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Interakce mezi infekcí tasemnicí a zatížení hostitele
těžkými kovy

Souhrn

    Těžké kovy se v živých organismech vyskytují  ve stopovém množství.  Zatímco zinek

je esenciání prvek, který je nezbytný pro řadu fyziologických procesů, kadmium v těle působí

jako buněčný jed, který může způsobovat oxidační stres a přispívat ke vzniku nádorových

onemocnění.  Výsledky  dřívějších  studií  naznačují,  že  někteří  zástupci  třídy  tasemnic

(Cestoda)  a vrtějšů (Acantocephala)  jsou schopni  ve svých tělech absorbovat  vyšší  dávky

těžkých kovů ve srovnání s jejich hostiteli. V souvislosti se zvýšenou akumulací těžkých kovů

ve tkáni tasemnic bylo také pozorováno  snížené množství těchto kovů v orgánech hostitele.

Cílem této práce bylo  zjistit,  zda infekce tasemnicí  krysí  (Hymenolepis  diminuta) způsobí

snížení  koncentrace  Cd  a  Zn  v  orgánech  laboratorních  potkanů.  Celkem  24  jedinců

laboratorního potkana (Rattus norvegicus var. alba)  kmene wistar bylo rozděleno do 4 skupin

(PT, P0, 0T a 00). Skupinám PT a P0 byly po dobu 6. týdnů podávány zvýšené dávky kadmia

(3,0 mg/týden)  a zinku (235,7 mg/týden).  Těchto zvýšených dávek bylo dosaženo příměsí

huseníčku  Hallerova,  rostliny  schopné  hyperakumulace  kadmia  zinku  z  půdy.  Potkani

ze skupiny PT byli navíc infikováni cysticerkoidy tasemnice krysí. Potkani ze skupiny 0T byli

krmeni standardní směsí ST-1 a též infikováni tasemnicí krysí, zatímco potkani ze skupiny 00

sloužili, jako kontrola bez zvýšených dávek Zn a Cd bez infekce tasemnicí. Po uplynutí šesti

týdnů byli potkani usmrceni a v jejich orgánech (kost, svalovina, varlata, slezina, střevo, játra

ledviny)  bylo  analyzováno  množství  Zn  a  Cd.  Následné  statistické  testy  potvrdily  nižší

množství Zn a Cd ve většině orgánech  potkanů infikovaných tasemnicí krysí v porovnání

s potkany  bez infekce tasemnicí. Například v ledvinách, játrech a ve tkáni tenkého střeva

infikovaných potkanů  byla  zjištěna 2,9; 2,5a 1,8 krát nižší  průměrná koncentrace kadmia

ve srovnání s neinfikovanými jedinci. Tasemnice krysí ve své tkáni absorbovala 1695 krát

vyšší   koncentraci  kadmia  ve  srovnání  se  svalovinou.  Obsah  zinku  byl   u  infikovaných

potkanů  oproti  neinfikovaným  nižší  ve  všech  orgánech  s  výjimkou  varlat  a  sleziny.

Infikovaní potkani měli v ledvinách, játrech a ve tkáni tenkého střeva 1,2; 1,25 a 1,4 krát nižší

průměrnou  koncentraci  zinku  oproti  neinfikovaným.  Tasemnice  krysí  absorbovala  vyšší

koncentraci zinku v porovnání se všemi orgány hostitele. 

    Klíčová slova: potkan, těžké kovy, akumulace, tasemnice 
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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 0P 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 Úvod

Od  druhé  poloviny   90.  let  minulého  století  se  objevují  záznamy  o  schopnosti

parazitických helmintů s metabolicky aktivním tegumentem, jako jsou tasemnice (Cestoda)

a vrtějši (Acantocephala)  akumulovat vyšší množství těžkých kovů ve srovnání s tkáňí jejich

hostitelů. V minulosti byl tento fenomén pozorován nejčastěji u parazitů vodních organismů

(Sures  et  al.,  1999;  Sures,  2001).  Někteří  parazité  ryb,  zejména vrtějši  jsou  v  souvislosti

s  tímto  jevem  obecně  přijímáni,  jako  bioindikátory  znečištění  prostředí  těžkými  kovy

(Tores  et  al.,  2004).  V terestrickém prostředí  se  v  tomto ohledu staly  předmětem studií

tasemnice  parazitující  u  hlodavců.  Například  potkan  obecný  (Rattus  norvegicus)  spolu

s  tasemnicí  krysí   (Hymenolepis  diminuta)  mohou  být  využiti  jako  bioindikátory  zatížení

olovem,  zejména  v  urbanistickém  prostředí  (Sures  et  al.,  2002;  2003).  Současně  byly

v  některých  případech  zjištěny  nižší  koncentrace  kovů   v  orgánech  zvířat  infikovaných

tasemnicí, oproti jedincům bez infekce (Sures et al., 2002;  Jankovská et al., 2010b). 

    Kadmium je vysoce toxický kovový prvek, který  způsobuje požkození tkání různých orgánů

a u člověka bývá také spojován se vznikem nádorových onemocnění.  Záznamy o interakci

mezi  zatížením  tímto  kovem  a  infekcí  tasemnicemi  pocházejí  pouze  od  jedinců  žijících

ve volné přírodě (Toreset al., 2006; Teimoori et al., 2014). Zinek je naopak esenciální kov

nezbytný  pro normální  funkci  lidského těla  (García  et  al.,  2015),  avšak  při  nadbytečném

množství v potravě může působit  toxicky (Blindauer et al., 2001). Z několika málo existujících

záznamů  o  vlivu  tasemnic  na  zátěž  tímto  kovem  vyplývalo,  že  přítomnost  tasemnice

způsobuje zvýšení koncentrace zinku v játrech (García et al., 2015; Brožová et al., 2015). Pro

posouzení vlivu tasemnice krysí na zátížení laboratorního potkana zinkem a kadmiem  byl

v rámci této diplomové práce proveden experiment v laboratorních podmínkách.

   

2 Cíl práce

    Cílem práce bylo vyhodnotit  zatížení  laboratorních potkanů vybranými  těžkými kovy  

(Zn, Cd) a posoudit vliv tasemnice krysí na tuto zátěž.

Hypotéza: Tasemnice snižují koncentrace zinku a kadmia ve tkáni hostitele.
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 3  Literární rešerše

3.1    Stopové prvky v živém organismu 

    Koncentrace  stopových  prvků  nutná  pro  správnou  funkci  organismu  je  velmi  nízká.

