Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra zoologie a rybarstvi

CESKA ‘
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Interakce mezi infekci tasemnici a zatiZzenim hostitele
tézkymi kovy

Diplomova prace

Autor prace: Jan Magdalek

Vedouci prace: doc. Ing. Ivana Jankovska, Ph.D.

© 2016 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Interakce mezi infekci tasemnici a zatizenim
hostitele tézkymi kovy" jsem vypracoval samostatné pod vedenim vedouciho diplomové
prace a s pouzitim odborné literatury a dal$ich informacnich zdrojl, které jsou citovany
v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autor uvedené diplomové prace
dale prohlaSuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusil autorska prava tietich

osob.

V Praze dne 8.4. 2016




Podékovani

Rad bych touto cestou podékoval své vedouci diplomové prace, pani doc. Ing. Ivané
Jankovské Ph.D. a konzultantovi, Ing. Vladislavu Sloupovi, za jejich metodické vedeni, cenné

pfipominky a Cas, ktery mi v priibéhu psani této prace vénovali.



Interakce mezi infekci tasemnici a zatizeni hostitele
tézkymi kovy

Souhrn

Tézké kovy se v zivych organismech vyskytuji ve stopovém mnoZzstvi. Zatimco zinek
je esenciani prvek, ktery je nezbytny pro fadu fyziologickych procest, kadmium v téle ptsobi
jako bunéény jed, ktery mize zplisobovat oxidacni stres a piispivat ke vzniku nadorovych
onemocnéni. Vysledky dfivéjSich studii naznacuji, ze néktefi zéstupci tfidy tasemnic
(Cestoda) a vrtejsii (Acantocephala) jsou schopni ve svych télech absorbovat vyssi davky
tézkych kovl ve srovnani s jejich hostiteli. V souvislosti se zvySenou akumulaci tézkych kovi
ve tkéani tasemnic bylo také pozorovdno snizené¢ mnozstvi téchto kovll v organech hostitele.
Cilem této prace bylo zjistit, zda infekce tasemnici krysi (Hymenolepis diminuta) zpltsobi
snizeni koncentrace Cd a Zn v organech laboratornich potkanii. Celkem 24 jedinct
laboratorniho potkana (Rattus norvegicus var. alba) kmene wistar bylo rozdéleno do 4 skupin
(PT, PO, OT a 00). Skupinam PT a PO byly po dobu 6. tydna podavany zvySené davky kadmia
(3,0 mg/tyden) a zinku (235,7 mg/tyden). Téchto zvySenych davek bylo dosazeno ptimési
husenicku Hallerova, rostliny schopné hyperakumulace kadmia zinku z pady. Potkani
ze skupiny PT byli navic infikovani cysticerkoidy tasemnice krysi. Potkani ze skupiny OT byli
krmeni standardni smési ST-1 a té€z infikovani tasemnici krysi, zatimco potkani ze skupiny 00
slouzili, jako kontrola bez zvysenych davek Zn a Cd bez infekce tasemnici. Po uplynuti Sesti
tydnt byli potkani usmrceni a v jejich organech (kost, svalovina, varlata, slezina, stievo, jatra
ledviny) bylo analyzovdno mnozstvi Zn a Cd. Nasledné statistické testy potvrdily nizsi
mnozstvi Zn a Cd ve vétSiné organech potkanti infikovanych tasemnici krysi v porovnani
s potkany bez infekce tasemnici. Napiiklad v ledvinach, jatrech a ve tkéni tenkého stieva
infikovanych potkanii byla zjisténa 2,9; 2,5a 1,8 krat niz§i primérnd koncentrace kadmia
ve srovnani s neinfikovanymi jedinci. Tasemnice krysi ve své tkani absorbovala 1695 krat
vys§i  koncentraci kadmia ve srovnani se svalovinou. Obsah zinku byl u infikovanych
potkanti oproti neinfikovanym niz§i ve vSech organech s vyjimkou varlat a sleziny.
Infikovani potkani méli v ledvinéch, jatrech a ve tkéni tenkého stieva 1,2; 1,25 a 1,4 krat nizsi
primérnou koncentraci zinku oproti neinfikovanym. Tasemnice krysi absorbovala vyssi

koncentraci zinku v porovnani se vSemi orgéany hostitele.

Klicova slova: potkan, té¢Zké kovy, akumulace, tasemnice



Interaction between tapeworm infection and heavy metals
accumulation in the host

Summary

Heavy metals in living organisms occur in trace amounts. While zinc is an essential
element wich is indispensable for many physiological processes, cadmium in body acts
as atissue toxin, that can cause oxidative stress and contribute to cancer development. Recent
studies suggest that some species of tapeworms (Cestoda) and Acantocephala are able
to absorb in their tissue higher quantity of heavy metals in comparsion with their hosts.
Moreover it was observed that In connection with the increased accumulation of heavy metals
in the tissue of tapeworm was decreased amounts of these metals in the organs of the host.
The aim of this thesis was to investigate whether the rat tapevorm (Hymenolepis diminuta)
causes a decrease in the concentration of Cd and Zn in the organs of rats. A total of 24 Wistar
rats (Rattus norvegicus) were divided into 4 groups (n=6). Groups PT and OP take increased
doses of kadmium (3,0 mg/week) and zinc (235,7 mg/week) for six weeks. This increased
intake was achieved by adding Arabidopis halleri to feed. After six weeks rats were killed and
concentrations in their tissues (bone, muscle, testes, spleen, intestine, liver kidney) were
analyzed. Subsequent statistical tests confirmed lower levels of Cd and Zn in some organs
of rats infected with tapeworm compared to rats without infection. For example
in kidney, liver ant intestine of infected rats was detected 2,9; 2,5 and 1,8 times lower
concentrations of cadmium and zinc in comparsion with uninfected rats. Tapeworm absorbed
1695 time higher amount of kadmium compared to the host muscle. The zinc content was
lower in all organs (except spleen and testes) of infected rats in comparsion to uninfected.
In kidney, liver and intestine of infected rats was 1,2; 1,25 and 1,4 times lower average
concentration of zinc in comparsion with uninfected rats. The tape worm absorb higher

concentration of zinc compared to all organs of the host.

Keywords: rat, heavy metals, accumulation, tapeworm
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1 Uvod

Od druhé poloviny 90. let minulého stoleti se objevuji zdznamy o schopnosti
parazitickych helmint( s metabolicky aktivhim tegumentem, jako jsou tasemnice (Cestoda)
a vrtéjsi (Acantocephala) akumulovat vyssi mnozstvi tézkych kov(i ve srovnani s tkani jejich
hostitell. V minulosti byl tento fenomén pozorovan nejcastéji u parazitli vodnich organism(
(Sures et al., 1999; Sures, 2001). Néktefi parazité ryb, zejména vrtéjsi jsou v souvislosti
s timto jevem obecné pfijimani, jako bioindikatory znecisténi prostfedi tézkymi kovy
(Tores et al., 2004). V terestrickém prostredi se v tomto ohledu staly predmétem studii
tasemnice parazitujici u hlodavcl. Napriklad potkan obecny (Rattus norvegicus) spolu
s tasemnici krysi (Hymenolepis diminuta) mohou byt vyuZiti jako bioindikatory zatizeni
olovem, zejména v urbanistickém prostfedi (Sures et al., 2002; 2003). Soucasné byly
v nékterych pripadech zjiStény nizsi koncentrace kovl v organech zvirat infikovanych
tasemnici, oproti jedinclim bez infekce (Sures et al., 2002; Jankovska et al., 2010b).

Kadmium je vysoce toxicky kovovy prvek, ktery zplsobuje pozkozeni tkani rdznych organ
a u clovéka byva také spojovan se vznikem nadorovych onemocnéni. Zaznamy o interakci
mezi zatizenim timto kovem a infekci tasemnicemi pochazeji pouze od jedincl Zijicich
ve volné pfirodé (Toreset al., 2006; Teimoori et al., 2014). Zinek je naopak esencialni kov
nezbytny pro normalni funkci lidského téla (Garcia et al., 2015), avSak pfi nadbytecném
mnozstvi v potravé muze pusobit toxicky (Blindauer et al., 2001). Z nékolika malo existujicich
zaznamO o vlivu tasemnic na zatéZz timto kovem vyplyvalo, Ze pfitomnost tasemnice
zpUsobuje zvySeni koncentrace zinku v jatrech (Garcia et al., 2015; BroZova et al., 2015). Pro
posouzeni vlivu tasemnice krysi na zatizeni laboratorniho potkana zinkem a kadmiem byl

v ramci této diplomové prace proveden experiment v laboratornich podminkach.

2 Cil prace

Cilem prace bylo vyhodnotit zatiZzeni laboratornich potkan( vybranymi tézkymi kovy
(Zn, Cd) a posoudit vliv tasemnice krysi na tuto zatéz.

Hypotéza: Tasemnice snizuji koncentrace zinku a kadmia ve tkdni hostitele.



3 Literarni reSerse

3.1 Stopové prvky v Zivém organismu

Koncentrace stopovych prvkd nutnda pro spravnou funkci organismu je velmi nizka.
Obvykle nizsi, nez 100 mg/kg v susiné (McDowell, 1992). Také v krevnim séru zvifat jsou
stopové prvky pritomny v nepatrném mnoiZstvi. Jak uvadi Suttle (2010), toto mnoiZstvi
zpravidla nepresahuje 2 ppm (parts per milion). Mezi sedm esencidlnich stopovych prvki
patfi: méd Zelezo, zinek, kobalt, jod, mangan a selen. Z téchto prvk( je v krevnim séru
nejvice zastoupeno Zelezo (1 — 2 ppm), nasledovano zinkem (0,8 — 1,2 ppm) a médi
(0,57 — 1,0). Naopak kolbalt, jod, mangan a selen se vyskytuji v mensim mnozstvi. Esencialni
prvky jsou vétSinou pfijimany v potravé a prestoie se v organismu vyskytuji v nizkych
koncentracich, maji velky vyznam pro zdravi, rist a reprodukci. Spolu s fetézci aminokyselin
tvofi sloZzené enzymy, dlleZité pro fadu fyziologickych procesu (Yattoo et al., 2013).

Pritomnost stopovych prvkl je nezbytna pro funkci imunitniho systému. Pfi jejich
nedostatku dochazi ke snizeni rezistence vic¢i onemocnénim. Ovliviiuji celou fadu bunék
imunitniho systému, napriklad schopnost fagocytézy neutrofili mulze byt zvysSena
suplementaci selenu (Sordillo et al., 2013).

Prostfednictvim metalloenzym( a metalloproteinl jsou zapojeny do oxidacné redukcnich
procesl v téle. Nedostatek esencidlnich stopovych prvkll vede k oxidativnimu stresu, pfi
kterém dochdzi k pozkozeni bunék a tkani volnymi radikdly (Gressley et al., 2009).
Koncentrace stopovych prvkd se muiZze ménit pod vlivem rlznych infekci a zanétl
a v dusledku zmén v bunééném metabolismu (Yattoo et al., 2013).

Zatimco vySe zminované esencialni kovy jsou pro organismus nezbytné nutné, naopak
kovy jako rtut, olovo nebo kadmium jsou pro organismus toxické jiz v malych davkach. Tyto
kovy se vazi na SH (sulfanylové), COOH (karboxylové) a NH, (amino) skupiny biomolekul,
¢imZ meéni jejich strukturu a nasledné i funkci a plsobi tak, jako enzymatické jedy
(Raudenska a kol., 2012). Diky vysoké afinité k vazebnym mistim rlznych bilkovin mohou
o tato vazebnd mista soupefit s esencidlnimi prvky. Napfiklad kadmium tak narusuje

metabolismus vapniku, coz mlze vést k osteomalacii (Kido et al., 1993).



