ovan parazitem z podkozi do pokozky a pisobi na rozhrani hostitel/parazit, ¢imze je
ochranou proti imunitni obrané hostitele, naopak OvGST2 se pouzivd jako antioxidant
ve fyziologickém bunééném metabolismu (Wildenburg a kol., 1998). Tteti forma GST,
OvGST3, je citlivd na oxidacni stres, ¢imZ je vymezena kli¢ova uloha tohoto enzymu —

antioxidacni obrana parazita (Liebau a kol., 2000). U O. volvulus byly dale charakterizovany
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dva PRX enzymy — OvPRX1 a OvPRX2. Zejména OVPRX2 byl zaznamenan ve véEtsi mite
a lokalizovan v pokozce a stfevé dospélého jedince. Enzym GPX zdé4 se chybi, ale tento
nedostatek mize byt kompenzovan sekreci GST béhem dospé€lé faze parazita (Chiumiento
a Bruschi, 2009).

Trichinella spp.

Dospéli jedinci a larvy ve svalech T. spiralis, maji vynikajici antioxida¢ni obranu
ve srovnani s "novorozenymi larvami", protoze musi ¢elit silné imunitni odpovédi na sttevni
urovni a ve svalech (Bass a Szejda, 1979). U Trichinella pseudospiralis, stejné jako Trichinella
spiralis, byly rozpoznany dvé enzymatické formy SOD. U larvalniho stadia je ve svalech
pritomna pouze jedna forma — Cu/Zn SOD (Chiumiento a Bruschi, 2009). Zatimco u dospé&lych
jedinct jsou piitomny dvé odlisné formy (Rhoads, 1983). Doposud nebyla zdokumentovana,
v jednotlivych fazich vyvoje parazita, ptitomnost CAT, ktera by redukovala hydroperoxidy
(Chiumiento a Bruschi, 2009).

Cestoda

U tasemnice nebyl objeven zadny enzym, ktery by byl schopen metabolizovat peroxid
vodiku, jako naptiklad CAT, lipoxygenasa, GPX nebo NADPH peroxidasa. Avsak u Taenia
taeniaeformis je piitomna Cu/Zn SOD, také u Echinococcus granulosus byla objevena
enzymaticka aktivita, a to SOD a TPX, zatimco u Echinococcus multilocularis aktivita
GST (Callahan a kol., 1988).

Hymenolepis diminuta

Kazda c¢ast strobila tasemnic ma odlisnou strukturu a funkci. U H. diminuta bylo
zjisténo, Ze predni Cast strobila je metabolicky aktivnéj$i, nez zadni ¢ast. To mlize byt pfi¢inou
vysoké koncentrace prvki, zjisténych v piednich ¢astech tasemnice (Horakova a kol., 2016).
H. diminuta parazituji na riznych druzich savcl (vcetné cloveka), ale jejich nejCastéjSim
konecnym hostitelem byvaji hlodavci. Tento druh je velmi dobife uzpiisoben k Zivotu

V neptiznivych podminkach tenkého stfeva potkani. Antioxidacni aktivita H. diminuta
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zahrnuje GSH spolu s antioxida¢nimi enzymy (SOD, CAT a GST). Aktivita SOD je pomérné
vysoka ve vSech ¢astech H. diminuta, oproti tomu CAT projevuje, ve srovnani s ostatnimi
antioxidacnimi enzymy, jen druhofadou aktivitu. Nejvétsi podil na celkové aktivité
enzymatického systému tvoii GST a SOD. GST preménuje toxické metabolity. Konjugaci

toxickych metaboliti s GSH vznikaji vice rozpustné a Iépe vylucitelné slouceniny (Czeczot
a kol., 2012).