Obvykle nižší, než 100 mg/kg v sušině (McDowell, 1992).  Také v krevním séru zvířat jsou

stopové  prvky  přítomny  v  nepatrném  množství.  Jak  uvádí  Suttle  (2010),   toto  množství

zpravidla nepřesahuje 2 ppm (parts per milion). Mezi  sedm esenciálních stopových prvků

patří:  měď železo,  zinek,  kobalt,  jod,  mangan  a selen.  Z  těchto prvků je  v  krevním séru

nejvíce  zastoupeno  železo  (1  –  2  ppm),   následováno  zinkem  (0,8  –  1,2  ppm)  a  mědí

(0,57 – 1,0). Naopak kolbalt, jod, mangan a selen se vyskytují v menším množství. Esenciální

prvky  jsou  většinou  přijímány  v  potravě  a  přestože  se   v  organismu  vyskytují  v  nízkých

koncentracích, mají velký význam pro zdraví, růst a reprodukci. Spolu s řetězci aminokyselin

tvoří složené enzymy, důležité pro řadu fyziologických procesů  (Yattoo et al., 2013).

    Přítomnost  stopových  prvků  je  nezbytná  pro  funkci  imunitního  systému.  Při  jejich

nedostatku dochází   ke snížení  rezistence vůči onemocněním. Ovlivňují celou řadu buněk

imunitního  systému,  například  schopnost  fagocytózy  neutrofilů  může  být  zvýšena

suplementací selenu (Sordillo et al., 2013). 

    Prostřednictvím metalloenzymů a metalloproteinů jsou zapojeny do oxidačně redukčních

procesů v těle. Nedostatek esenciálních stopových prvků  vede k oxidativnímu stresu, při

kterém  dochází  k  požkození  buněk  a  tkání  volnými  radikály  (Gressley  et  al.,  2009).

Koncentrace  stopových  prvků  se  může  měnit  pod  vlivem  různých  infekcí  a  zánětů

a v důsledku změn v buněčném metabolismu (Yattoo et al., 2013). 

    Zatímco výše zmiňované esenciální kovy jsou pro organismus nezbytně nutné, naopak

kovy jako rtuť, olovo nebo kadmium jsou pro organismus toxické již v malých dávkách. Tyto

kovy se váží na SH (sulfanylové),  COOH (karboxylové) a NH2   (amino) skupiny biomolekul,

čímž  mění  jejich  strukturu  a  následně  i  funkci  a  působí  tak,  jako  enzymatické  jedy

(Raudenská a kol., 2012). Díky vysoké afinitě k vazebným místům různých bílkovin mohou

o  tato  vazebná  místa  soupeřit  s  esenciálními  prvky.  Například  kadmium  tak  narušuje

metabolismus vápníku, což může vést k osteomalacii (Kido et al., 1993).
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    Chronická ingesce toxických kovů má za následek  jejich absorpci ve střevech a následnou

akumulaci  v  cílových orgánech.  Ve střevě zároveň zůstává velké množství  nevstřebaného

kovu, což může mít přímý dopad na střevní ekosystém (Brožová et al., 2015).  Příjem kadmia

v  dávce   50ppm   po  dobu  třiceti  dní  způsobil  u  potkanů  snížení  počtu  bakterií  rodu

Lactobacillus,  požkození  střevních  tkání  a  zánět  doprovázený  zvýšenou  hladinou

metallothioneinů a zvýšenou aktivitou  prozánětlivých cytokinů , jako jsou IL-1, nebo IL-17

a  naopak  sníženou,  nebo  nezměněnou  hladinu  protizánětlivého  interleukinu  IL-10

(Ninkov et al., 2015).

3.2. Kadmium

    Toxicita  kadmia  byla  zjištěna  v  padesátých  letech  20.  století  v  Japonsku,  kde  byla

popsána, jako nemoc Itai-itai. Při akutní kontaminaci tímto kovem jsou požkozeny plíce, játra

a varlata (Friberg,  1986). Mezi následky chronické kontaminace kadmiem patří požkození

dýchacích cest, glomerulárních i tubulárních částí ledvin, imunodeficience, apatie, narušení

regulace krevního tlaku, osteoporoza a celková deformace kostry  (Bertin et al., 2006).  

    Přítomnost kadmia v buňkách narušuje aktivitu enzymů, což může způsobit požkození

biologických  membrán.  Například  Janik   (1992)  pozoroval  snížené  množství  fosfolipidů

v  srdeční  tkáni  potkanů,  kterým  byl  podáván  chlorid  kadmia  oproti  kontrolní  skupině.

Negativní účinek kadmia je navíc  zesílen nízkou rychlostí vylučování a následnou akumulací

v těle (Jin et al., 2004). 

    Hlavním místem vstřebávání kadmia je tenké střevo, v jehož tkáni se krátce po orálním

podání  ukládá v poměrně  vysoké koncentraci. Po určité době ale tato koncentrace klesá.

(Elsenhans  et  al.,  1997).  Vstřebávání  kadmia  skrze  střevní  sliznici  je  popisováno,  jako

kombinace dvou odlišných procesů. Nejprve jsou ionty kadmia rychle vstřebány střevními

mikroklky,  což vede k  rychlé saturaci   střevní  stěny.  V  další  fázi  jsou intracelulární  ionty

kadmia vázány na jaterní metalothioneiny, spolu se kterými opouštějí buňky střevní sliznice 

a dostávají se do krve (Bertin et al., 2006). Následně se kadmium krevním oběhem dostává

do různých orgánů.  Největší  koncentrace kadmia,  zvláště  při  chronické zátěžije  ukládána

v ledvinách (Swiergosz and  Kowalewska, 2001). 
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    Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny (IARC) kadmium řadí mezi karcinogeny skupiny

1,  tedy  látky  prokazatelně  karcinogenní.  Přestože  Ionty  kadmia   nejsou  samy  o  sobě

mutagenické  a   požkození  DNA  není  způsobeno  přímo  jejich  navázáním,  prokazatelně

mohou zvyšovat expresi protoonkogenů, jako je např. C-FOS. To má za následek  zvýšenou

proliferaci, vedoucí až ke vzniku tumoru (Bertin et al., 2006).

     K požkození  DNA vlivem kadmia dochází  nepřímo. Kadmium vyvolává oxidační stres

prostřednictvím  procesů,  které  mají  za  následek pokles  hladiny buněčných  antioxidantů

a exhalaci reaktivních forem kyslíku (ROS) mitochondriemi (Waisberg et al., 2003).

    Kadmium navíc už při nízkých koncentracích inhibuje  aktivitu opravných mechanismů.

Bílkoviny  zodpovědné  za  stabilitu  DNA  často  obsahují  zinek  vázaný  na  cysteinový

a histidinový zbytek, tzv. zinkový prst.  Kadmium má stejně jako některé další těžké kovy

afinitu k  thiolovým skupinám přítomným na cysteinovém zbytku, díky čemuž může soupeřit

se zinkem o vazebné místo a narušit tak funkci těchto  bílkovin (Bertin et al., 2006).  

    Dávka kadmia v rozmezí 1 – 10 mg/kg na den může u březí samice potkana inhibovat

přenos  zinku,  železa  a  pravděpodobně  i  mědi  a  vápníku  z  placent  do  plodu  (Kuriwaki

et al., 2005). 