Chronicka ingesce toxickych kovl ma za nasledek jejich absorpci ve stfevech a naslednou
akumulaci v cilovych organech. Ve strevé zaroven zlstava velké mnoiZstvi nevstifebaného
kovu, coZz mizZe mit pfimy dopad na stifevni ekosystém (BroZova et al., 2015). Pfijem kadmia
v ddvce 50ppm po dobu tficeti dni zpUsobil u potkan( snizeni poctu bakterii rodu
Lactobacillus, pozkozeni stfevnich tkani a zanét doprovazeny zvysenou hladinou
metallothionein(i a zvySenou aktivitou prozanétlivych cytokinl , jako jsou IL-1, nebo IL-17
a naopak snizenou, nebo nezménénou hladinu protizdnétlivého interleukinu IL-10

(Ninkov et al., 2015).

3.2. Kadmium

Toxicita kadmia byla zjiSténa v padesatych letech 20. stoleti v Japonsku, kde byla
popsana, jako nemoc ltai-itai. Pfi akutni kontaminaci timto kovem jsou pozkozeny plice, jatra
a varlata (Friberg, 1986). Mezi nasledky chronické kontaminace kadmiem patfi pozkozeni
dychacich cest, glomerularnich i tubuldrnich ¢asti ledvin, imunodeficience, apatie, naruseni
regulace krevniho tlaku, osteoporoza a celkova deformace kostry (Bertin et al., 2006).

Pritomnost kadmia v burikdch narusuje aktivitu enzymd, coz mizZe zpUsobit pozkozeni
biologickych membran. Napriklad Janik (1992) pozoroval snizené mnoizstvi fosfolipid(
v srdecni tkani potkand, kterym byl podavan chlorid kadmia oproti kontrolni skupiné.
Negativni Ucinek kadmia je navic zesilen nizkou rychlosti vyluéovani a naslednou akumulaci
v téle (Jin et al., 2004).

Hlavnim mistem vstrfebavani kadmia je tenké strevo, v jehoz tkani se kratce po oralnim
podani uklddd v pomérné vysoké koncentraci. Po urcité dobé ale tato koncentrace klesa.
(Elsenhans et al.,, 1997). Vstfebavani kadmia skrze stfevni sliznici je popisovano, jako
kombinace dvou odliSnych procesl. Nejprve jsou ionty kadmia rychle vstfebany stfevnimi
mikroklky, coz vede k rychlé saturaci strevni stény. V dalsi fazi jsou intraceluldrni ionty
kadmia vazany na jaterni metalothioneiny, spolu se kterymi opoustéji bunky strevni sliznice
a dostdvaji se do krve (Bertin et al., 2006). Nasledné se kadmium krevnim obéhem dostava
do rlznych orgdn(. Nejvétsi koncentrace kadmia, zvlasté pti chronické zatézije ukladana

v ledvinach (Swiergosz and Kowalewska, 2001).



Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) kadmium Fadi mezi karcinogeny skupiny
1, tedy latky prokazatelné karcinogenni. PrestoZze lonty kadmia nejsou samy o sobé
mutagenické a pozkozeni DNA neni zpUsobeno pfimo jejich navdazanim, prokazatelné
mohou zvySovat expresi protoonkogend, jako je napf. C-FOS. To ma za nasledek zvySenou
proliferaci, vedouci az ke vzniku tumoru (Bertin et al., 2006).

K pozkozeni DNA vlivem kadmia dochazi nepfimo. Kadmium vyvolava oxidacni stres
prostfednictvim procesu, které maji za nasledek pokles hladiny bunéénych antioxidant(
a exhalaci reaktivnich forem kysliku (ROS) mitochondriemi (Waisberg et al., 2003).

Kadmium navic uz pfi nizkych koncentracich inhibuje aktivitu opravnych mechanismu.
Bilkoviny zodpovédné za stabilitu DNA casto obsahuji zinek vazany na cysteinovy
a histidinovy zbytek, tzv. zinkovy prst. Kadmium ma stejné jako nékteré dalsi tézké kovy
afinitu k thiolovym skupindm pfitomnym na cysteinovém zbytku, diky ¢emuz mize soupefit
se zinkem o vazebné misto a narusit tak funkci téchto bilkovin (Bertin et al., 2006).

Davka kadmia v rozmezi 1 — 10 mg/kg na den mlze u brezi samice potkana inhibovat
prenos zinku, Zeleza a pravdépodobné i médi a vapniku z placent do plodu (Kuriwaki
et al., 2005).

Kontaminace prostfedi kadmiem je obvykle spojovana s tézbou tézkych kov(i, metalurgii,
ale také s pouzivanim zinko-kadmiovych baterii, pigmentl a antikorosivnich prostfedkt

(Bertin et al., 2006).

3.3 Zinek

Zinek je nezbytny pro rlst rostlin i ZivocCichlG. Podili se na fadé reakci zapojenych
v metabolismu uhlovodikd a dusiku. Uplatriuje se pfti prenosech energie v burice, pfi syntéze
bilkovin a reguluje expresi gen(. Je dlleZity pro metabolismus DNA a RNA stejné jako pro
replikaci, diferenciaci a rGst bunék (Stefanidou et al., 2006). Vazebna mista pro zinek jsou
nezbytnd pro strukturu a funkci byla nalezena u 10% ze vSech bilkovin (Maret, 2013).
Transport zinku v téle je regulovan siti tvofenou Zip proteiny a metallothioneiny. Jsou — i
tyto mechanismy poruseny, dostupnost zinku je snizena a tim ustava i proliferace
a diferenciace v rlznych organech (Bonaventura et al., 2015). V krevnim séru zvifat se zinek

vyskytuje v rozmézi 0,8 — 1,2 ppm (Yatoo et al., 2013).

10



Zinek ma vliv na celou fadu aspektl imunitniho systému od bariér na povrchu
kGiZze, az po genovou regulaci lymfocytl, aktivita ziskané i vrozené imunity je modulovana
zinkem (Garcia et al., 2015). Nedostatek zinku tak mlzZe vést k ke sniZeni rezistence a zvyseni
nachylnosti k onemocnénim. Obzvlasté rovnovaha mezi riznymi podskupinami pomocnych
Th - lymfocytd je citliva na hladinu zinku. Zatimco akutni nedostatek zinku zpUsobuje snizeni
imunity, chronicky nedostatek vede k produkci zanétlivych interleukin(, které negativné
ovliviiuji ptubéh fady onemocnéni (Bonaventura et al.,, 2015). Spolu s médi je zinek
esencialnim prvkem pro dismutdzu a ceruloplasmin, coZ jsou enzymy nezbytné pro imunitni
systém (Hussein and Staufenbiel, 2012). Zvysené riziko nedostatku zinku nastava v priibéhu
bakterialnich, virovych, nebo parazitarnich onemocnéni. Napfiklad u krav klesa koncentrace
zinku v krevni plazmé v akutni fazi imunitni reakce (Kuschner et al., 1982).

Jako soucast metalloenzyml je zinek zapojen do oxidacné redukcnich procest v téle. Zinek
je soucasti superoxid dismutaz (SOD), které neutralizuji superoxidové radikaly (Markesberry
et al. (2001). Prasad et al. (2008) zaznamenali sniZzeni koncentrace markerd oxidativniho
stresu a tvorby zanétlivych cytokind po suplementaci zinkem.

V ptipadé nedostatku zinku je napftiklad u zvirat zvysSené riziko vzniku prajma, mastitid,
zanétu délohy, a mohou se objevovat problémy s lokomoci (Enjalbert et al., 2006).
Zkrmovani organického zinku mlze u zemédélskych zvirat zlepsit odolnost vici patogenlim
zpUsobujicim mastitidu, protoze pomaha udrzovat kozni integritu a obloZeni stén mlééného
kandlu keratinem. Pomaha také udrzovat strukturu kopyt (Tomlinson et al., 2008).

Znamy je téZ hepatoprotektivni ucinek zinku. Ten je zplsoben nékolika faktory: zinek
stabilizuje membrany a inhibuje oxidaci lipidl, indukuje tvorbu metalothioneind a usnadnuje
proteosyntézu v jatrech (Tian et al., 2014). Jatra jsou dale chrdanéna proti oxidativnimu stresu
(Oteiza, 2012). V minulosti byla néktera onemocnéni jater spojovana s nedostatkem zinku.
Naptiklad vznik cirhozy jater je ¢asto doprovazen malnutricii a deficienci zinku (Tian
et al.,, 2014). Zinek je vyznamny i pro reprodukci zvitat, hraje vyznamnou roli v regulaci
progesteronu prostfednictvim superoxidovych dismutdz. Zinek je zapojen do reorganizace
ovarialnich folikul(l, které jsou nasledné zdrojem progesteronu. Tento proces je umoznén

enzymem metalloproteinazou-2 (MMP2) ze skupiny zinkovych endopeptidaz.
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Pozitivni korelace byla zjiSténa mezi koncentracemi progesteronu a zinku v krevnim séru
krav. Nedostatek zinku byva spojovan se snizenou fertilitou, abnormalitami v estralnim cyklu
a potraty (O’'Donoghue, 2002). Podili se i na sekreci a funkci testosteronu prostfednictvim
kontroly kaskady arachidonové kyseliny (Chanmugam et al.,, 1984), ¢imz ovliviiuje
spermiogenezi. V neposledni fadé je esenciadlnim prvkem pro sekreci thyroidnich hormond.
Pro funkci hormonu stitné Zlazy T3 (trijodthrionin) je nezbytna vazba se zinkem , aby bylo
dosaZzeno biologicky funkéni konformace. Nedostatek zinku se tak mGzZe projevovat snizenou
funkénosti  hormonu T3 (O’Donoghue et al., 2002). Zinek hraje roli v syntéze ukladani
a sekreci inzulinu. Pravdépodobné ma také pfiznivy vliv pti cukrovce. Potomstvo samic
potkana, kterym byl poddvan zinek vykazovalo po vyvolani diabetes aloxanem (derivat
pyrimidinu, schopny selektivni likvidace buriek tvoficich inzulin) nizsi hladinu glukozy a vyssi

hladinu inzulinu pfi stejné hmotnosti (Yaghmaei et al., 2013).

3.3.1. Toxicita zinku

Je zndmo, Ze zinek pini fadu dlezitych biologickych funkci. Na druhou stranu zvyseny
prijem zinku napfiklad v |éCivech a doplncich stravy mize mit za nasledek chronickou otravu
zinkem. Vysoky podil zinku v dieté miZe zpUsobit nedostatek médi a zasahuje také
do metabolismu Zeleza a vapniku. Napriklad autofi Porter et al. (1977) zaznamenali ptipady
deficience médi, jako dusledek pouziti zinkovych suplementl pfi |écbé nékterych
onemocneéni.

Nedostatek médi (pfi denni davce zinku 150 mg) byl charakterizovan klasickymi pfiznaky
jako jsou anémie, leukopenie (pokles leukocytl v krvi) a neutropenie (pokles neutrofilnich
leukocytll). Tyto pfiznaky odeznély po ukonceni suplementace. Naopak Hoffman et al. (1988)
pozorovali pretrvavajici pfiznaky i po vyfazeni zinku z diety. Tyto pfiznaky odeznély
az po intravenozni aplikaci chloridu médnatého. Eliminace prebyte¢ného mnozstvi zinku
je pravdépodobné zdlouhavad a po dobu pfitomnosti v gastrointestindlnim traktu blokuje
absorbci médi. Zinek navic silné indukuje syntézu metalothioneind (nizkomolekularni protein
s vysokou afinitou k iontim tézkych kovu). Vazebna afinita metallothioneinl k médi
je mnohem vyssi, nez k zinku a méd' tak mlzZe byt zachycena jiz ve sliznici tenkého streva

metallothioneiny, ¢imz je znemoznéno jeji dalsi vyuZiti (Fosmire et al., 1990).
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Naptiklad u potkanu, kterym byl podavan zinek v nadmérnych davkach byla zaznamenana
také prokazatelné snizenda produkce slin a zmény v poméru iontl sodiku, vapniku a drasliku
v krevnim séru (Mizary et al.,, 2012). Vysoka hladina zinku je dale spojovana také
se zménami v imunitni odpovédi a zvySenim hladiny cholesterolu v krevnim séru. V dlsledku
podavani 300mg zinku denné po dobu Sesti tydnU dosSlo u jedenacti dobrovolniki
ke zhorseni schopnosti stimulace lymfocytl, chemotaxe a fagocytozy. Také doslo ke zvyseni
hladiny nizkodenzitniho lipopoteinu (LDL), ktery je zodpovédny za transport cholesterolu
k burikdm, zatimco hladina vysokodenzitniho lipoprroteinu (HDL), zajistujiciho transport
prebytec¢ného cholesterolu do jater v krvi naopak poklesla (Chandra et al., 1988).