Acanthocephala

U vrtejst byl popsan antioxidacni systém, ktery zahrnuje glutathion peroxidasu,
glutathion reduktasu, GST a vitamin E (Radovanovi¢ a kol., 2015). Dale byla zjisténa vysoka
aktivita GST u Pomphorhynchus laevis, u kterych je i popsana extrémné zvysena koncentrace
nékterych toxickych prvkl. Vzhledem k tomu hraje GST kli€ovou roli v eliminaci exogennich
latek, jeho vysoka aktivita umoziuje parazitim piezit v pritomnosti vysokych koncentraci

toxickych prvku (Sures a Siddall, 1999).

3.5 Odezva organismu na vystaveni rizikovym prvkim

Nékteré z vySe uvedenych enzymatickych antioxidantti (napt. SOD, CAT a GPX)
¢i neenzymatickych antioxidantl (napf. Vitamin C, vitamin E a karotenoidy) a dalsi se podileji
na antioxida¢nich interakcich organismu proti tvorbé volnych radikalt, zprosttedkovanych
kovy (Valko a kol., 2006). Prakticky vSechny tézké kovy jsou v dostateéné vysoké koncentraci
pro Clovéka toxicke. Vzhledem ke koncentraci, ve které se vyskytuji v Zivotnim prosttedi, jsou
olovo, arsen a rtut pfedmétem nejvétstho zajmu. Kovy tvoii komplexy s bunéénymi
slouc¢eninami obsahujicimi siru, kyslik, nebo dusik. Takové komplexy deaktivuji enzymové
systémy nebo méni proteinové struktury, coz nasledné vede k bunééné disfunkci a smrti.
Oxidacni stres, zpusobeny hromadénim riznych toxickych prvku, zahrnuje vazna poskozeni
tkani a hlenu zaZivaciho traktu, poskozeni jater (hepatotoxicitu), DNA (genotoxicitu),

centralniho nervového systému (neurotoxicitu) a ledvin (nefrotoxicitu) (Sharma a kol., 2014)

Vystaveni organismu toxickym prvkiim mutize vyrazné snizit aktivitu antioxidantii (napf.
CAT, SOD, redukovany glutation), pii sou¢asném zvySeni malondialdehydu a peroxidu vodiku

(Akintunde a Oboh, 2015). Dulezitou roli, v detoxikaci té€Zkych kovii a vychytavani volnych

30



radikali, hraje metalothionein (MT). MT je protein s nizkou molekulovou hmotnosti, jenz se
vyskytuje prakticky v kazdém zivém organismu (Waeytens a kol., 2009). Exprese MT muize

byt zna¢né ovlivnéna celou fadou kovi, které genovou expesi aktivuji (Liu a kol., 2007).

3.5.1 Tézké kovy

Béhem poslednich dvou desetileti je termin "té¢zké kovy" pouzivan pro oznaceni skupiny
kovili a polokovl. VSechny takzvané tézké kovy a jejich slouceniny maji vysoce toxickeé, nebo
ekotoxické vlastnosti (Duffus, 2002). Tézké kovy (arzen, olovo, rtut’, kadmium a pod) maji
k dispozici elektron pro vytvofeni kovalentni vazby. Tyto vazby vznikaji pfedev§im mezi
tézkym kovem a sulfhydrylovou skupinou proteint. Interakce téZkych kovi s GSH je
nezbytnou soucasti reakce mnoha toxickych kovi. Je-li GSH vy€erpano né¢jakym kovem, GSH
syntetizujici systémy zahaji syntézu vice GSH z cysteinu pies y-glutamylovy cyklus. GSH vsak
neni G¢inn¢ dodavano, pokud vycerpani GSH pokracuje z davodu chronické expozice kovem.
Nekteré z antioxida¢nich enzymt mohou tuto nerovnovahu ovliviiovat (Obr. 10). Avsak vétSina
z nich podléha negativnimu pusobeni kovil, zpusobeném navazanim kovi na aktivni mista

enzymu (Ercal a kol., 2001).