    Kontaminace prostředí kadmiem je obvykle spojována s těžbou těžkých kovů, metalurgií,

ale  také  s  používáním  zinko-kadmiových  baterií,  pigmentů  a  antikorosivních  prostředků

(Bertin et al., 2006).

3.3 Zinek

    Zinek  je  nezbytný  pro  růst  rostlin  i  živočichů.  Podílí  se  na  řadě  reakcí  zapojených

v metabolismu uhlovodíků a dusíku. Uplatňuje se  při přenosech energie v buňce, při syntéze

bílkovin a reguluje expresi genů. Je důležitý pro metabolismus DNA a RNA stejně jako pro

replikaci, diferenciaci a růst buněk (Stefanidou et al., 2006). Vazebná místa pro zinek jsou

nezbytná  pro  strukturu  a  funkci  byla  nalezena  u  10%   ze  všech  bílkovin  (Maret,  2013).

Transport zinku v těle je regulován sítí tvořenou  Zip proteiny a metallothioneiny. Jsou – li

tyto  mechanismy   porušeny,  dostupnost  zinku  je  snížena  a  tím  ustává  i  proliferace

a diferenciace v různých orgánech (Bonaventura et al., 2015).  V krevním séru zvířat se zinek

vyskytuje v rozmězí 0,8 – 1,2 ppm (Yatoo et al., 2013). 
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    Zinek  má  vliv  na  celou  řadu  aspektů  imunitního  systému  od  bariér  na  povrchu

kůže, až po genovou regulaci lymfocytů,  aktivita získané i vrozené imunity je modulována

zinkem (García et al., 2015). Nedostatek zinku tak může  vést k ke snížení rezistence a zvýšení

náchylnosti k onemocněním.  Obzvláště rovnováha mezi různými podskupinami pomocných

Th - lymfocytů je  citlivá na hladinu zinku. Zatímco akutní nedostatek zinku způsobuje snížení

imunity,  chronický  nedostatek  vede  k  produkci  zánětlivých  interleukinů,  které  negativně

ovlivňují  půběh  řady  onemocnění  (Bonaventura  et  al.,  2015).  Spolu  s  mědí  je  zinek

esenciálním prvkem pro dismutázu a ceruloplasmin, což jsou enzymy nezbytné pro imunitní

systém (Hussein and Staufenbiel, 2012).  Zvýšené riziko nedostatku zinku nastává v průběhu

bakteriálních, virových, nebo parazitárních onemocnění. Například u krav  klesá koncentrace

zinku v krevní plazmě v akutní fázi imunitní reakce (Kuschner et al., 1982).

   Jako součást metalloenzymů je zinek  zapojen do oxidačně redukčních procesů v těle. Zinek

je  součástí superoxid dismutáz (SOD), které neutralizují superoxidové radikály (Markesberry

et al. (2001). Prasad et al. (2008)  zaznamenali  snížení koncentrace  markerů oxidativního

stresu a tvorby zánětlivých cytokinů po suplementaci zinkem.

     V případě nedostatku zinku je například u zvířat zvýšené riziko vzniku průjmů, mastitid,

zánětu  dělohy,  a  mohou  se  objevovat  problémy  s  lokomocí  (Enjalbert  et  al.,  2006).

Zkrmování organického zinku může u zemědělských zvířat zlepšit odolnost vůči patogenům

způsobujícím mastitidu, protože pomáhá udržovat kožní integritu a obložení stěn mléčného

kanálu keratinem.  Pomáhá také udržovat strukturu kopyt (Tomlinson et al., 2008). 

    Známý je též hepatoprotektivní  účinek zinku. Ten je způsoben několika faktory: zinek

stabilizuje membrány a inhibuje oxidaci lipidů, indukuje tvorbu metalothioneinů a usnadňuje

proteosyntézu v játrech (Tian et al., 2014). Játra jsou dále chráněna proti oxidativnímu stresu

(Oteiza, 2012). V minulosti byla některá onemocnění jater spojována s nedostatkem zinku.

Například  vznik   cirhozy  jater  je  často  doprovázen  malnutricií  a  deficiencí  zinku  (Tian

et  al.,  2014).  Zinek je  významný i  pro reprodukci  zvířat,  hraje významnou roli  v  regulaci

progesteronu prostřednictvím superoxidových dismutáz.  Zinek je zapojen do reorganizace

ovariálních folikulů, které jsou následně zdrojem progesteronu. Tento proces  je umožněn

enzymem metalloproteinázou-2 (MMP2) ze skupiny zinkových endopeptidáz.
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    Pozitivní  korelace byla zjištěna mezi koncentracemi progesteronu a zinku v krevním séru

krav. Nedostatek zinku bývá spojován se sníženou fertilitou, abnormalitami v estrálním cyklu

a potraty (O´Donoghue, 2002). Podílí se i na sekreci a funkci testosteronu prostřednictvím

kontroly  kaskády  arachidonové  kyseliny  (Chanmugam  et  al.,  1984),  čímž  ovlivňuje

spermiogenezi.  V neposlední řadě je esenciálním prvkem pro sekreci thyroidních hormonů.

Pro funkci hormonu štítné žlázy T3 (trijodthrionin) je nezbytná vazba se zinkem , aby bylo

dosaženo  biologicky funkční konformace. Nedostatek zinku se tak může projevovat sníženou

funkčností   hormonu  T3  (O´Donoghue  et  al.,  2002).  Zinek  hraje  roli  v  syntéze  ukládání

a  sekreci  inzulinu.  Pravděpodobně  má  také  příznivý  vliv  při  cukrovce.  Potomstvo  samic

potkana,  kterým  byl  podáván  zinek  vykazovalo  po  vyvolání  diabetes  aloxanem  (derivát

pyrimidinu, schopný selektivní likvidace buňek tvořících inzulin) nižší hladinu glukozy a vyšší

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

3.3.1. Toxicita zinku

    Je známo, že zinek plní řadu důležitých biologických funkcí. Na druhou stranu zvýšený

příjem zinku například v léčivech a doplňcích stravy může mít za následek chronickou otravu

zinkem.  Vysoký  podíl  zinku  v  dietě  může  způsobit  nedostatek  mědi  a  zasahuje  také

do metabolismu železa a vápníku. Například autoři Porter et al. (1977) zaznamenali případy

deficience  mědi,  jako  důsledek  použití  zinkových  suplementů   při  léčbě  některých

onemocnění.     