Pfipady akutni otravy zinkem jsou méné casté. VétsSina zdznamu akutni toxicity zinku byla
ziskana jako dusledek otravy jidlem. Symptomy akutni otravy jsou: nausea, zvraceni, bolesti
bficha, kfe€e a prijem. Projev akutni otravy zinkem je ovlivnén také formou, v jaké je zinek

prijiman (Fosmire et al., 1990).

3.4. Transport kovi v téle (metallothioneiny)

Homeostdza zinku a ostatnich kovll je udrzovdna prostfednictvim bilkovin zapojenych
do vychytavani, exkrece a transportu. Mezi tyto proteiny patii metallothioneiny (MT)
a transmembrdnové transportéry. Napfriklad prenos zinku skrze plazmatickou membranu
a mezi bunéénymi kompartmenty je realizovan pomoci bilkovin ze skupiny ZIP a ZnT. ZIP
transportéry prenaseji ionty kovu do cytosolu buriky, zatimco ZnT zajistuji jejich export
z buniky (Maret, 2013).

Metallothioneiny nalezi do skupiny nizkomolekularnich bilkovin, bohatych na cystein.
Pravé vysoky obsah cysteinu (okolo 30%) zpUsobuje jejich vysokou afinitu ke kovim.
Zejména ke zinku, rtuti, kadmiu a médi (Raudenska a kol., 2012). Podle primarni struktury
se déli do dvou tfid, pricemz u savcu se vyskytuji MT-1 (metalothioneiny prvni tfidy). Ty jsou
dale fazeny do ctyr podskupin 1 — 4. Jejich funkci je chelatace, detoxikace Skodlivych kovl
a udrZovani homeostdzy kovli esencidlnich. Bylo prokazano, Ze napfiklad kadmium a olovo
vazané na MT jsou pro télo méné toxické, nez ve volném stavu (Chan et al., 1993). Kromé
pritomnosti kovli mlzZe byt syntéza metallothionein(i indukovana také hormony, cytokiny

a nékterymi interferony (Kita et al., 2006).
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Tyto latky slouZi, jako enchancery (zesilovace) transkripce MT. Za normalnich okolnosti
je transkripéni faktor MTF-1 inhibovdn navazanym MTI (metallothionein transcription
inhibitors). Po vstupu iontu kovu do burnky se tento iont vdZze na MTI a uvoliuje tak
transkripéni faktor MTF-1, ktery mizZe zahadjit transkripci. Kromé tvorby metallothioneint
indukuje MTF-1 také transkripci genll zapojenych do regenerace glutathionu, antioxidantu
schopného vazat kadmium. U eukariotnich organisml je MTF-1 také jedinym zndmym
senzorem pro ionty zinku, pri¢emz ridi expresi zinek dependentnich genli (Maret, 2012).
ZvySena tvorba metallothioneinli byla pozorovana mimo jiné pfi hladovéni a psychickém

stresu (Tian et al., 2014).

Obrazek ¢.1: zékladni metabolismus téZkych kovi

Jatra
Tvorba kemplexia: kov-MT, kov-glutathion,
kov-proteiny bohaté na cystein. Pli
Uvalnéni téchto komplexi do Hudi Icé

Inhalace
Krev . !
Komplexy kov-MT se dostavaji do krve Kovy jsou transportovany v Kaze |
pfi apotoze a nekréze hepatocyti. komplexech Absorbce |
s MT, proteiny a glutathionem

Ledviny Exkrece i inalni
Kovy ukladany + vyluéovény jsou komplexy - GaStrOIntleStl nalni trakt
v komplexech s MT. kov-MT, kov-protein. ngesce

Prevzato z: (Raudenskd a kol., 2012)

3.5. Akumulace kovu v ledvinach

Ledviny hraji dlleZitou roli v regulaci homeostazy organismu. Eliminuji toxické latky
a odpadni produkty metabolismu, reguluji pomér elektrolyt(i, zabezpecuji acidobazickou
rovnovahu, krevni tlak a produkuji dudlezité hormony, jako je napriklad erytropoetin
a enzymy, jako je napfiklad renin. U terestrickych savcl jsou ledviny znamy, jako jeden
z hlavnich organt, ve kterych se akumuluji kovy (Sures et al., 2002). Ledviny obsahuiji
v porovnani s ostatnimi organy vyssi koncentrace stopovych prvkd esencidlnich, jako jsou
kobalt, zinek, nebo selen, ale také toxickych, jako jsou napfiklad olovo, nebo kadmium

(Gélinas et al., 1992).
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Pti vysoké ddvce v potravé ionty kovl indukuji tvorbu metalothioneint a jsou tak snadno
poutany a transportovany do ledvin. Napfiklad kadmium muzZe byt vazano v ledvinach i pfi
velmi nizkych davkach. Dieta potkanu, kterou pouZili autofi Shimamura et al. (2013)
obsahovala 0,10 g kadmia na gram, pfi¢emz v ledvinach bylo nalezeno 0,03 g/g, coz byla
nejvétsi koncentrace ze vsech osmnacti zkoumanych organt. | pfi podani takto nizkych davek
se télo potkana branilo zachytavanim a akumulaci v ledvinach. P¥i chronické zatézi kadmiem
je kadmium uklddano do bunék epitelu proximalniho tubulu, coz vede k dysfunkcim
charakterizovanym polyuryi a proteinurii (Prozialeck et al., 2015). Néktefi autofi, napfriklad
Weawer et al., (2011) uvadéji také alterace ve funkci glomerull zplsobené pozkozenim
tkané kadmiem. Pro sledovani ucinku kadmia na ledviny povaZuji Prozialeck et al. (2015)
za optimalni subkutanni aplikaci nizkych davek kadmia v rozmezi 0,3 — 1,2 mg/kg po dobu
3 — 12 tydnd. Pfi tomto zplsobu aplikace je u potkan(i pozorovdno srovnatelné schéma

distribuce kadmia, jako pfi chronickém peroralnim pfijmu.

3.6. Tasemnice ¢eledi Hymenolepididae

Tasemnice Celedi Hymenolepididae jsou kosmopolitné rozsireni stfevni parazité, jejichz
pritomnost byla popsana u rdznych druht savcl a ptakl. V poslednich letech doslo k ¢etnym
zménam v taxonomii téchto tasemnic a ke vznkiu novych rodd na zakladé morfologickych
znaku (obr.2) Napfiklad pro tasemnici Hymenolepis horrida a ostatni druhy od tasemnic rodu
Hymenolepis lisici se uplnou absenci rostella byl zaloZzen rod Arostrilepis. Monofyletismus

tohoto rodu nasledné potvrdili autofi (Haukisalmiet al., 2010a) pomoci analyzy rDNA.

Obrdzek ¢.2: Tasemnice ¢eledi Hymenolepididae.
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Hymenolepis sp. Arositrilepis sp. Rodentolepis straminea

Prevzato z: (Haukisalmi et al., 2010a)
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Tasemnice Celedi Hymenolepididae, jejichZz skolex je opatfen hacky byly pfefazeny do rodu
Rodentolepis. Monofyletismus rodu Rodentolepis ale nebyl nebyl prokazan, nebot sem byly

zarazeny také druhy rodu Stafylocystis a Vampirolepis (Haukisalmi et al., 2010a).

3.6.1. Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta)

Pritomnost tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) byla v minulosti popsana u vice
nez osmdesati druh( hlodavc(l na celém svété, avsak jak ukazuji molekularni analyzy RNA
z posledni doby, jednd se pravdépodobné o vétsi mnoistvi morfologicky velmi podobnych
druh(. Typickym znakem pro tasemnici krysi je pfitomnost rudimentdlniho rostella a naopak

absence hackl (Czaplinsky and Vaucher, 1994).

Obrdzek c.2: zraly ¢ldnek (proglitida) tasemnice krysi.

Mature Proglottid

Osmoregulacni kanaly jsou v jednotlivych proglotiddch propojeny  pficnymi
anastomdzami. Varlata tvofi jednu rfadu a déloha je vackovitd (obr.3). Vajicka jsou opatiena
silnym vnéjsim plastem (Mas-Coma and Tenora, 1997) Vyvoj je podobné jako u vétSiny
tasemnic nepfimy, vajicka musi byt pozifena c¢lenovcem, v némz probiha vyvin do stadia
infekceschopného cysticerkoidu. Ve findlnim hostiteli se dospéli jedinci nachazi v tenkém
stfevé. Jednotlivé proglitidy jsou v pribéhu Zivota tasemnice od posteriorni ¢asti strobily
konstantné odlucovany (Sures, 2004). Schopnost tasemnice krysi infikovat ¢lovéka je nizka.
Presto vsak byly zjistény pfipady ndkazy touto tasemnici u déti v zejména v rozvojovych
zemich (Watve and Dardy, 2008) a vzacné také u dospélych osob se snizenou imunitou
(el — Shazly et al., 2006). Podle autori Hernandez et al., (2012) mohlo v nékterych drivéjsich

zaznamech dojit k zaméné za pribuzny druh, tasemnici détskou (Hymenolepis nana).
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3.6.2. Imunitni reakce na tasemnici krysi

Imunitni reakce hostitele na tasemnici krysi je vyvolana pfi setkani antigen( parazita
s dendritickymi burfikami stfevniho epitelu hostitele (Lopes et al., 2015). Pfi napadeni
tasemnici krysi u mysi prevlada imunitni reakce typu TH2, pro kterou je typickd dominantni
produkce interleukinG IL-4, IL-5 a IL-14 stimulujicich rGst a diferenciaci B-lymfocytl
(Hernandez et al., 2012). Soucdasné dochazi k hyperplazii poharkovych bunék a zvysené
produkci mucinozniho hlenu. Zatimco u mysi dojde v pribéhu 9 — 14 dni k vylouceni
parazita, u potkan( zpUsobuje tasemnice krysi chronické onemocnéni. Spektrum
zUCastnénych komponentd imunitniho systému je u obou hostitelskych druhd podobné

s tim, Ze u potkan( se projevuje v mensi mife (McKay et al. 2010).