TOXICKE KOVY
Pb, Cd, Hg, As
Poskozeni obranného < > Vvéernani thiolu
antioxidaéniho systému yeerp
T~ ROS —
\ 4
Lipidy Proteiny DNA
A\ 4 \4 \4
Peroxidace Oxidace Oxidace nukleovych
lipida proteini kyselin
\ 4
Poskozeni Dysfunkce Porucha
membrany proteint / oprav DNA
Bunééné smrt Mu_tagenita
Karcinogeneze

Obr. 10: Mechanismy vzniku oxida¢niho stresu zpiisobeného tézkymi kovy (upraveno dle Ercal a kol., 2001)
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Arzen (As)

Arzen je jednim z nejvyznamnéjSich svétovych toxickych prvki, ktery je Siroce
distribuovan v pudg, vodé, potravé, prachu a nékterych chemickych latkach. Bézné se vyskytuje
v riznych chemickych formach. Jeho toxicita, pohyblivost v zivotnim prostfedi a zapojeni
do metabolismu organismt obvykle zavisi pravé na formé, ve které je prvek pfitomen (Xing
a kol., 2015). Organické formy arsenu jsou obecn¢ netoxické. Naproti tomu anorganické formy
arzenu, piedevsim trojmocné a pétimocné slouceniny (napi. oxid arsenity As,O;) jsou velmi
toxické. As,Osje jedna z nejvice toxickych forem, Casto pouzivand jako pesticid. Trojmocné
slouceniny arzenu, za zvySené koncentrace ROS v bunkach, reaguji jako sulthydrylova ¢inidla
pfedevsim s proteiny a enzymy. Dusledkem toho dochazi k poskozeni bunék a zvyseni rizika
rakoviny. Uvadi se, Ze trojmocné slouceniny mohou mit vliv na celou fadu orgéni, zejména
jater, ledvin a kize (Fowler, 1983). Pti pokusech na driibezi bylo zjisténo, Ze organy podilejici
se na absorpci, akumulaci a vylucovani jsou na arzen velmi citlivé (Falnoga a kol., 2000).
Pokusy s As,Os, dokazaly, Ze zpisobuje zanétlivou reakci v Zaludku, Zalude¢nich zlazach,

dvanactniku, lacniku, kycelniku a slepém stfevu u kohout.

Toxicita arzenu klesa pti methylaci organickych forem, naptiklad na kyselinu methyl-
arzonovou (MMA) a kyselinu dimethyl-arzinovou (DMA) (Vahter, 1998). Methylace je
povazovana za detoxifikaéni mechanismus, protoze methylované formy arzenu jsou méné
toxické, ménég reaktivni a jsou rychleji vylu¢ovany moci. Aby mohlo dojit k methylaci, musi
byt pétimocny arzen nejdiive redukovan na trojmocny, k ¢emuz dochazi skrz reakci arzenu
s redukovanou formou GSH. Mira methylace vSak klesd se zvySujici se koncentraci

anorganického arzenu (Del Razo a kol., 1997).

Kadmium (Cd)

Vystaveni organismu pusobeni kadmia mize zpusobit akutni i chronické poskozeni
riznych organt (napf. jater, ledvin, plic atd.), kde dochazi k jeho kumulaci. Tvorba ROS
s naslednym rtstem oxidac¢niho stresu je jednim z né€kolika mechanismu toxicity kadmia.
Dlouhodobé expozice vede ke zvyseni lipoperoxidace a zptsobuje inhibici aktivity CAT, SOD
a GPX, coz vede k oxida¢nim poskozenim jater, ledvin a varlat. K inhibici mitochondrialni
MnSOD dochazi v dusledku nahrazeni manganu kadmiem (Casalino a kol., 2002). Moznym

chelatovym cinidlem pro admium je ve vod¢ rozpustny antioxidant thiamin (vitamin B,).
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Thiamin zabrafiuje oxida¢nimu poskozeni na bunééné membrané prostiednictvim piimé
interakce s volnymi radikaly. Inhibi¢ni mechanismus kadmia pro CAT je pravdépodobné
zpusoben imidazolovym zbytkem vazby His-74, ktera je nezbytna v rozkladu peroxidu vodiku

(Gaurav a kol., 2010).