    Nedostatek mědi (při denní dávce zinku 150 mg) byl charakterizován  klasickými příznaky

jako jsou anémie, leukopenie (pokles leukocytů v krvi)  a neutropenie (pokles neutrofilních

leukocytů). Tyto příznaky odezněly po ukončení suplementace. Naopak Hoffman et al. (1988)

pozorovali  přetrvávající  příznaky  i  po  vyřazení  zinku  z  diety.  Tyto  příznaky  odezněly

až  po intravenozní  aplikaci  chloridu  měďnatého.  Eliminace  přebytečného  množství  zinku

je pravděpodobně zdlouhavá a po dobu přítomnosti  v  gastrointestinálním traktu blokuje

absorbci mědi. Zinek navíc silně indukuje syntézu metalothioneinů (nízkomolekulární protein

s  vysokou  afinitou  k  iontům  těžkých  kovů).  Vazebná  afinita  metallothioneinů  k  mědi

je mnohem vyšší, než k zinku a měď tak může být zachycena již ve sliznici tenkého střeva

metallothioneiny, čímž je znemožněno její další využití (Fosmire et al., 1990).  
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    Například u potkanů, kterým byl podáván zinek v nadměrných dávkách byla zaznamenána

také prokazatelně snížená produkce slin a změny  v poměru iontů sodíku, vápníku a draslíku

v  krevním  séru  (Mizary   et  al.,  2012).  Vysoká  hladina  zinku   je  dále  spojována  také

se změnami v imunitní odpovědi a zvýšením hladiny cholesterolu v krevním séru. V důsledku

podávání  300mg  zinku  denně  po  dobu  šesti  týdnů  došlo  u  jedenácti  dobrovolníků

ke zhoršení schopnosti stimulace lymfocytů, chemotaxe a fagocytozy. Také došlo ke zvýšení

hladiny nízkodenzitního lipopoteinu  (LDL),  který  je  zodpovědný za  transport  cholesterolu

k  buňkám,  zatímco  hladina  vysokodenzitního  lipoprroteinu  (HDL),  zajišťujícího  transport

přebytečného cholesterolu do jater v krvi naopak poklesla (Chandra et al., 1988).

    Případy akutní otravy zinkem jsou méně časté. Většina záznamů akutní toxicity zinku byla

získána jako důsledek otravy jídlem.  Symptomy akutní otravy jsou: nausea,  zvracení, bolesti

břicha, křeče a průjem.  Projev akutní otravy zinkem  je ovlivněn také  formou, v jaké  je zinek

přijímán (Fosmire et al., 1990).

3.4.  Transport kovů v těle (metallothioneiny)

  Homeostáza  zinku  a  ostatních  kovů  je  udržována  prostřednictvím  bílkovin  zapojených

do  vychytávání,  exkrece  a  transportu.  Mezi  tyto  proteiny  patří  metallothioneiny  (MT)

a  transmembránové  transportéry.  Například  přenos  zinku  skrze  plazmatickou  membránu

a mezi  buněčnými kompartmenty je realizován pomocí bílkovin ze skupiny ZIP a ZnT. ZIP

transportéry  přenášejí  ionty  kovu  do  cytosolu  buňky,  zatímco  ZnT  zajišťují  jejich  export

z buňky (Maret, 2013).

    Metallothioneiny náleží  do skupiny nízkomolekulárních bílkovin,  bohatých  na cystein.

Právě  vysoký  obsah  cysteinu  (okolo  30%)  způsobuje  jejich  vysokou  afinitu  ke  kovům.

Zejména ke zinku, rtuti, kadmiu a mědi (Raudenská a kol., 2012). Podle primární struktury

se dělí do dvou tříd, přičemž u savců se vyskytují MT-1 (metalothioneiny první třídy). Ty jsou

dále řazeny do čtyř podskupin 1 – 4. Jejich funkcí je  chelatace, detoxikace škodlivých kovů

a udržování homeostázy kovů esenciálních.  Bylo prokázáno, že například kadmium a olovo

vázané na MT jsou pro tělo méně toxické, než ve volném stavu (Chan et al., 1993). Kromě

přítomnosti kovů může být syntéza metallothioneinů indukována také hormony, cytokiny  

a některými interferony (Kita et al., 2006). 

13



    Tyto látky slouží, jako enchancery (zesilovače) transkripce MT. Za normálních okolností  

je  transkripční  faktor   MTF-1  inhibován  navázaným  MTI  (metallothionein  transcription

inhibitors).  Po  vstupu  iontu  kovu  do  buňky   se  tento  iont  váže  na  MTI  a  uvolňuje  tak

transkripční  faktor  MTF-1,  který může zahájit  transkripci.  Kromě tvorby metallothioneinů

indukuje MTF-1 také transkripci genů zapojených do regenerace glutathionu, antioxidantu

schopného  vázat  kadmium.  U  eukariotních  organismů  je  MTF-1  také  jediným  známým

senzorem pro ionty zinku,  přičemž řídí  expresi  zinek dependentních genů (Maret,  2012).

Zvýšená tvorba metallothioneinů byla pozorována mimo jiné  při  hladovění  a  psychickém

stresu (Tian et al., 2014).

                                          Obrázek č.1: základní metabolismus těžkých kovů                               

                                                           Převzato z: (Raudenská a kol., 2012) 

        3.5.  Akumulace kovů v ledvinách

    Ledviny hrají  důležitou roli  v  regulaci  homeostázy  organismu.  Eliminují  toxické látky  

a  odpadní  produkty  metabolismu,  regulují  poměr  elektrolytů,  zabezpečují  acidobazickou

rovnováhu,  krevní  tlak   a  produkují  důležité  hormony,  jako  je  například  erytropoetin  

a enzymy, jako je  například renin.  U terestrických savců jsou ledviny známy, jako jeden  

z  hlavních  orgánů,  ve  kterých  se  akumulují  kovy  (Sures  et  al.,  2002).  Ledviny  obsahují  

v porovnání s ostatními orgány vyšší koncentrace stopových prvků esenciálních, jako jsou

kobalt,  zinek,  nebo  selen,  ale  také  toxických,  jako  jsou  například  olovo,  nebo  kadmium

(Gélinas et al., 1992). 
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    Při vysoké dávce v potravě ionty kovů indukují tvorbu metalothioneinů a jsou tak snadno

poutány a transportovány do ledvin. Například kadmium může být vázáno v ledvinách i při

velmi  nízkých  dávkách.  Dieta  potkanů,  kterou  použili   autoři  Shimamura  et  al.  (2013)

obsahovala 0,10 g kadmia na gram, přičemž v ledvinách bylo nalezeno 0,03 g/g,  což byla

největší koncentrace ze všech osmnácti zkoumaných orgánů. I při podání takto nízkých dávek

se tělo potkana bránilo zachytáváním a akumulací v ledvinách. Při chronické zátěži kadmiem

je  kadmium  ukládáno  do  buněk  epitelu  proximálního  tubulu,  což  vede  k  dysfunkcím

charakterizovaným polyuryí a proteinurií (Prozialeck et al., 2015). Někteří autoři, například

Weawer  et  al.,  (2011)  uvádějí  také alterace ve  funkci  glomerulů způsobené  požkozením

tkáně kadmiem. Pro sledování  účinku kadmia na ledviny považují  Prozialeck et al.  (2015)

za optimální subkutánní aplikaci nízkých dávek kadmia v rozmezí 0,3 – 1,2 mg/kg po dobu

3 – 12 týdnů. Při tomto způsobu aplikace je u potkanů pozorováno  srovnatelné schéma

distribuce kadmia, jako při chronickém perorálním příjmu.