3.7. Akumulace kovii parazitickymi helminty

Nedavné vyzkumy potvrdily, Ze gastrointestinalni helminti absorbuji tézké kovy ze strev
svych hostitel(l. Zejména vrtéjsi (Acantocephala) a tasemnice (Cestoda) parazitujici u ryb.
U zastupcl téchto skupin byly zjistény koncentrace kovl, presahujici koncentrace u béznych
volné Zijicich sentinelovych organismUl, jako je naptiklad slavicka jedla (Dreissena
polymorpha). Zaroven byly tyto koncentrace nékolikanasobné vyssi, nez ve tkanich hostitel(.
Fenomén akumulace kov( parazity byl v minulosti Castéji popsan u vodnich organismd,
napriklad autofi Tenora et al. (2000) zjistili koncentraci olova, chromu a kadmia ve tkani
plerocerkoidu femenatky ptaci (Ligula intestinalis) 15,6x a 2,6x vyssi, nez ve svaloviné
hostitelské ryby. V terestrickém prostiedi byl tento jev pozorovan napfiklad autory
Jankovska et al. (2010) u tasemnice ovéi (Moniezia expansa), kterd ve svém téle téz
akumulovala nékolikanasobné vyssi mnozstvi olova, nez jeji hostitel ovce domaci (Ovis aries).
Prvky, jako je kadmium, selen, nebo olovo nejsou v tasemnici distribuovany rovnhomeérné.
Nejvétsi mnoistvi kovu byva u tasemnic uloZeno v gravidnich ¢lancich strobily

(Sures et al., 2003).
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3.7.1. Vyuziti helminti v bioindikaci zatiZeni prostredi

Pfitomnost parazita mlze na jednu stranu prekdzet pti poutziti bioindikacnich
metod, nebot ovliviiuje fyziologii a chovani hostitele, coz mlze vést k chybné indikaci
znecisténi prostfedi. Na druhou stranu naopak sami parazité mohou byt pouziti, jako
indikatory znecisténi a miry akumulace toxickych latek (Sures, 2004). U suchozemskych
organismu bylo tfeba najit vhodné sentinelové organismy, zejména v oblastech lidského
osidleni. Cilem pozorovani se v tomto ohledu staly hlistice (Nematoda) a vrtéjsi
(Acantocephala) parazitujici u suchozemskych Zivocichll. Zatimco Skrkavky se ukazaly, jako
nevyhovujici (napfriklad ve skrkavce Ascaris suum parazitujici u prasat zjistil Greichus, (1980)
pouze poloviéni mnoZstvi olova, nez v jatrech hostitele), u vrtéjS byl zaznamenan Uspéch.
Ve tkani druhi parazitujicich u potkan( a prasat (Moniliformis moniliformis) byla zmérena
az stokrat vyssi koncentrace nékterych tézkych kovl, neZ v ostatnich tkanich hostitele
(Scheef et al., 2000). Vrtéjsi vsak nejsou u savcl zdaleka tak castymi parazity, jako u ryb
(Sures et al., 2002) Jako model vhodny pro bioindikaci znecisténi tézkymi kovy v terestrickém
prostfedi, konkrétné v urbanistickych oblastech navrhli autofi Tores, et al., (2006) mysici
kfovinnou (Apodemus sylvaticus) a jejiho parazita, tasemnici Skrjabinoteania lobatta z Celedi
Catenotaenidae, v jejiz tkani nalezl 8,5 krat vysi koncentraci olova, nez v ledvinach hostitele.
Schopnost bioakumulace vyssiho mnozstvi kovu oproti hostiteli ale neni jedinym kritériem
pro posouzeni, zda je parazit vhodny pro indikaci zatizeni prostfedi. Jak popisuje Sures
(2004), idealni sentinelovy organismus musi spliovat urcité pozadavky. Schopnost splnit
tyto pozadavky se u tasemnic muze liSit v zavislosti na druhu tasemnice a jejiho hostitele.
Naptiklad v praci autord Jankovska et al., (2010b) tasemnice rodu Mesocestoides parazitujici
u liSek obecnych (Vulpes vulpes) nékterd tato kritéria splfiovala (vysoky bioakumulaéni
potencial, zndmy homerange, hojné rozsireni), zatimco jind nikoliv (nezndma korelace mezi
koncentraci polutantu v tasemnici a v prostfedi, nedostate¢nd velikost pro analyzu, malo
poznatkll o fyziologii parazita). DalSimi poZadavky jsou snadny sbér a identifikace, coz
tasemnice ve vétSiné pripadech spliuji a snadné uréeni véku. PrestoZe jsou tasemnice
obecné znamy, jako dlouhovéké, exaktni urceni presného véku je pomérné obtizné. Pro
spravné méreni koncentraci kovu je treba provadét standardizovany odbér vzorkd. tzn.

pouzivat tasemnice pfiblizné stejné délky a stari, jak navrhli autofi Sures et al. (2003).
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3.7.2. Model Hymenolepis dimituta/Rattus norvegicus

Skupinou parazitQ ¢asto se vyskytujicich u hlodavcl a to i v méstské zdstavbé jsou
tasemnice rodu Hymenolepis. Cilem studie provedené autory (Sures et al. 2002) bylo urdit
akumulaéni kapacitu olova u tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta). Po experimentalni
infekci potkan( cysticerkoidem tasemnice krysi jim bylo oralné podavano olovo, nacez byla
ve tkdnich potkan( a v tasemnice analyzovdna koncentrace olova pomoci elektrotermalni
atomové absorpcni spektrometrie. Koncentrace olova v tasemnici byla u infikovanych
potkanU prokazatelné vyssi, neZ v ledvinach a to pfiblizné sedmnactkrat. MozZnost vyuziti
modelu H. diminuta/ Rattus norvegicus mimo laboratorni podminky byla nasledné potvrzena
béhem studie provadéné pobliz Kahiry, kde koncentrace olova v tasemnici byla jedenackrat
vySSi, nez v ledvindch hostitele (Sures, 2003). Jelikoz je potkan spolu se svym
parazitem, tasemnici krysi rozsiren témeér ve vSech typech terestrického prostredi, zejména
v méstskych aglomeracich, povazuji jej autoti Sures et al., 2002 za vyznamny pro bioindikaci

znecisténi prostiedi tézkymi kovy.

3. 4. 2. Vliv tasemnice na zatiZeni hostitele téZkymi kovy

Povrch téla tasemnice je tvoren metabolicky aktivnim tegumentem. Ten svoji funkci
odpovidd kartacovitému povrchu stfevni sliznice obratlovcl, se kterou soupefi
o Ziviny, pfic¢emi absorbuje i ionty téikych kovd (Dalton et al., 2004). Rada studii vlivu
parazita na zatéz kovy vychazela z pfedpokladu, ze pokud je hostitelsky organismus vystaven
kontaminaci tézkym kovem, pficemZz je podstatnd cast prijatého kovu absorbovana
parazitem, mlze hostitel vstfebat jen omezené mnozZstvi kovu a koncentrace v jeho tkanich
pak bude nizsi. Naptiklad Sures and Sidall, (1999) uvadéji nizsi koncentraci olova ve strevech
jelct infikovanych vrtéjSem Pomphorhynchus laevi, nez u kontrolni skupiny bez parazita.
Podobné vysledky byly pozorovany také v pripadé infekce nékterymi tasemnicemi.
Pritomnost tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) ve stfevech potkan( vystavenych zatézi

olovem méla za ndasledek nizsi koncenraci olova v ledvinach (Sures et al., 2002).
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TaktéZz pfi porovnani koncentraci olova ve tkdnich ovci zatizenych olovem a zaroven
infikovanych tasemnici ovéi (Moniezia expansa) se skupinou ovci bez tasemnice bylo
patrné, Ze pritomnost parazita redukuje mnozstvi olova v jatrech, krvi a ledvinach (Jankovska
et al.,, 2010a). Nékteré dalsi studie vSak pfinesly opacné vysledky. Napfiklad infekce
vrtéjSem krysim (Moniliformis moniliformis) nema prokazatelny vliv na koncentraci olova
ve tkani hostitele, ani pres vysokou bioakumulaéni kapacitu tohoto parazita (Scheef
et al., 2000). Rovnéz v pfipadé rtuti nebyla prokdzana akumulace vrtéjSem ve stievé
hostitele, okouna ti¢niho (Perca fluviatilis), naopak olovo tento parazit akumuloval ve vétsi
mife, nez jeho hostitel (Jankovska et al., 2011; 2014). lJindy byly ziskdny rozporuplné
vysledky. Napfriklad lisSky z oblasti kontaminovanych tézkymi kovy, infikované tasemnici rodu
Mesocestoides sice vykazovaly oproti neinfikovanym jedinclim sniZzenou koncentraci olova
v ledvindach, ale zdroven vyssi koncentraci v jatrech (Jankovskd, 2010b).

V nékterych pfipadech byl popsan i Cisté negativni vliv tasemnic na regulaci vstifebavani
tézkych kov(i. Okoth et al. (2012) pozorovali vyssi koncentraci kadmia v organech ryb z ¢eledi
kaprovitych (Cyprinidae) Rastrineobola argenta infikovanych tasemnici femenatkou ptaci
(Ligula intestinalis). K tomuto zvySeni podle autora doslo v dusledku pozkozeni fyziologickych
mechanismU reglujicich pfijem kov(i. Tézké kovy jsou v téle izolovany pomoci
metalothionein(, jak bylo popsano vySe. Tasemnice pfijimaji mnoZstvi protein(, tukd
a mnoha dalSich latek ze zazivaciho traktu, které jsou dulezité pro tvorbu
metallothioneinl, coz muiZe zpuUsobit jejich snizenou exkreci a nasledné snizenou ucinnost
detoxikace (Frank et al., 2011).

Cadkova et al. (2013) pouzili upraveny experiment provedeny dfive autory Sures
et al. (2002), aby zjistili, zda ma infekce tasemnici krysi skute¢né vliv na koncentraci olova
ve tkanich potkana. Ve shodé s predeslymi studiemi byla ve tkani tasemnice zaznamenana
az trojndsobné vyssi koncentrace olova, nez v ledvinach, coZ potvrdilo tasemnice rodu
Hymenolepis, jako vhodné bioindikatory zatizeni prostfedi olovem. Vysledky studie
nepodporovaly predpoklad, Ze by pfitomnost gastrointestinalnich parazitli byla schopna
zabranit absorbci pozifenych tézkych kovi, nebot v nékterych organech infikovanych jedinci
byla vétsi koncentrace olova, neZ u jedincl bez tasemnice. Ledviny a kost byly jedinymi
organy, ve kterych byla kone¢nd koncentrace olova nizsi u infikovanych zvitat, nez u téch bez

tasemnice béhem podani malych i zvySenych davek.
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JelikoZz zvySend koncentrace olova ve tkdni parazita nebyla prokazatelné spojena
se snizenim koncentrace v hostitelskych tkanich, predpokladaji autofi studie, Zze tasemnice
prijimaji spiSe olovo vdzané na Zluc, které bylo nejprve vstiebano hostitelem a az nasledné
vylouceno jaternim cyklem do duodena. Olovnaté ionty jsou schopny projit z hostitelova
gastrointestinalniho traktu pres epitelovou membranu paracelularnim transportem
do krve, kde se vazi na membranu erytrocytl a jsou tak roznaseny k rlznym organim.
Portalnim obéhem se dostavaji do jater, kde jich je vétSina odstranéna z krve a se Zluci
se dostdva do strev. Zlu¢ obsahuje steroidy, se které spole¢né s ionty olova tvofi komplexy.

V této podobé mohou byt olovnaté ionty ptijimany tasemnici (Sures and Sidall, 1999).

3. 5. Rostlinné hyperakumulatory

Reakce rostlin na kontaminaci pldy kovy se je rlizna. U nékterych druh( rostlin maze dojit
k zastaveni rlstu. Naopak jiné rostliny kontaminaci prezivaji, pfiCemzZ dochazi k akumulaci.
Akumulace kovu v hornich ¢astech rostliny byla popsana jako jedna ze strategii proti
vysokym davkam kovi v prostfedi (Baker, 1981) a je definovana, jako schopnost rostliny
koncentrovat ve svém téle vyssi koncentraci kovu, nez je v pudé, na které roste.
(Baker et al., 1989). Hyperakumulatory jsou ve svych nadzemnich c¢éastech schopny
akumulovat vyjimeéné vysoké koncentrace kovl oproti neakumulujicim rostlinam
ze stejného prostredi. U terestrickych rostlin neni hyperakumulace ¢astym jevem.