Olovo (Pb)

Olovo je vsSudypiitomny ekologicky trvaly toxin, ktery zpasobuje neurologicka,
hematologicka, gastrointestinalni, reproduk¢ni, obéhova a imunologicka poskozeni. Olovo se
chova jako katalyzator oxida¢nich reakci a vytvari tak ROS. Toxicita olova je multifaktorialni,
protoze olovo piimo pterusi aktivaci enzymu, inhibuje absorpci stopovych prvkd, vaze se
na thiolovou skupinu lipida (pferusi tak syntézu strukturalnich proteini), méni homeostazu
vapniku a snizuje hladinu dostupnych sulthydrylovych antioxida¢nich rezerv v téle (Ercal akol.,
2001). Olovo ma vysokou afinitu k mistim, ktera vazou vapnik. Mechanismus zahrnuje
substituci Ca?* olovem, coz ma vliv na viechny fyziologické/biochemické procesy bunék, které

vyzaduji vapnik (Sharma a kol., 2014).

Toxicita olova vede k poskozeni volnymi radikaly ptes dvé oddélené, ackoliv
souvisejici cesty. Prvni je tvorba ROS, v¢etné hydroperoxidi, singletového kysliku a peroxidu

vodiku. A druhou cestou je pfimé vy€erpani antioxidac¢nich rezerv (Lyn, 2006).

Olovo inhibuje sulfyhrylovou funkéni skupinu hned nékolika enzymu (SOD, CAT,
GPX, GSH). GPX, CAT a SOD jsou potencidlnim cilem pro toxicitu olova, protoze tyto
antioxida¢ni enzymy jsou zavislé na riznych zékladnich stopovych prvcich, dulezitych

pro jejich spravnou molekularni strukturu a aktivitu (Patra a kol., 2011).

Rtut’ (Hg)

Rtut’ se v pfirod¢ vyskytuje v rtiznych chemickych formach, z nichz v§echny mohou mit
ve vysokych davkéch toxické ucinky. Jedna se o vysoce reaktivni pfechodny prvek, nulovy
oxidaéni stav (Hg®) existuje jako péra nebo jako tekuty kov. Rtut’ také existuje jako kationt,
v oxida¢nim stupni Hg* a Hg?*. Tyto formy maji toxické u¢inky na fadu orgéanti, jako mozek,

ledviny a plice. Nejcastéjsi organickou formou je metylrtut’, ktera vznika v dusledku methylace
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anorganické formy. VSechny formy rtuti maji toxické ucinky na fadu orgdnti, v zavislosti
na formé rtuti, urovni, dob¢ trvani a cesté expozice (Zalups, 2000). Toxicita Hg* a Hg?* probiha
zejména prostiednictvim molekularni interakce, vazbou na sulfthydrylové skupiny, pfitomné

v riznych molekulach (GSH, cystein apod.) ( Sharma a kol., 2014).

Hg?* indukuje tvorbu peroxidu vodiku a stimuluje ¢innost Cu/Zn SOD, ale neovliviiuje
dalsi antioxida¢ni enzymy, jako je CAT a GPX. Avsak byla zjisténa zvySena aktivita CAT,
GPX a obsah GSH v jatrech, ledvinach a mozku u mysi, vystavenych az 1 mg HgCl, na kg zivé
vahy za den po dobu 14 dna (Ercal a kol., 2001).

Zinek (Zn) a selen (Se)

Zinek je esencialni stopovy prvek, vystupujici jako kofaktor v fadé¢ enzymatickych
systéml. Je kofaktorem zejména pro SOD a GPX, které hraji dlileZitou roli v udrzovani redoxni

homeostazy.