3.6. Tasemnice čeledi Hymenolepididae 

    Tasemnice čeledi Hymenolepididae jsou kosmopolitně rozšíření střevní parazité, jejichž

přítomnost byla popsána u různých druhů savců a ptáků. V posledních letech došlo k četným

změnám v taxonomii těchto tasemnic a ke vznkiu nových rodů na základě morfologických

znaků (obr.2) Například pro tasemnici Hymenolepis horrida a ostatní druhy od tasemnic rodu

Hymenolepis lišící  se úplnou absencí  rostella byl  založen rod  Arostrilepis. Monofyletismus

tohoto rodu následně potvrdili autoři (Haukisalmiet al., 2010a) pomocí analýzy rDNA. 

                                       Obrázek č.2: Tasemnice čeledi Hymenolepididae.                               

                                                     Převzato z: (Haukisalmi et al., 2010a)
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    Tasemnice čeledi Hymenolepididae, jejichž skolex je opatřen háčky byly přeřazeny do rodu

Rodentolepis. Monofyletismus rodu Rodentolepis ale nebyl nebyl prokázán, neboť sem byly

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

3.6.1. Tasemnice krysí (Hymenolepis diminuta)

    Přítomnost  tasemnice krysí (Hymenolepis  diminuta)  byla v minulosti  popsána u více  

než osmdesáti druhů hlodavců na celém světě, avšak jak ukazují molekulární analýzy RNA 

z poslední doby, jedná se pravděpodobně o větší množství morfologicky velmi podobných

druhů. Typickým znakem pro tasemnici krysí je přítomnost rudimentálního rostella a  naopak

absence háčků (Czaplinsky and Vaucher, 1994).

                                         Obrázek č.2: zralý článek (proglitida) tasemnice krysí.

    Osmoregulační  kanály  jsou  v  jednotlivých  proglotidách  propojeny   příčnými

anastomózami. Varlata tvoří jednu řadu a děloha je váčkovitá (obr.3). Vajíčka jsou opatřena

silným vnějším plášťem  (Mas-Coma and Tenora,  1997)  Vývoj  je  podobně  jako  u  většiny

tasemnic  nepřímý,  vajíčka musí  být  pozřena členovcem, v  němž probíhá vývin  do stadia

infekceschopného cysticerkoidu.  Ve finálním hostiteli  se dospělí  jedinci  nachází  v tenkém

střevě. Jednotlivé proglitidy jsou v průběhu života tasemnice od posteriorní  části  strobily

konstantně odlučovány (Sures, 2004).  Schopnost tasemnice krysí infikovat člověka je nízká.

Přesto však byly zjištěny případy nákazy touto tasemnicí  u dětí  v  zejména v rozvojových

zemích  (Watve  and Dardy,  2008)  a  vzácně také u  dospělých osob se  sníženou imunitou

(el – Shazly et al., 2006). Podle autorů Hernandez et al., (2012) mohlo v některých dřívějších

záznamech dojít k záměně za příbuzný druh, tasemnici dětskou (Hymenolepis nana). 
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3.6.2. Imunitní reakce na tasemnici krysí

    Imunitní  reakce hostitele na tasemnici  krysí  je vyvolána při  setkání  antigenů parazita

s  dendritickými  buňkami  střevního  epitelu  hostitele  (Lopes  et  al.,  2015).  Při  napadení

tasemnicí krysí u myší převládá imunitní reakce typu TH2, pro kterou je typická dominantní

produkce  interleukinů  IL-4,  IL-5  a  IL–14  stimulujících  růst  a  diferenciaci  B-lymfocytů

(Hernandez  et  al.,  2012).  Současně  dochází  k  hyperplazii  pohárkových  buněk  a  zvýšené

produkci  mucinozního  hlenu.  Zatímco  u  myší  dojde  v  průběhu  9  –  14  dní  k  vyloučení

parazita,  u  potkanů  způsobuje  tasemnice  krysí  chronické  onemocnění. Spektrum

zúčastněných  komponentů  imunitního  systému  je  u  obou  hostitelských  druhů  podobné

s tím, že u potkanů se projevuje v menší míře (McKay et al. 2010). 

3.7. Akumulace kovů parazitickými helminty

    Nedávné výzkumy potvrdily, že gastrointestinální helminti absorbují těžké kovy ze střev

svých hostitelů.  Zejména vrtějši  (Acantocephala) a tasemnice (Cestoda)  parazitující  u ryb.

U zástupců těchto skupin byly zjištěny  koncentrace kovů, přesahující koncentrace u běžných

volně  žijících  sentinelových  organismů,  jako  je  například  slávička  jedlá  (Dreissena

polymorpha). Zároveň byly tyto koncentrace několikanásobně vyšší, než ve tkáních hostitelů.

Fenomén  akumulace  kovů parazity  byl  v  minulosti  častěji  popsán  u  vodních  organismů,

například autoři  Tenora et al.  (2000) zjistili  koncentraci  olova,  chromu a kadmia ve tkáni

plerocerkoidu  řemenatky  ptačí  (Ligula  intestinalis) 15,6x  a  2,6x  vyšší,  než  ve  svalovině

hostitelské  ryby.  V  terestrickém  prostředí  byl  tento  jev  pozorován  například  autory

Jankovská  et  al.  (2010)  u  tasemnice  ovčí   (Moniezia  expansa),  která  ve  svém  těle  též

akumulovala několikanásobně vyšší množství olova, než její hostitel ovce domácí (Ovis aries).

Prvky, jako je kadmium, selen, nebo olovo nejsou v tasemnici distribuovány rovnoměrně.

Největší  množství  kovu  bývá  u  tasemnic  uloženo  v  gravidních  článcích  strobily  

(Sures et al., 2003). 
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3.7.1. Využití helmintů v bioindikaci zatížení prostředí

    Přítomnost  parazita  může  na  jednu  stranu  překážet  při  použití  bioindikačních  

metod,  neboť  ovlivňuje  fyziologii  a  chování  hostitele,  což  může  vést  k  chybné  indikaci

znečištění  prostředí.  Na  druhou  stranu  naopak  sami  parazité  mohou  být  použiti,  jako

indikátory  znečištění  a  míry  akumulace  toxických  látek  (Sures,  2004).  U  suchozemských

organismů bylo  třeba najít  vhodné sentinelové  organismy,  zejména v  oblastech lidského

osídlení.  Cílem  pozorování  se  v  tomto  ohledu  staly  hlístice  (Nematoda)  a  vrtějši

(Acantocephala) parazitující u suchozemských živočichů.   Zatímco škrkavky se ukázaly, jako

nevyhovující (například ve škrkavce Ascaris suum parazitující u prasat zjistil   Greichus, (1980)

pouze poloviční množství olova, než v játrech hostitele), u vrtějšů byl zaznamenán úspěch.