Jako hyperakumuldtory zinku jsou definovany rostlinné druhy, které obsahuji vice
nez 10000 pg zn/g susiny, zatimco jako hyperakumuldtory kadmia jsou oznacovany rostliny
schopné koncentrovat mnozZstvi vyssi, nez 100 pg Cd/g v susiné. Oproti rostlindm
ze stejného prostiedi obsahuji priblizné desetkrat vyssi koncentrace téchto kovl (Bert
et al., 2002). Priblizné 500 rostlinnych taxonl je schopno akumulovat vysoké koncentrace
potencidlné toxickych kovi a 20 z nich jsou hyperakumuldtory zinku (Schanmugam
et al., 2013). VétSinou se jedna o endemické druhy pro plGdy bohaté na kovy, ale mohou
se vyskytovat také na pudach, kontaminovanych lidskou cinnosti. V minulosti
se hyperakumulacni rostliny staly predmétem zajmu diky jejich potencidlnimu vyuziti

pro fytoremediaci (Bert et al., 2002).
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1.5.1. Husenic¢ek Halleruv (Arabidopsis Halleri)

Rada hyperakumulujicich rostlin byla popséana v ¢eledi brukvovitych (Brasicaceae). Do této
Celedi patfi i husenicek HallerGv (Arabidopsis halleri). Tento druh je dobfe zndm pro svou
toleranci vlci koviim a Casto jej Ize nalézt na lokalitdch kontaminovanych zinkem a kadmiem
(Bert et al., 2000). Pfi hydroponickém experimentu husenicek Haller(v vykazoval koncentraci
zinku od 300 pg/g (v susiné) az do 32000 ug/g, aniz by trpél fytotoxicitou (Zhao et al., 2000).
Husenicek Hallerdv je schopen hyperakumulace kadmia, a to jak na kontaminovanych
padach, tak pfi hydroponickych experimentech (Kiper et al., 2000). Jedna se o druh blizky
pribuzny huseni¢ku rolnimu (Arabidopsis thaliana) u kterého sice nebyla popsana schopnost
hyperakumulace, ale jehoz genom byl byl v minulosti dikladné osekvenovan. Jelikoz mezi
obéma druhy existuje 94% shoda nukleotid, mohli tak pfispét k poznani mechanizmu
hyperakumulace. Rada komparativnich studii transkriptom( huseni¢ku Hallerova pomohla
identifikovat geny zapojené pti procesu hyperakumulace zinku (Talke et al., 2006).

Hyperakumuldtory vyuZivaji rGzné mechanismy, jako je napfiklad efektivni absorpce,
ukladani v xylému (dievni cévni svazek) a zvySena detoxikace v nadzemnich ¢astech rostliny
(Kramer, 2010). To je umoznéno efektivnimi transportnimi mechanismy pro transport
z korenl do vyssSich ¢asti rostliny (Kramer, 2010). Na tomto transportu se podileji zejména
ATPazové HMA transportéry. Tyto transportéry jsou v husenicku Hallerové pritomny

ve vysoké koncentraci. Jakmile je zinek ucinné transportovan do tkané nadzemni casti
rostliny, je pomoci tonoplastovych transportérti prenesen do vakuol.

Transportni latky v husenicku rolnim oproti tomu jednak nejsou schopny uéinné prenaset
zinek do nadzemnich ¢asti a navic nadmérné mnoizstvi zinku zpUsobi snizeny pfijem Zeleza
vlivem kompetice obou kov(i o vazebna mista. Snizena koncentrace Zeleza vyvolava syntézu
transportér(l IRT1 a IRT2, které zaroven prenasSeji dalsi zinek, ¢imZz dojde k pretizeni
detoxikacniho systému a Uhynu rostliny (Schanmugam et al., 2013).

U husenicku Hallerova je zinek do korenli prenasen predevsim ZIP transportéry
regulovanymi pouze koncentraci zinku, diky ¢emuz nedochazi k naruseni exprese Fe - ZIP
transportéri (Schanmugam et al., 2011). Naopak byla u Husenicku Hallerova pozorovana
zvySend exprese ZIP transportér(, jako je napfiklad IRT3, které hraji dulezitou roli v pfijmu

a transportu Zeleza (Schanmugam et al., 2013).
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Vyskyt husenicku Hallerova neni omezen pouze na kontaminované pldy. Schopnosti
hyperakumulace u populaci z nekontaminovanych oblasti byly v minulosti predmétem
vyzkumu. Jak uvadéji autofi Bert et al. (2002) , populace z nekontaminovanych oblasti maji
stejnou schopnost hyperakumulace zinku a kadmia, jako populace z kontaminovanych pud.
Naopak 7adnd populace této rostliny z nekontaminovanych pdd nebyla schopna
hyperakumulovat olovo. Co se ty¢e miry hyperakumulace zinku, ta je u zinku pro vSechny
populace stejnd, zatimco u kadmia byla pozorovana variabilita. U péti z dvaceti populaci
husenicku Hallerova z nekontaminovanych oblasti byla zjiSténa hraniéni koncentrace kadmia
(vice nez 100 pg/g ). Z dvaceti populaci huseni¢ku z kontaminovanych oblasti tohoto limitu

dosahly pouze dvé.
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4 Material a metody

4. 1. Potkani

V pokusu bylo pouZito celkem 24 jedinct laboratorniho potkana (Rattus norvegicus var
alba) kmene Wistar. Pocatecni hmotnost potkan( byla 150 g + 5 g. Tito potkani byli ziskani
komeréniho chovu Fyziologického Ustavu AV CR v Praze. Chov potkantl probihal po dobu
experimentu v prostordch Pokusné staje FAPPZ (Praha-Suchdol). U vSech potkan( byla
pomoci koprologického vySetfeni ovéfena nepfitomnost intestindlnich helmintd. Chov
probihal pfi teploté 22 + 2°C a pfi vihkosti 75 % = 5 %. Svételny reZim byl nastaven
na dvandact hodin svétla a dvanact hodin tmy. Potkani byli krmeni standardni smési pro
hlodavce ST-1 doddvanou spolecnosti Velaz s.r.o., a s pristupem k vodé ad libitum. Potkani
byli rozdéleni do Etyf skupiny (tabl) a ndsledné umisténi ve standardnich boxech typu E4
(1730 cm?). Takto byly viechny &étyFi skupiny chovdny po dobu tfi tydn(, pro aklimatizaci

potkanu a pro vyvin tasemnic v infikovanych jedincich.

Tabulka ¢ 1.: desing experimentu.

Skupina n potkand Zn/tyden Cd/tyden
(mg) (mg) H.diminuta
PT 6 235,7 3,0 +
PO 6 235,7 3,0 -
oT 6 10,5 ; +
00 6 10,5 ; }

PT=skupina potkanG krmena hyperakumulujici rostlinou a zéroven infikovana tasemnici krysi. PO=skupina
krmena hyperakumuldtorem bez tasemnice. 0T= kontrolni skupina bez zatizeni kovy s tasemnici.

00=kontrolni skupina bez zatizeni kovy a bez tasemnice.

4. 2 Infekce tasemnici

Dvé skupiny laboratornich potkand PT a OT byly infikovany tasemnici krysi (Hymenolepis
diminuta). Infekce potkanl probéhla pomoci cysticerkoid( ziskanych z laboratorné
chovanych potemnikl skladistnich (Tribolium confusum) z experimentalniho chovu katedry
Zoologie a Rybarstvi, ktefi byli nakazeni pozfenim vajicek tasemnice krysi ziskanych

z exkrementu jiz dfive infikovanych potkan(.

24



Vyvoj cysticerkoidl probihal 20 dni. Poté byly cysticerkoidy vypreparovany a spolu
s roztokem glukdzy oralni cestou pomoci mikropipety vpraveni do potkant. Kazdy potkan byl
infikovan tfemi cysticerkoidy. Uspé$nost infekce byla ovéfena pomoci koprologického
vysSetfeni provedeného pét tydnl po infekci. Pfitomnost paraztitl byla potvrzena nalezem

vajicek ve vykalech.

4. 3. Bilan¢ni faze

Po ovéreni infekce nasledovala bilan¢ni faze experimentu. Po dobu Sesti tydn( byli potkani
ze skupin PT a OT krmeni mletou smési krmiva ST-1 a husenicku Hallerova (Arabidopsis
halleri). Vysledny tydenni pfijem byl 3 mg kadmia a 235, 7 mg zinku. Potkani ze skupin OT
a 00 dostavali pouze mletou krmnou smés ST-1 pficemz pfrijali 10,5 mg zinku tydné. Celkové
mnozstvi krmiva bylo rovhomérné rozlozeno do celého tydne. Na konci kazdého tydne byli

potkani vazeni.

Tabulka ¢ 2.: Obsah prvki v rostliné (Arabidopsis halleri)

prvek Cd Mn Fe Cu Pb Zn
mg/kg 50,4 56,3 183,7 2,4 37,2 3912,1

4. 4. Analyza kovii v organech a tasemnici

Po uplynuti Sesti tydnl byli potkani usmrceni kombinaci injekéni aplikace sedativ
a analgetik. BEhem nasledné pitvy byly odebrdny organy: jatra, ledviny, slezina, varlata, tkan
tenkého streva, svalovina a stehenni kost. Z tenkého stfeva infikovanych jedincl byla
odebrana také tasemnice. Vzorky byly ihned po odebrani zmrazeny na -20°C a nasledné
vysuseny pomoci lyofilizace pfi teploté -80°C. Lyofilizované vzorky byly dale rozemlety,
navazeny a mineralizovany smési kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku. Pfed samotnou
analyzou byly vzorky rozloZeny v pfistroji Ethos 1 (MLS GmbH, Leutkirch, Germany) pomoci
mikrovinné asistované digesce. Obsahy jednotlivych prvkd byly analyzovany pomoci optické
emisni spektrometrie (ICP OES, Agilent 720, USA). Pro stanoveni nizkych koncentraci kovu

byla pouzita také atomova absorbéni spektrometrie (AAS, Varian 280FS).
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4. 5. Statistika

Koncentrace Cd a Zn v organech jednotlivych skupin byly mezi sebou porovnavany pomoci
statistickych testl. Pro urceni, zda hodnoty koncentrace ziskané z jednotlivych organt
pochdzeji z normalniho rozdéleni byl pouzit Shapiro — Wilkdv test. U vétSiny vybér( nebyla
normalita rozdéleni potvrzena. Na zakladé toho byl pro posouzeni, zda mezi jednotlivymi
skupinami existuje statisticky vyznamny rozdil pouzit neparametricky Mann — Whitney(v U
test. na hladiné vyznamnosti (a = 0,05). Hladina vyznamnosti odpovida pravdépodobnosti
zamitnuti nulové hypotézy H,, prestoze plati (chyba prvniho typu). Pokud hodnota p ziskana
z testu byla vyssi, nez 0,05, nebylo moziné zamitnout H, a tedy platilo, Ze mezi
koncentracemi kovu v orgdnech obou testovanych skupin neni statisticky vyznamny rozdil.
Naopak pokud byla p hodnota nizsi, nez a, Hy byla zamitnuta a platila Hy, ktera tvrdi, Ze mezi
skupinami existuje vyznamny rozdil. Dale byl stanoven korela¢ni koeficient r mezi
koncentracemi v organech potkand a v tasemnici. Testy byly provadény ve statistickém

programu R i386 ,verze 3.2.0.
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5 Vysledky
5.1. Kadmium

Nejvyssi primérnd koncentrace kadmia byla u potkan( ze skupiny krmené rostlinou bez

evvs

pramérna koncentrace byla zméfena ve svaloviné (tab3). RozloZeni kadmia v orgdnech
zatizenych potkanG skupiny (PT) prakticky kopirovalo schéma predchozi skupiny (grafl a,b).

U potkanl z konrolni skupiny (00) byla nejvétsi ¢ast kadmia koncentrovana v kosti

evvs

cvvs

jako v pripadé kontrolni skupiny 00 ve varlatech a svaloviné (graf2).

Tabulka €. 3: Primérna koncentrace kadmia v jednotlivych organech (mg/kg v susiné).

skupiny kost svalovina varlata slezina stfevo jatra ledviny  H.diminuta
PT 0,039 0,003 0,085 0,158 1,857 2,359 7,945 5,085
PO 0,132 0,023 0,269 0,488 3,455 5,930 23,01 N
ot 0,023 0,002 0,002 0,046 0,013 0,01 0,051 0,005
00 0,099 0,008 0,007 0,040 0,042 0,036 0,060 N

Koncentrace kadmia v organech potkant krmenych hyperakumulujici rostlinou a zaroven
infikovanych tasemnici krysi (PT) byla oproti skupiné s tasemnici, krmené standardnim
krmivem (OT) prokazatelné nizsi (p<0,05) ve vSech orgdnech, kromé svaloviny (p=0,06)
a kosti (p=0,06). Mezi potkany ze skupin PO a 00 byl zjiStén prokazatelny rozdil koncentrace
kadmia ve vSech orgdnech s vyjimkou kosti (p=0,32). Také tasemnice obou infikovanych
skupin se mezi sebou prokazatelné liSily v koncentraci akumulovaného kadmia, primérna
koncentrace ve tkdni tasemnice ze skupiny potkan(i krmenych zvySenymi davkami kadmia

(PT) byla vice nez 800x vyssi oproti skupiné OT, krmené standardnim krmivem (tab3).
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Skupiny zatizené kadmiem
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Graf €. 1a): Primérna koncentrace kadmia v organech potkan( ze skupin krmenych hyperakumulujici

rostlinou (PT, P0O), ve kterych koncentrace kovu nepresahla 0,5mg/kg (kost — slezina).