Selen je schopny katalyzovat degradaci ROS, organickych hydroperoxidli, nebo
organickych volnych radikali. Déle je potfebny k provedeni syntézy a enzymatické aktivity
SOD a GPX suplementace (Bettger, 1993).

3.5.2 Transformace kovii v organismu

Parazité jsou jiz po dlouhou dobu oznacovani jako dllezité patogenni organismy jak
u zvitat, tak lidi. V poslednich letech se vSak, diky celé fad€ molekularnich zkoumani, podaftilo
ziskat podrobnéjsi znalosti o fyziologickych a molekularnich interakcich parazitii s jejich
hostiteli. Tyto interakce ovliviuji fyziologickou homeostazu hostitele, coz casto vede
k negativnim dopadim na jeho zdravi (Sures a kol., 2017). Krom¢ toho, ale bylo také
prokdzano, ze nckteré druhy parazitnich helmintli, jsou schopni bioakumulace vysSich
koncentraci toxickych prvkl, nez jejich hostitelsky organismus, ¢imZz mohou byt uZzite¢ni
naptiklad jako bioindikatory znecisténi prostiedi (Sures a Siddall, 1999, Poulin, 1999)
NeslibnéjSimi skupinami parazitickych hlistli, s ohledem na akumulaci kovl v terestrickych
podminkach, se ukazaly skupiny tasemnic a vrtej$d. Studie Sures (2004) provedena

na bolivijskych prasatech, infikovanych Macracanthorhynchus hirudinaceus (Kmen
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Acanthocephala), bylo zjisténo, ze n¢které kovy (napt. Ba, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Sra Se)
jsou ve srovnani se svaly, jatry, ledvinami a stfevy hostitele, az 160 % vice akumulovany
v téle M. hirudinaceus. Dalsi studie Sures (2004) byla provadéna na Moniliformis moniliformis
(Kmen Acanthocephala), parazitujici na krysach. Po peroralnim podavani kadmia bylo
zjisténo, ze M. moniliformis obsahuji 20, 30, a 119 krat vice kadmia, nez ledviny, jatra a stteva
hostitele. Podobné vysledky byly ziskany i po experimentalnich peroralnich expozicich olova.
Dalsi parazitické organismy, na kterych byla provadéna tato studie, jsou zapsany v Tab. 3.
V tabulce jsou dale zaznamenany poméry koncentraci kovi v parazitickych tkanich ve vztahu

ke koncentracim kovii v hostitelskych organech.
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Tab. 3: Hromadéni kovii v parazitech

Parazit Hostitel

Misto vyskytu Kov Pomér Parazit Hostitel Misto Kov Pomér
Cparazit/ Chostitel V}"Skytll Cparazit/ Chostitel
A. megarhynchus Notothenia Jizni Shetlandy Al, Ag, Ba, Cd, 0,3-2200 L. intestinales Abramis Sladkovodni Cd, Cr, Pb 3-18
coriiceps (Antarktida) Co, Cr,Cu, Fe, brama (Cejn nadrze na
Mg, Ni, Pb, Sr velky) jizni Moravé
P. laevis Barbus barbus Dunaj (Rakousko) Cd, Pb, Zn 26 — 407 Rutilus Sladkovodni Cd, Cr, Pb 3-18
(Parma obecna) rutilus nadrZe na
(Plotice jizni Moravé
obecna)
Barbus barbus Dunaj As, Ak, Ag, Ba, 0,2 - 600 Blicca Sladkovodni Cd, Cr, Pb 2-17
(Parma obecna) (Madarsko) Bi, Ca, Cd, Co, bjoerkna nadrZe na
Cr, Cu, Fe, Ga, (Cejnek jizni Moravé
Mg, Mn, Ni, Pb, maly)
Sb, Sn, Ti, V,
Zn
Leuciscus Ruhr (Némecko) Cd, Pb 400 - 2700 Phalaecroco Morava Cd, Pb 2-4
cephalus (Jelec rax carbo
tloust’) (Kormoran
velky)
M. hirudinaceus Sus scrofa f. Jatka, La Paz Ba, Cd, Cu, Fe, 0,4 -163 M. wageneri Tinca tinca Ruhr Cd, Pb 1-150
domestica (Prase (Bolivie) Mg, Mn, Ni, Pb, (Lin obecny)  (Némecko)
domaci) Se, Sr
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4 Zavér
Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat review, zamétfené¢ho na antioxidacni enzymy
parazitickych helmintd a jak tyto antioxidanty ptsobi na oxidacni stres hostitelského