Ve tkáni druhů parazitujících u potkanů a prasat (Moniliformis moniliformis)   byla  změřena

až  stokrát  vyšší  koncentrace  některých  těžkých  kovů,  než  v  ostatních  tkáních  hostitele

(Scheef et al.,  2000). Vrtějši  však nejsou u savců zdaleka tak častými  parazity,  jako u ryb

(Sures et al., 2002) Jako model vhodný pro bioindikaci znečištění těžkými kovy v terestrickém

prostředí,  konkrétně v urbanistických oblastech navrhli  autoři  Tores,  et al.,  (2006) myšici

křovinnou  (Apodemus sylvaticus) a jejího parazita, tasemnici Skrjabinoteania lobatta z čeledi

Catenotaenidae, v jejíž tkáni nalezl 8,5 krát vyší koncentraci olova, než v ledvinách hostitele.

Schopnost bioakumulace vyššího množství kovu oproti hostiteli ale  není jediným kritériem

pro  posouzení,  zda  je  parazit  vhodný  pro  indikaci  zatížení  prostředí.  Jak  popisuje  Sures

(2004),  ideální  sentinelový organismus musí  splňovat  určité požadavky.   Schopnost splnit

tyto požadavky se u tasemnic může lišit v závislosti na druhu tasemnice a jejího hostitele.

Například v práci autorů Jankovská et al., (2010b) tasemnice rodu Mesocestoides parazitující

u  lišek obecných  (Vulpes  vulpes)  některá  tato  kritéria  splňovala  (vysoký  bioakumulační

potenciál, známý homerange, hojné rozšíření), zatímco jiná nikoliv (neznámá korelace mezi

koncentrací  polutantu v tasemnici  a v prostředí,  nedostatečná velikost pro analýzu,  málo

poznatků  o  fyziologii  parazita).  Dalšími  požadavky  jsou  snadný  sběr  a  identifikace,  což

tasemnice  ve  většině  případech  splňují  a  snadné  určení  věku.  Přestože  jsou  tasemnice

obecně známy,  jako  dlouhověké,  exaktní  určení  přesného věku je  poměrně  obtížné.  Pro

správné  měření  koncentrací  kovu  je  třeba  provádět  standardizovaný  odběr  vzorků.  tzn.

používat tasemnice přibližně stejné délky a stáří, jak navrhli autoři Sures et al. (2003).
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3.7.2. Model Hymenolepis dimituta/Rattus norvegicus

        Skupinou parazitů často se vyskytujících u hlodavců a to i v městské zástavbě jsou

tasemnice rodu  Hymenolepis. Cílem studie provedené autory (Sures et al. 2002) bylo určit

akumulační  kapacitu  olova  u  tasemnice  krysí  (Hymenolepis  diminuta).  Po experimentální

infekci potkanů cysticerkoidem tasemnice krysí jim bylo orálně podáváno olovo, načež byla

ve tkáních potkanů a v tasemnice analyzována  koncentrace olova pomocí elektrotermální

atomové  absorpční  spektrometrie.  Koncentrace  olova  v  tasemnici  byla  u  infikovaných

potkanů prokazatelně vyšší,  než v ledvinách a to přibližně sedmnáctkrát.  Možnost využití

modelu H. diminuta/ Rattus norvegicus mimo laboratorní podmínky byla následně potvrzena

během studie prováděné poblíž Káhiry, kde koncentrace olova v tasemnici byla jedenáckrát

vyšší,  než  v  ledvinách  hostitele  (Sures,  2003).  Jelikož  je  potkan  spolu  se  svým

parazitem, tasemnicí krysí  rozšířen téměř ve všech typech terestrického prostředí, zejména

v městských aglomeracích, považují jej autoři Sures et al., 2002 za významný pro bioindikaci

znečištění prostředí těžkými kovy. 

3. 4. 2. Vliv tasemnice na zatížení hostitele těžkými kovy

        Povrch těla tasemnice je tvořen metabolicky aktivním tegumentem. Ten svojí funkcí

odpovídá  kartáčovitému  povrchu  střevní  sliznice  obratlovců,  se  kterou  soupeří

o  živiny,  přičemž  absorbuje  i  ionty  těžkých  kovů (Dalton  et  al.,  2004).  Řada studií  vlivu

parazita na zátěž kovy vycházela z předpokladu, že pokud je hostitelský organismus vystaven

kontaminaci  těžkým  kovem,  přičemž   je  podstatná  část  přijatého  kovu  absorbována

parazitem, může hostitel vstřebat jen omezené množství kovu a koncentrace v jeho  tkáních

pak bude nižší. Například Sures and Sidall, (1999) uvádějí nižší koncentraci olova ve střevech

jelců  infikovaných  vrtějšem  Pomphorhynchus  laevi,  než u  kontrolní  skupiny bez parazita.

Podobné  výsledky  byly  pozorovány  také  v  případě  infekce  některými  tasemnicemi.

Přítomnost tasemnice krysí (Hymenolepis diminuta) ve střevech potkanů vystavených zátěži

olovem měla za následek nižší koncenraci olova v ledvinách (Sures et al., 2002). 
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    Taktéž při porovnání  koncentrací  olova  ve tkáních ovcí  zatížených  olovem a zároveň

infikovaných  tasemnicí  ovčí   (Moniezia  expansa) se  skupinou  ovcí  bez  tasemnice  bylo

patrné, že přítomnost parazita redukuje množství olova v játrech, krvi a ledvinách (Jankovská

et  al.,  2010a).    Některé  další  studie  však  přinesly   opačné  výsledky.  Například  infekce

vrtějšem krysím  (Moniliformis  moniliformis)  nemá prokazatelný  vliv  na koncentraci  olova

ve  tkáni  hostitele,  ani  přes  vysokou  bioakumulační  kapacitu  tohoto  parazita  (Scheef

et  al.,  2000).  Rovněž  v  případě  rtuti  nebyla  prokázána  akumulace  vrtějšem  ve  střevě

hostitele, okouna říčního  (Perca fluviatilis), naopak olovo tento parazit akumuloval ve větší

míře,  než  jeho  hostitel  (Jankovská  et  al.,  2011;  2014).   Jindy  byly  získány  rozporuplné

výsledky. Například lišky z oblastí kontaminovaných těžkými kovy, infikované tasemnicí rodu

Mesocestoides  sice vykazovaly oproti neinfikovaným jedincům sníženou koncentraci olova

v ledvinách, ale zároveň vyšší koncentraci v játrech (Jankovská, 2010b).  