Skupiny zatizené kadmiem
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Graf €. 1b): Primérna koncentrace kadmia v organech potkan(i krmenych hyperakumulujici rostlinou
(PT,P0), ve kterych byla koncentrace kadmia vyssi, nez 0,5mg/kg (stfevo — ledviny) a priamérna

koncentrace ve tkani tasemnice krysi (H. Diminuta).
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Skupiny bez zatizeni kadmiem
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Graf €. 2): Primérna koncentrace kadmia v organech potkan( krmenych pouze standardni smési ST-1

s tasemnici a bez tasemnice (0T a 00).

S vyjimkou streva (p=0,08) byla koncentrace kadmia ve vSech organech potkana
infikovanych tasemnici krysi z pokusné skupiny (PT) prokazatelné nizsi oproti neinfikovanym
potkanim z pokusné skupiny (P0). Napfiklad primérna koncentrace v ledvinach potkana
ze skupiny PO byla témér 2,9x vyssi, nez u jedincl ze skupiny PT (grafl). Prokazatelny rozdil
mezi obéma skupinami byl potvrzen pomoci statistického testu (p<0,001). Naopak rozdil
mezi koncentracemi kadmia v ledvinach potkantd  krmenych standardnim krmivem

s tasemnici a bez tasemnice (0T a 00) nebyl statisticky vyznamny (tab4).

Tabulka ¢. 4. : hodnoty p, ziskané z Mann — Whitneyova U testu.

kost sval varlata slezina stfevo jatra ledviny tasemnice
PT/0T 0,06 0,7 2,9%10° 4*10* 1,4*10° 3,5%*10° 7,4*107 3,5*10°
P0/00 0,3 0,0002 7,4*107 1,2*10° 3*10° 1,6*10°® 3*10-6
PT/PO 0,0002 3,3*10° 7,2*107 6,8*10° 0,08 1,6*10° 7,4*107
0T/00 0,01 0,005 0,004 0,5 3*10°  7,3*10° 0,5

PT/OT a PO/00 znadi rozdil mezi skupinami zatizenymi kadmiem a skupinami bez zatéze. PT/PO
a 0T/00 znadi rozdil mezi skupinami s tasemnici a bez tasemnice. Porovnani skupin bylo provedeno
pomoci Mann-Whitneyova U testu v programu r. Zvyraznéné p - hodnoty znaci statisticky vyznamny rozdil

mezi skupinami (p<0,05).
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U potkand z pokusnych skupin PT a PO byla druhym nejvice postiZzenym orgdnem jatra.
Také zde byla u potkanl s tasemnici zjiSténa prokazatelné nizsi koncentrace (p=0,01), nez
u jedincu ze skupiny bez infekce tasemnici (P0). TotéZ v pfipadé jater platilo i pro skupiny bez
zatizeni kadmiem OT a 00, (p<0,01). Mezi skupinami OT a 00 byl statisticky vyznamny rozdil
v koncentraci kadmia zjistén u vSech zbylych organ( (p<0,05) s vyjimkou sleziny . Slezina byla
jedinym organem, ve kterém byla zjiSténa mirné vyssi koncentrace kadmia u potkan(
s tasemnici (OT), neZ u potkant bez infekce (00), avsak rozdil mezi obéma skupinami nebyl
prakazny (tab4). Ve stehenni kosti potkanl ze skupiny OT byla koncentrace kadmia 4 krat
nizsi, oproti kontrolni skupiné, coz bylo relativné nejvyraznéjsi snizeni koncentrace kovu
u infikované skupiny oproti skupiné bez infekce. Podrobnéjsi srovnani koncentraci kadmia

v organech nejvice zatizenych kadmiem (ledviny, jatra stfevo) zobrazuji grafy 3 — 5.

Tabulka €. 5: Porovnani koncentrace kadmia v tasemnici krysi s koncentracemi v jednotlivych organech.

kost svalovina  varlata slezina stfevo Jatra ledviny
BFer) 130 1695 60 32 2,7 2 0,6
BFom) 0,2 2,5 2,5 0,1 0,4 0,5 0,09
Fem) -0,3 0,1 0,3 0,08 0,3 0,3 0,3
rom -0,2 0,3 0,4 0,01 0,03 0,1 0,3

BF 1), BFor) = bioakumulaéni faktor tasemnice v porovndni s organy potkan( ze skupiny zatiZzené kadmiem
(PT) a ze skupiny bez zatizeni (OT). repr), reny = korelaéni koeficient mezi koncentraci kadmia ve tkdni

tasemnice a v jednotlivych organech potkanu ze zatizené skupiny (PT) a skupiny bez zatiZzeni (OT).

Koncentrace kadmia ve tkani tasemnice byla u potkana skupiny PT vyssi oproti viem
organlim, kromé ledvin. Biokoncentracni faktor (BF), podle autorl Sures and Sidall
et al. (1999), vyjadfeny jako (Ciasemnicesr C reaviny ) VySel pfFiblizné 0,64. Naopak napfiklad
v porovnani se svalovou tkani potkand (PT) byla koncentrace ve tkani parazita 1695x vyssi
(tab5). Co se tyce infikované skupiny bez zatizeni kadmiem (0T), zde byla vyssi koncentrace
ve tkdni tasemice oproti tkani hostitele zjiSténa pouze ve dvou organech hostitele, a sice
ve varlatech a ve svaloviné. V obou pfipadech tasemnice akumulovala zhruba 2,5x vyssi
mnozstvi kadmia. Mezi koncentracemi kadmia v tasemnici a v organech hostitele nebyla

zjiSténa vyznamna korelace (tab5).
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Tabulka €. 6: median * smérodatna odchylka koncentrace zinku v jednotlivych organech (mg/kg)
Vv susSiné.

kost svalovina  varlat slezina stfevo jatra ledviny  Tasemnic
a e
PT 146,7 35,21 166,8 87,2 120,5 110,4 103,0 183,3
+17,9 15,06 +5,87 14,6 12,8 +2,69 12,94 134,3
PO 202,5 52,58 191,9 82,17 160,6 121,6 119,8 N
+17,2 +20,9 36,1 9,02 +101,1 +45,6 +15,2
oT 156,7 39,03 167,8 78,05 59,40 83,4 76,33 150,8
+23,0 15,74 +7,70 13,2 23,9 +10,3 12,7 +29,5
00 193,2 43,21 203,8 79,52 103,2 111,5 111,4 N
19,72 19,07 7,62 +17,5 127,13 22,6 18,97

JelikoZz hodnoty koncentrace Cd v organech jednotlivych potkanl ve vétSiné pripadd nepochazely
z normalniho rozdéleni, byl v této diplomové praci pouZit neparametricky Mann — Whitneylv U test.

Tento test porovnava mediany dvou nezavislych vybéra.
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Graf ¢.3 a,b: Podrobnéjsi srovnani koncentrace kadmia v ledvinach a v tasemnici potkan(i krmenych
hyperakumulujici rostlinou (a) a standardni smési (b). Median je v tomto grafu znazornén silnou
carou uvnitf obdélniku. Horni a dolni hrany obdélniku oznaduji kvartily, tzv. fousy vyjadtuji variabilitu
nad tretim a pod prvnim kvartilem, zatimco jejich zakonéeni horizontalni ¢arou naznacuje maximalni

a minimalni hodnotu. Kolecka oznacuji odlehlé hodnoty.
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Graf €. 5 a,b: Podrobnéjsi srovnani koncentrace kadmia ve tkani tenkého stfeva a v tasemnici u

skupin krmenych hyperakumulujici rostlinou (a) a standardni smési (b). Rozdil mezi skupinami PT a PO

v tomto pripadé nebyl prokazatelny (p=0,08).
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5. 2. Zinek

RozloZeni zinku v jednotlivych organech se znacné liSilo od toho, co bylo pozorovano
u kadmia (graf6,7) Nejvyssi koncentrace zinku byla zjiSténa ve varlatech a ve stehenni
kosti, a to jak u skupin krmenych hyperakumulujici rostlinou, tak u skupin bez zatizeni. Dale
nasledovaly v rGzném poradi ledviny jatra a stfeva. U zatiZenych skupin (PT a OT) bylo toto
poradi: stfevo, jatra, ledviny. Zatimco ve skupinach bez zatizeni (0T a 00) bylo zjisténo

evvs

ve svalové tkani (tab7).

Tabulka €. 7: primérna koncentrace zinku jednotlivych orgdnech (mg/kg v susiné).

kost svalovina  varlata slezina stfevo jatra ledviny Tasemnice
PT 146,7 36,6 167,5 85,8 119,2 111,6 103,1 200,2
PO 199,4 57,2 186,8 82,9 168,9 139,3 126,5 N
ot 150,8 39,7 167,3 76,9 72,83 86,08 82,3 160,3
00 190,2 44,8 205,3 77,0 102,1 110,6 111,0 N

Jatra, ledviny, stfevo a slezina potkani ze skupiny krmené hyperakumulujici rostlinou (PT)
obsahovaly prokazatelné vyssi koncentrace zinku oproti skupiné 0T, krmené standardnim
krmivem (tab5). Naopak co se tyCe kosti a svalové tkané, rozdil mezi obéma skupinami
v pfipadé téchto organd nebyl statisticky vyznamny (p=0,4; 0,06), stejné jako v pripadé
varlat, kde se primérna koncentrace zinku u skupin PT a OT liSila pouze o dvé desetiny
miligramu (p=0,8).

U skupin potkanl bez infekce tasemnici tasemnice (PO a 00) byly ziskany podobné
vysledky. Prokazatelné vys$si koncentrace zinku byla zaznamendna v ledvinach, jatrech
a ve tkani tenkého streva potkant krmenych hyperakumulujici rostlinou (P0O) oproti skupiné
krmené standardnim krmivem (00). Rozdily mezi koncentracemi ve svalu, kosti a varlatech
byly opét neprikazné (p=0,1;0,2; 0,1). Statisticky vyznamny rozdil zde nebyl zjistén ani mezi
koncentracemi zinku ve sleziné (p=0,5). Obsah zinku v tasemnici potkant ze skupiny PT byl

prokazatelné vyssi nez u potkani bez zatéze (tab7).
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Graf €.6: Primérna koncentrace zinku v organech potkanl ze skupin krmenych hyperakumulujici
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Graf ¢.7: Primérna koncentrace zinku v organech potkant ze skupin krmenych standardni smési.

Srovnani obou pokusnych skupin potkan( krmenych hyperakumulujici rostlinou (PT a PO)
ukazalo, Ze konecna koncentrace zinku byla nizsi v organech potkanl infikovanych
tasemnici, s vyjimkou sleziny a varlat, kde rozdil mezi obéma skupinami nebyl statisticky
vyznamny (tab8). U skupin bez zvySené zatéze zinkem byl prokazatelny rozdil mezi
koncentracemi zinku zjiStén pouze ve stfevé (p=0,015), jatrech (p=0,02) a také v ledvinach
(p=0,01). Podrobnéjsi srovnani koncentrace zinku v orgdnech, kde byl rozdil mezi skupinami

s tasemnici a bez tasemice prokazatelny zobrazuji grafy 9 —12.
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Tabulka ¢. 8: hodnoty p*, ziskané z Mann — Whitneyova U testu.

skupiny  kost sval varlata  slezina stfevo jatra ledviny tasemnic
e

(PT/0T) 0,37 0,059 0,8 0,0003 9,9¥10° 7,4*107 0,00014 3,5*10°

(PO/00) 0,24 0,11 0,10 0,5 0,0015 0,029 0,0115

(PT)/(PO) 0,0086  0,0003 0,17 0,19 0,00151 9,3*10° 8,89*10°

(0T)/(00) 0,2 0,1 0,1 0,5 0,015 0,02 0,01

*Zvyraznéné p - hodnoty znadi statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami (p<0,0.5).