organismu. Zaroven vysvétlit, jak parazité pisobi na samotny imunitni systém hostitele.

A jakym zpsobem a do jaké miry pfispivaji K detoxifikaci tézkych kovu z téla hostitele.

Lze konstatovat, ze u parazitickych helmintd doSlo k riznému vyvoji antioxidacni
enzymatické aktivity. Ta mize zfejm¢ slouzit jako obrana proti imunitnimu systému
hostitelského organismu, ale i jako obrana proti volnym radikdlim a s tim souvisejicim

vychytavanim toxickych prvki.

Studie provedena na dvou stfevnich parazitech (N. brasiliensis a N. dubius) hlodavct
prokazala, Ze tyto dva druhy maji rozlisnou enzymatickou antioxidaéni aktivitu. N. brasiliensis
ve stievé hostitele vydrzeli pouhych 10 — 12 dni od nékazy, oproti tomu jedinci N. dubius
piezili v téle hostitele az po dobu jednoho mésice. Vysvétlenim je fakt, ze jedinci N. dubius

produkovali aZ dvojnasobené mnozstvi SOD a az ¢tyindsobné mnozstvi CAT.

VétSina t€zkych kovl vyrazné snizuje aktivitu antioxidanti (jako napf. SOD, CAT
a redukovany glutation), coz ma negativni dopad na organismus vystaveny vysSim
koncentracim kovli. AvSak na fadé studii bylo prokézano, ze n¢které druhy helminti vyrazné
ptispivaji k detoxifikaci organismu od tézkych kovii — pomoci bioakumulace kovil ve vlastnim
téle. Ukazalo se, Zze nejslibngj$imi skupinami v bioakumula¢nich vlastnostech jsou zastupci
tasemnic a vrtej$i. Dikazem toho je M. hirudinaceus, Vstejs velky, v jehoz téle byly naméfeny

koncentrace téZkych kovi az 160 krat vétsi nez u hostitelského organismu.
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6 Seznam pouzitych zkratek

BOMA
BOMAC
CAT
CD4* aCD8*
CSF
DDT
DMA
DNA
ESP
GPX
GSH

GST

INF

LPS

MHC gp. |
MMA
MT

NOS

PRX

RNS

ROS

SOD

hovézi bunécné linie monocytii/makrofag
hovézi makrofagové bunécné linie
kataldza

diferencia¢ni skupiny povrchovych glykoproteinti u T-lymfocytt
faktory stimulujici kolonie

dithiothreitol

kyselina dimethyl-arzinova
deoxyribonukleova kyselina
vylucovacich/sekre¢ni produkty

glutation peroxiddza

glutation

glutation-S-transferasa

imunoglobuliny

nespecificka stievni zanétliva onemocnéni
interleukyny

interferon

liposacharid

glykoprotein prvni tiidy

kyselina methyl-arzonova

metalothionein

syntaza oxidu dusnatého

peroxiredoxin

reaktivni dusikové radikaly

reaktivni kyslikové radikaly

superoxid dismutdza
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TGF
Thl, Th2
TNF
TPX

uv

transformuji rastovy faktor
helper lymfocyta

faktor nadorové nekrozy
thioredoxin peroxidazy

ultrafialové
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