    V některých případech byl popsán i čistě negativní vliv tasemnic na regulaci vstřebávání

těžkých kovů. Okoth et al. (2012) pozorovali vyšší koncentraci kadmia v orgánech ryb z čeledi

kaprovitých (Cyprinidae)  Rastrineobola argenta   infikovaných tasemnicí  řemenatkou ptačí

(Ligula intestinalis). K tomuto zvýšení podle autora došlo v důsledku požkození fyziologických

mechanismů  reglujících  příjem  kovů.  Těžké  kovy  jsou  v  těle  izolovány  pomocí

metalothioneinů,  jak  bylo  popsáno  výše.  Tasemnice  přijímají  množství  proteinů,  tuků

a  mnoha  dalších  látek  ze  zažívacího  traktu,  které  jsou  důležité  pro  tvorbu

metallothioneinů, což může způsobit jejich sníženou exkreci a následně sníženou účinnost

detoxikace (Frank et al., 2011).

    Čadková  et  al.  (2013)  použili  upravený   experiment  provedený  dříve  autory  Sures

et al. (2002), aby zjistili, zda má infekce tasemnicí krysí skutečně vliv na koncentraci olova

ve tkáních potkana. Ve shodě s předešlými studiemi byla  ve tkáni tasemnice zaznamenána

až  trojnásobně  vyšší  koncentrace  olova,  než  v  ledvinách,  což  potvrdilo  tasemnice  rodu

Hymenolepis,  jako  vhodné  bioindikátory  zatížení  prostředí  olovem.  Výsledky  studie

nepodporovaly  předpoklad,  že  by  přítomnost  gastrointestinálních  parazitů  byla  schopna

zabránit absorbci pozřených těžkých kovů, neboť v některých orgánech infikovaných jedinců

byla větší koncentrace olova, než u jedinců bez tasemnice. Ledviny a kost  byly   jedinými

orgány, ve kterých byla konečná koncentrace olova nižší u infikovaných zvířat, než u těch bez

tasemnice během podání malých i zvýšených dávek. 
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    Jelikož  zvýšená  koncentrace  olova  ve  tkáni  parazita  nebyla  prokazatelně  spojena  

se snížením koncentrace v hostitelských tkáních, předpokládají autoři studie, že tasemnice

přijímají spíše olovo vázané na žluč, které bylo nejprve vstřebáno hostitelem a až následně

vyloučeno jaterním cyklem do duodena.  Olovnaté ionty jsou schopny projít  z  hostitelova

gastrointestinálního  traktu  přes  epitelovou  membránu  paracelulárním  transportem

do krve,  kde se  váží  na membránu erytrocytů  a jsou  tak  roznášeny  k  různým orgánům.

Portálním oběhem se dostávají  do jater,  kde jich je  většina odstraněna z krve a se žlučí

se dostává do střev. Žluč obsahuje steroidy, se které společně s ionty olova tvoří komplexy.

V této podobě mohou být olovnaté ionty přijímány tasemnicí  (Sures and Sidall, 1999).

3. 5. Rostlinné hyperakumulátory

    Reakce rostlin na kontaminaci půdy kovy se je různá. U některých druhů rostlin může dojít

k zastavení růstu. Naopak jiné rostliny kontaminaci přežívají, přičemž dochází k akumulaci.

Akumulace  kovu  v  horních  částech  rostliny  byla  popsána   jako  jedna  ze  strategií  proti

vysokým dávkám kovů v prostředí  (Baker, 1981) a je definována,  jako schopnost rostliny

koncentrovat  ve  svém  těle  vyšší  koncentraci  kovu,  než  je  v  půdě,  na  které  roste.

(Baker  et  al.,  1989).  Hyperakumulátory  jsou  ve  svých  nadzemních  částech  schopny

akumulovat  výjimečně  vysoké  koncentrace  kovů  oproti  neakumulujícím  rostlinám

ze stejného prostředí. U terestrických rostlin není hyperakumulace častým jevem.

    Jako  hyperakumulátory  zinku  jsou   definovány  rostlinné  druhy,  které  obsahují  více

než 10000 μg zn/g sušiny, zatímco jako hyperakumulátory kadmia jsou označovány rostliny

schopné  koncentrovat  množství  vyšší,  než  100  μg Cd/g  v  sušině.   Oproti  rostlinám

ze  stejného  prostředí  obsahují  přibližně  desetkrát  vyšší  koncentrace  těchto  kovů  (Bert

et al., 2002). Přibližně 500 rostlinných taxonů je schopno akumulovat vysoké koncentrace

potenciálně  toxických  kovů  a  20  z  nich  jsou  hyperakumulátory  zinku  (Schanmugam

 et al., 2013). Většinou  se jedná o endemické druhy pro půdy bohaté na kovy, ale mohou

se  vyskytovat  také  na   půdách,  kontaminovaných  lidskou  činností.  V  minulosti

se  hyperakumulační  rostliny  staly  předmětem  zájmu  díky  jejich  potenciálnímu  využití

pro fytoremediaci (Bert et al., 2002).
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1.5.1. Huseníček Hallerův (Arabidopsis Halleri)

    Řada hyperakumulujících rostlin byla popsána v čeledi brukvovitých (Brasicaceae). Do této

čeledi patří i huseníček Hallerův  (Arabidopsis halleri).  Tento druh je dobře znám pro svou

toleranci vůči kovům a často jej lze nalézt na lokalitách kontaminovaných zinkem a kadmiem

(Bert et al., 2000). Při hydroponickém experimentu huseníček Hallerův vykazoval koncentraci

zinku od 300 μg/g (v sušině) až do 32000 μg/g, aniž by trpěl fytotoxicitou (Zhao et al., 2000).

Huseníček  Hallerův  je  schopen  hyperakumulace  kadmia,  a  to  jak  na  kontaminovaných

půdách, tak při hydroponických experimentech (Küper et al., 2000).  Jedná se o druh blízký

příbuzný huseníčku rolnímu (Arabidopsis thaliana)  u kterého sice nebyla popsána schopnost

hyperakumulace, ale jehož genom byl byl v minulosti důkladně osekvenován. Jelikož mezi

oběma  druhy  existuje  94%  shoda  nukleotidů,  mohli  tak  přispět  k  poznání  mechanizmů

hyperakumulace. Řada komparativních studií transkriptomů huseníčku Hallerova  pomohla

identifikovat geny zapojené při procesu hyperakumulace zinku (Talke et al., 2006). 

  Hyperakumulátory  využívají  různé  mechanismy,  jako  je  například  efektivní  absorpce,

ukládání v xylému (dřevní cévní svazek) a zvýšená detoxikace v nadzemních částech rostliny

(Kramer,  2010).  To  je  umožněno  efektivními  transportními  mechanismy  pro  transport

 z kořenů do vyšších částí rostliny (Kramer, 2010). Na tomto transportu se podílejí zejména

ATPázové  HMA  transportéry.  Tyto  transportéry  jsou  v  huseníčku  Hallerově  přítomny

 ve  vysoké  koncentraci.  Jakmile  je  zinek  účinně  transportován  do  tkáně  nadzemní  části

rostliny, je pomocí tonoplastových transportérů přenesen do vakuol. 