Koncentrace zinku v tasemnici byla vzdy vysi, neZ koncentrace ve tkani hostitele
s vyjimkou varlat u potkand ze skupiny OT (tab9). Nejvice zinku akumulovala tasemnice
v poméru ke svalové tkani potkan(i ze skupiny PT zatizené vy$Simi davkami zinku (BF=5,4)
Biokoncentacni faktor tasemnice u potkan( ze skupiny PT vySel 1,94 ve srovnani s ledvinami
a ledviny a 1,79 ve srovnani s jatry. U potkan( ze skupiny OT byla primérna koncentrace

ve varlatech lehce vyssi, nez v tasemnici. (BF=0,95).

Tabulka €.9: Porovnani koncentrace zinku v tasemnici krysi s koncentracemi v jednotlivych organechi.

kost sval varlata slezina stfevo jatra ledviny
BFen) 1,3 5,4 1,2 2,3 1,7 1,8 1,9
BFon) 1,06 4,0 0,96 2,0 2,2 1,8 2,0
Fen 0,4 0,5 -0,03 -0,6 0,5 0,3 0,4
Fom) 0,6 0,08 -0,22 -0,4 -0,2 0,6 0,5

BF= biokoncentracni faktor (podil mezi koncentraci zinku ve tkani tasemnice a ve tkani hostitele.

r= koreacni koeficient vyjadrtujici zavislost mezi koncentraci zinku v tasemnici a v orgdnech.

Ve srovnani s ledvinami, jatry a stfevem potkani ze skupiny OT byla koncentrace ve tkani
parazita vyssi (BF= 1,94; 1,86 a 2,2). Stejné jako v pifpadé potkanl ze skupiny (PT) byl
i u skupiny OT nejvyraznéjsi rozdil mezi koncentraci v tasemnici a tkani hostitele pozorovan
ve svaloviné (BF=5,4). Ve vétsSiné orgdnech nebyla zjiSténa korelace s koncentraci zinku
v tasemnici, pouze ve sleziné potkan( vystavenych zvySené zatézi zinkem byl pozorovan
mirny pokles (r=-0,6) s rostouci koncentraci zinku ve tkani tasemnice, zatimco koncentrace

v kosti a jatrech potkanu bez zatéze s koncentraci v tasemnici mirné rostla (r=0,6).
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Tabulka €. 2: median * smérodatna odchylka koncentrace kadmia v jednotlivych organech (mg/kg v

susiné).
kost svalovina varlata slezina stfevo jatra ledviny  Tasemnic
e
PT 0,04 0,003 0,086 0,13 1,75 2,45 7,85 4,5
10,1 +0,003 +0,01 10,04 10,6 +0,5 11,2 11,6
PO 0,14 0,022 0,216 0,51 2,795 5,192 24,58 N
10,04 +0,006 +0,117 +0,20 13,264 +2,90 16,42
or 0,004 0,001 0,001+ 0,02 0,0142 0,011 0,056 0,001
+0,03 +0,002 0,002 10,06 +0,006 +0,008 +0,02 +0,01
00 0,085 0,005 0,006 0,026 0,034 0,035 0,059 N
10,04 +0,10 +0,002 10,04 +0,03 +0,013 +0,009

JelikoZ hodnoty koncentrace Zn v organech jednotlivych potkanll ve vétsiné pfipadl nepochazely

z normalniho rozdéleni, byl v této diplomové praci pouZit neparametricky Mann — Whitneylv U test.

Tento test porovnava mediany dvou nezavislych vybéru.
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Graf €.9 a,b: Podrobnéjsi srovnani koncentrace zinku ve tkani tenkého stfeva a v tasemnici skupin

krmenych hyperakumulujici rostlinou (a) a standardni smési (b).
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krmenych hyperakumulujici rostlinou (a) a standardni smési (b).
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6 Diskuse

V minulosti byly opakované pozorovany nizsi koncentrace v organech zvifat infikovanych
parazitem oproti neinfikovanym jedincim. Napfriklad autofi (Sures et al., 2002; Jankovska
et al., 2010; BroZova et al., 2015). Také v této diplomové praci byla ve vétsiné orgdn(
potkanu, infikovanych tasemnici krysi (Hymenolepis diminuta) zjisténa prokazatelné nizsi
koncentrace kadmia oproti potkanim bez infekce. Napriklad koncentrace v ledvinach,
jatrech a ve tkani tenkého stfeva potkant vystavenych zvysenym davkam kadmia a zaroven
napadenych tasemnici krysi byla 2,9; 2,5 a 1,8 krat nizsi ve srovnani s neinfikovanymi jedinci.
Pouze mezi koncentracemi ve tkani stfeva nebyl rozdil statisticky vyznamny pravdépodobné
diky nizkému poctu sledovanych jedinci. Podobné vysledky ziskali Teimoori et al. (2014).
Tito autofi zkoumali schopnost tasemnice (Hymenolepis diminuta) absorbovat kadmium
ve stfevé potkana (Rattus norvegicus), pficemz zaznamenali v ledvinach, jatrech a svaloviné
potkanu infikovanych tasemnici krysi 3; 3,5 a 2,7 krat nizsi koncentrace kadmia oproti
organlim neinfikovanych potkanl. Co se tyce zinku, také vysledna koncentrace tohoto kovu
byla nizsi v organech potkan( ze skupiny s tasemnici s vyjimkou varlat a sleziny, kde rozdil
nebyl statisticky vyznamny. Ve varlatech je pfitomnost zinku nezbytna pro spermatogenezi
a také zde ma prokazatelné ochranny ucinnek proti toxicité kadmia (Burukoglu et al., 2008).
Slezina je u potkan( rezervdrovym organem pro T-lymfocyty, které se uplatiuji pfi imunitni
reakci na parazita a jeji hmotnost pfi infekci tasemnici roste (John, 1995).
Koncentrace stopovych prvk(l v téle se mize ménit pod vlivem rlznych infekci
a onemocnéni, pricemz tyto zmény koncentraci odrazeji zmény v bunécném metabolismu
a ve schopnosti plasmatickych bilkovin vazat kationty (Yatoo et al., 2013). Parazitarni infekce
v tenkém strevé napriklad podle autori Brown et al., (2004) obecné zpUsobuje docasné
snizeni koncentrace zinku v jatrech a celkové naruseni homeostazy metabolismu tohoto
kovu. Naopak v akutni fazi imunitni odpovédi na infekci dochazi ke zvySeni syntézy
metallothioneinl (Cuevas et al., 2005), coZz ma za nasledek zvySené ukladani zinku do jater
a jeho nasledny nedostatek v krevnim séru (Garcia et al., 2015). Také vysledky prace autord
BroZzova et al., (2015) potvrzuji zvysené hladiny Cr, Cu, Fe, Mn, Ni a Zn v organech lisek
infikovanych méchozilem bublinatym (Echinococcus multilocularis), coz tito autofi davali

do souvislosti s aktivaci imunitniho systému.
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PfestoZe zinek je esencidlnim kovem pro imunitni systém, v této diplomové praci byly
jeho koncentrace v orgdnech s vyjimkou sleziny vidy nizsi pravé u skupin s parazitem.

Snizeni koncentrace kov( vlivem parazita mize zménit vysledné poradi organl. U potkan(
zatizenych olovem pozorovali autofi Cadkové et al. (2013) vliv pfitomnosti tasemnice
na rozlozeni kovu v organech hostitele pouze pfi nizkych davkach. Zatimco pfi aplikaci
nizkych davek olova bylo u neinfikovanych jedincl pozorovano typické rozlozeni
koncentrace: (svaly< varlata< stfevo <jatra< ledviny<kost), u skupiny infikované tasemnici
krysi byla nejvyssi koncentrace zjisSténa ve stfevé a svaloviné. Pfi vysokych davkach olova
bylo rozloZzeni naopak shodné, bez ohledu na pfitomnost parazita v GIT.

Vysledky ziskané v této diplmové praci potvrzuji toto schéma | pro kadmium. U obou
skupin vystavenych vyssi zatézi kadmiem bylo pozorovano shodné rozlozeni kovu. Naopak
u kontrolnich skupin bez zatizeni kovem se rozlozeni liSilo podle pfitomnosti tasemnice krysi.
U potkan( ze skupiny bez infekce tasemnici byla nejvétsi ¢ast kovu ulozena v kosti, zatimco
u jedinch ze skupiny s tasemnici byla kost aZ treti v pofadi po ledvinach a sleziné, pricemz
koncentrace v kostni tkani infikovanych potkan( byla 4 krat nizsi oproti neinfikovanym. Kost
se oproti mékkym tkanim vyznacuje mnohymi odliSnostmi. Jak uvadi autofi Martiniakova
et al. (2010), od okamZiku kdy je kov vazan v kostni tkani, podléhd vnitfnimu metabolismu
kosti a jelikoz remodelace se u dospélych jedincl tyka rocné jen asi 10% kostni tkané,
poskytuje tato tkan dlouhodoby zaznam o zatizeni prostfedi kovy. Pfitomnost tasemnice
krysi tedy pravdépodobné zpUsobila snizenou schopnost absorbce kadmia v kostni tkani.
Co se tyce zinku, zde vlivem tasemnice doSlo ke zméné poradi koncentraci kovu organ(
naopak pouze u skupiny vystavené vyssim davkam. Zatimco potkani bez infekce akumulovali
nejvice zinku v kosti, u infikovanych byla nejvice postiZzena varlata.

Jedno z moinych vysvétleni sniZzeni obsahu kovl v organech potkanud infikovanych
tasemnici vychazi z dfive zmifované schopnosti tasemnic akumulovat ve svych tkdnich
vysoké mnozstvi kovl. SniZzend koncentrace kovu v orgdnech hostitele mohla byt disledkem
kompetice mezi tegumentem tasemnice a stfevni sliznici o ionty kovl (Dalton et al., 2004).
U potkana, ktefi v pribéhu experimentu popisovaného v této diplomové préaci pfijimali
kadmium v davce 3 mg/tyden akumulovala tasemnice krysi vétsi mnozstvi tohoto kovu

ve srovnani se vsemi sledovanymi orgdny s vyjimkou ledvin.
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Nejnapadnéjsi byl tento rozdil ve svaloviné, oproti které byla koncentrace v tasemnici krysi
1695x vyssi. Jak ale uvadéji autofi Baudrimont and Montaudouin (2007), svalovina neni
cilovou tkani pro ukladani kadmia. Naopak jatra hraji v metabolismu kovu dleZitou roli.
V této diplomové praci byla koncentrace v tasemnici oproti jatrim dvojnasobnd. Jesté
0 néco vyssi hodnoty BF ve srovnani s jatry ziskali autofi Teimoori et al. (2014) béhem studie
provadéné na Uzemi Teherdnu. Zde byla ve tkani tasemnice zjiSténa témér pétinasobné vyssi
koncentrace (BF=4,95).Primérna koncentrace kadmia ve tkani tasemnic zatiZzenych potkan(
v této diplomové praci byla nizsi, nez v ledvinach (BF=0,64). V ledvindch existuji mechanismy,
které efektivné akumuluji toxické prvky, jako je kadmium (Shimamura et al. 2013). Vysledky
této diplomové prace tedy potvrdily ulohu ledvin, jakozto hlavniho akumuldtoru kadmia
v téle pfi zvySené zatézi timto kovem. Zcela opacny vysledek pro model tasemnice
krysi/potan obecny popisuji Teimori et al. (2014). Tito autofi uvadéji ve tkani tasemnice
témér Sestkrat wvyssi (BF=5,95) mnoizstvi kadmia oproti ledvindm hostitele, potkana
obecného. Co se tyce drivéjSich zaznaml o akumulaci kadmia, obsah tohoto kovu
v tasemnicich  zpravidla nepresahoval koncentraci v ledvinach. Napfiklad u modelu
tasemnice Skrjabinotaenia lobata/mysice kiovinnd Apodemus sylvaticus, popisuji autofi
Toreset al. (2006) biokoncentracni faktor (BF=0,17). Nizky biokoncentracni faktor (0,3) zjistili
také autofi Jankovska et al. (2010b) pro tasemnici rodu Mesocestoides, parazitujici u lisky
obecné (Vulpes vulpes). Mirné vyssi koncentrace oproti ledvindm (BF=1,2) pozorovali autofi
Jankovska et al. (2011) u tasemnice ov¢i (Moniezia expanza) a Tores et al. (2011)
u tasemnice Rodentolepis microstoma, parazita mysi domaci (Mus domesticus). Tato
tasemnice je druhem ptibuznym tasemnici krysi (Hymenolepis diminuta) a v minulosti byla
také fazena do rodu Hymenolepis.

V souladu s dFivéjsimi vysledky ziskanymi pro olovo (Cadkova et al., 2013) byl v této
diplomové praci vyssi biokoncentracéni faktor tasemnice krysi pro kadmium zjistén u potkan(
ze skupiny vystavené vysSim davkam kadmia. Tento poznatek vsSak nelze vztdhnout
na vSechny pripady. Napfiklad biokoncentracni faktor tasemnice (Skrjabinotaenia lobata)
parazitujici u hlodavcl Zijicich v oblasti méné zatizené kadmiem byl téméfr dvojnasobny
oproti jedincdm ze silnéji znecisténé oblasti (Tores et al., 2006). V pripadé zinku nebyl
prokazan rozdil mezi biokoncentraénimi faktory tasemnic potkanU vystavenych zvysené

zatézi zinkem (235,7 mg/tyden) a tasemnic potkanud bez zatéze (10,5 mg/tyden).
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Relativni mnozstvi zinku akumulované tasemnici krysi tak pravdépodobné nezdvisi
na mnozstvi zinku pfijimaného v potravé.

V ramci vlastniho preZiti v hostiteli nékteré patogeny vyvinuli specializované systémy pro
ziskani vyhody. Napfiklad bakterie Salmonella thyphimurium, preziva v tenkém stfevé diky
chelataci zinku. (Garcia et al., 2015). O schopnosti tasemnic akumulovat ve svém téle zinek
zatim neni mnoho zdznam(. Napriklad ve tkani tasemnice ov¢i (Moniezia expansa) byla
zjisténa nizsi koncentrace zinku ve srovnani s jatry ledvinami a svalovou tkani ovci zatizenych
vys$simi davkami kadmia (Jankovskd et al., 2011). Naopak stfedni hodnota (median) obsahu
zinku v tasemnici rodu Mesocestoides spp. byla 24x vyssi, nez v ledvinach a 18x vyssi, nez
v jatrech lisek z oblasti kontaminované tézkymi kovy (Jankovska et al., 2010). V této
diplomové préci tasemnice u obou infikovanych skupin obsahovala v porovnani s ledvinami,
jatry a stfevem pfiblizné dvojnasobné mnoiZstvi zinku. Jedinym orgdnem, kde byla
koncentrace zinku vyssi, nez v tasemnici byla varlata. Rozdil v koncentraci zinku mezi
hostitelem a parazitem byl stejné jako v pfipadé kadmia nejvice patrny ve svalové
tkani, ktera obsahovala zhruba 5x méné zinku ve srovnani s tasemnici.

Vyuziti modelu potkan obecny/tasemnice krysi jako bioindikatoru zatiZeni prostredi
kadmiem, je sporné. Napftiklad u vrtéjSe krysiho (Moniliformis moniliformis) byla ve srovnani
s tasemnici krysi zjiSéna dvojndsobnd bioakumulaéni kapacita pro kadmium (Teimori
et al., 2014). Navic zatimco autofi Scheef et al. (2000) zaznamenali ve tkani tohoto vrtéjse
23 krat vyssi koncentraci kadmia oproti ledvinam, v této diplomové praci byla koncentrace
v ledvinach 0,64 krat nizsi. Naopak vyssi koncentrace kadmia v tasemnici v porovnani
se vsemi ostatnimi organy (zejména se svalovinou hostitele), vyssi koncentrace zinku oproti
vsem organlm hostitele, kosmopolitni rozsifeni a hojny vyskyt potkana obecného spolu
s tasemnici krysi naznauji mozZnost vyuZiti modelu Hymenolepis diminuta/ Rattus
norvegicus pro hodnoceni zatiZzeni prostfedi témito kovy.

PrestoZe u potkan( vystavenych infekci tasemnici byly pozorovany nizsi koncentrace
kadmia oproti neinfikovanym jedincim, v této diplomové praci nebyla zjiSténa korelace
mezi koncentraci kadmia v jednotlivych organech a koncentraci v téle tasemnice . Podobny
vysledek ziskali autofi Cadkova et al. (2013) v piipadé olova. Co se ty¢e zinku, mirny pokles
hladiny tohoto kovu s rostouci koncentraci ve tkani tasemnice krysi (r=-0,6)

byl pozorovan pouze ve seziné potkan( zatizenych vyssimi davkami zinku.
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Tasemnice mimo jiné mlze pfijimat také ionty kovu vdzané na Zlu¢, které jiz prosly
jaternim cyklem (Sures and Sidall et al., 1999). ZvySena absorbce kovl tedy pravdépodobné
neni jedinym mechanismem, kterym pritomnost parazita ovliviiuje zatiZzeni organu kovy.

NaruSeni homeostazy parazitem a naslednd modulace imunitni odpovédi mohly mit
u infikovanych potkanl v této diplomové praci za nasledek klesajici hladinu transportnich
metalothioneind, jak pozorovali napftiklad Baudrimont and Montaudouin, (2007) u srdcovky
jedlé (Cerastoderma edule) infikované motolici z podttidy Digenea, (Himasthla elongata).
Exprese genl pro tvorbu metallothioneini muize byt ovliviovana prostfednictvim cytokin(
vznikajicich pti imunitni reakci hostitele, napriklad Interleukin IL— 6, medidtor syntézy
proteinli pfi infekci zvySuje tvorbu metallothioneini v jaternich burkdach, coz vede
ke zvySené akumulaci zinku (Schroeder and Cousins, 1990).

Pro poznani vztahu mezi parazitickou infekci a zménami v Urovni zatiZeni hostitele kovy
bude tfeba provést biochemické a molekularni studie na vysokém poctu vzorkd, jak navrhli
(BroZova et al., 2015).

Parazitarni infekce v tenkém stfevé obecné pfispivaji k malnutricii, snizuji schopnost
vstiebavdni a mohou zpUsobit chronicky zanét (Garcia et al., 2015). SniZzend absorbce kovu
a nasledné nizsi koncentrace v orgdnech muze byt zplisobena pozkozenim stfevni sliznice.
Naptiklad pti infekci stfevniho epitelu prvokem Giarda lamblia byla pozorovdna snizena
funkce enzym( a transportnich systému. Ndasledné zvySeni absorbce zinku po podani
antiparazitik spojovali autofi Buret et al. (2008) s obnovou stfevniho epitelu. Skolex
tasemnice krysi neni opatfen hacky, zuby, ani brusnymi plochami a narozdil od vétsiny
parazitickych helmintl tato tasemnice nezpUsobuje poZzkozeni tenkého streva (Lopes
et al., 2015).  Pfi infekci tasemnici krysi byl v minulosti naopak pozorovany protizanétlivé
ucinky. Autofi Hunter et al., (2005) zaznamenali u mysi zvySenou produkci protizanétlivého
interleukinu IL-10 a také AAM makrofagl, které se uplatiuji pfi obnové tkané po zranéni
a maji protizanétlivy ucinek. Diferenciace téchto makrofagl je ovlivnéna interleukiny IL-4
a IL-13, coz jsou typické cytokiny pro imunitni reakci typu TH2 spojenou s parazitarni infekci.
Jelikoz pokusné skupiny potkanu v této diplomové praci byli krmeny zaroven zvySenymi
davkami kadmia a zinku, na vysledné koncentrace obou kovi mohla mit vliv mimo jiné

jejich vzajemna interakce.
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Autofi Schroeder and Nason (1974) sledovali interakci mezi stopovymi prvky ve tkani
potkana. Vysledky jejich studie potvrdili, Ze pfitomnost kadmia zpUsobila zvyseni
koncentrace zinku, manganu a médi v ledvinach. ZvySené koncentrace zinku vlivem kadmia
v organech potkana obecného popisuji také autori Noel et al. (2004).

Spierenburg et al. (1988) méfili koncentraci olova, kadmia a zinku v jatrech a ledvinach
dobytka z oblasti zinkovych rafinérii v Holandsku, pficemzZz zaznamenali prokazatelné vyssi
uroven zatizeni ledvin, v pfipadé kadmia desetkrat oproti kontrolni skupiné. Naopak
u ovci, kterym bylo podavano vys$si mnozstvi kadmia nebyl pozorovan prokazatelny rozdil
v koncentraci zinku oproti kontrolnim skupindm v Zadném organu (Jankovska et al., 2011).
Autofi Schimamura et al. (2013) zjistili v ledvinach potkan( rostouci koncentraci zinku
spolu se zvysujici se koncentraci kadmia (r=0, 77). Vysledky této diplomové prace potvrdily
podobnou zdvislost v ledvinach potkan( vystavenych vysoké zatézi kadmia bez pritomnosti
parazita. V této diplomové praci nebyla zohlednéna hmotnost tasemnice. Jak uvadi autofi
Tores et al. (2006), schopnost parazita Ucinné vdazat tézké kovy pravdépodobné zdvisi
na velikosti povrchu metabolicky aktivniho tegumentu, pficemz tento povrch je v pozitivni
korelaci s hmotnosti parazita. Jelikoz byli v této diplomové praci pouZiti pouze samci
potkana obecného nebylo mozné potvrdit vliv pohlavi na koncentraci kovu v organech.
Naptiklad autofi Jankovska et al. (2014) zjistili 2,4 krat vys$si koncentraci rtuti v gonaddach
samcl okouna ti¢niho (Perca fluviatlilis) oproti samicim. Také autofi Uchino et al. (1990)
pozorovali v prlbéhu dospélosti potkana obecného vyssi obsah zinku v ledvinach samic

oproti samcum.
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7 Zavér

Vysledky této prace potvrdily pfedpoklad, Ze pfitomnost tasemnice krysi (Hymenolepis
diminuta) v gastrointestindlni soustavé hostitele, laboratorniho potkana (Rattus rattus var
alba) ma za nasledek sniZzeni koncentrace kadmia a zinku v tkani tohoto hostitele. Pfi zatézi
kadmiem byla ve vSech orgdnech s vyjimkou tenkého stfeva potkanu infikovanych tasemnici
krysi zjisténa prokazatelné nizsi koncentrace kadmia oproti neinfikovanym jedincim.

U skupin zatizenych zinkem byl vyznamny rozdil pozorovan ve vSech orgdnech s vyjimkou
sleziny a varlat.

Dale je z vysledk(l této prace patrné, Ze tasemnice krysi je schopna akumulovat ve své
tkani vy$Si mnozZstvi kadmia ve srovndni se vSemi organy potkana s vyjimkou ledvin, které
jsou hlavnim akumulatorem tohoto kovu. Zinek byl tasemnici krysi akumulovan ve vétsim
mnozstvi oproti vSiem organim hostitele. Diky této schopnosti se model laboratorni

potkan/tasemnice jevi, jako mozZny bioindikator zatiZzeni prostredi kadmiem a zinkem.
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