   Transportní látky v huseníčku rolním oproti tomu jednak nejsou schopny účinně přenášet

zinek do nadzemních částí a navíc nadměrné množství zinku způsobí snížený příjem železa

vlivem kompetice obou kovů o vazebná místa. Snížená koncentrace železa vyvolává syntézu

transportérů  IRT1  a  IRT2,  které   zároveň  přenášejí  další  zinek,  čímž  dojde  k  přetížení

detoxikačního systému a úhynu rostliny (Schanmugam et al., 2013). 

    U  huseníčku  Hallerova  je  zinek  do  kořenů  přenášen  především  ZIP  transportéry

regulovanými pouze koncentrací zinku, díky čemuž nedochází k narušení exprese Fe -   ZIP

transportérů (Schanmugam et al.,  2011). Naopak byla u Huseníčku Hallerova  pozorována

zvýšená exprese ZIP transportérů, jako je například IRT3, které hrají  důležitou roli v příjmu

a transportu železa (Schanmugam et al., 2013). 
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    Výskyt  huseníčku Hallerova není  omezen pouze na kontaminované  půdy.  Schopnosti

hyperakumulace  u  populací  z  nekontaminovaných  oblastí  byly  v  minulosti  předmětem

výzkumu. Jak uvádějí autoři Bert et al. (2002) , populace z nekontaminovaných oblastí mají

stejnou schopnost hyperakumulace zinku a kadmia, jako populace z kontaminovaných půd.

Naopak  žádná  populace  této  rostliny  z  nekontaminovaných  půd  nebyla  schopna

hyperakumulovat olovo. Co se týče míry hyperakumulace zinku, ta je u zinku pro všechny

populace stejná,  zatímco u kadmia byla pozorována variabilita.  U pěti  z  dvaceti  populací

huseníčku Hallerova z nekontaminovaných oblastí byla zjištěna hraniční koncentrace kadmia

(více než 100 μg/g ). Z dvaceti populací huseníčku z kontaminovaných oblastí tohoto limitu

dosáhly pouze dvě.
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       4  Materiál a metody

4. 1. Potkani

    V pokusu bylo použito celkem 24 jedinců laboratorního potkana (Rattus norvegicus  var

alba) kmene Wistar.  Počáteční hmotnost  potkanů byla 150 g ± 5 g. Tito potkani byli  získáni

komerčního chovu Fyziologického ústavu AV ČR v Praze.  Chov potkanů probíhal po dobu

experimentu  v  prostorách  Pokusné  stáje  FAPPZ  (Praha-Suchdol).  U  všech  potkanů  byla

pomocí  koprologického  vyšetření  ověřena  nepřítomnost  intestinálních  helmintů.  Chov

probíhal  při  teplotě  22  ±  2°C  a  při  vlhkosti  75  %  ±  5  %.   Světelný  režim  byl  nastaven

na dvanáct hodin světla a dvanáct hodin tmy.  Potkani byli   krmeni standardní  směsí  pro

hlodavce ST-1 dodávanou společností Velaz s.r.o., a s přístupem k vodě ad libitum. Potkani

byli rozděleni do čtyř skupiny (tab1) a následně umístěni  ve standardních boxech typu E4

(1730 cm2).  Takto byly všechny čtyři  skupiny chovány po dobu tří  týdnů, pro aklimatizaci

potkanů a pro vývin tasemnic v infikovaných jedincích.

 Tabulka č 1.: desing experimentu.
Skupina n potkanů  Zn/týden

 (mg)
Cd/týden

(mg) H.diminuta

PT 6 235,7 3,0 +

P0 6 235,7 3,0 -

0T 6 10,5 - +

00 6 10,5 - -
PT=skupina potkanů krmená hyperakumulující rostlinou a zároveň infikovaná tasemnicí krysí. P0=skupina

krmená  hyperakumulátorem  bez  tasemnice.  0T=  kontrolní  skupina  bez  zatížení  kovy  s  tasemnicí.

00=kontrolní skupina bez zatížení kovy a bez tasemnice.

4. 2 Infekce tasemnicí

    Dvě skupiny  laboratorních  potkanů PT a 0T byly infikovány tasemnicí krysí (Hymenolepis

diminuta).  Infekce  potkanů  proběhla  pomocí  cysticerkoidů  získaných  z  laboratorně

chovaných  potemníků skladištních (Tribolium confusum) z experimentálního chovu katedry

Zoologie  a  Rybářství,  kteří  byli  nakaženi  pozřením  vajíček  tasemnice  krysí  získaných

z exkrementů již dříve infikovaných potkanů.  
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    Vývoj  cysticerkoidů   probíhal  20  dní.  Poté  byly  cysticerkoidy  vypreparovány  a  spolu

s roztokem glukózy orální cestou pomocí mikropipety vpraveni do potkanů. Každý potkan byl

infikován  třemi  cysticerkoidy.  Úspěšnost  infekce  byla  ověřena  pomocí  koprologického

vyšetření provedeného pět týdnů po infekci. Přítomnost paraztitů byla potvrzena nálezem

vajíček ve výkalech.

4. 3. Bilanční fáze

    Po ověření infekce následovala bilanční fáze experimentu. Po dobu šesti týdnů byli potkani

ze  skupin PT a  0T  krmeni  mletou směsí  krmiva  ST-1 a  huseníčku Hallerova  (Arabidopsis

halleri).  Výsledný týdenní příjem byl 3 mg kadmia a 235, 7 mg zinku. Potkani ze skupin 0T

a 00 dostávali pouze mletou krmnou směs ST-1 přičemž přijali 10,5 mg zinku týdně. Celkové

množství krmiva bylo rovnoměrně rozloženo do celého týdne. Na konci každého týdne byli

potkani váženi. 

Tabulka č 2.: Obsah prvků v rostlině (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. Analýza kovů v orgánech a tasemnici

    Po  uplynutí  šesti  týdnů  byli  potkani  usmrceni  kombinací  injekční  aplikace  sedativ

a analgetik. Během následné pitvy byly odebrány orgány: játra, ledviny, slezina, varlata, tkáň

tenkého  střeva,  svalovina  a  stehenní  kost.  Z  tenkého  střeva  infikovaných  jedinců  byla

odebrána také tasemnice.  Vzorky byly  ihned po odebrání  zmraženy  na -20°C a následně

vysušeny  pomocí  lyofilizace  při  teplotě  -80°C.  Lyofilizované  vzorky  byly  dále  rozemlety,

naváženy  a  mineralizovány  směsí  kyseliny  dusičné  a  peroxidu  vodíku.  Před  samotnou

analýzou byly vzorky rozloženy v přístroji Ethos 1 (MLS GmbH, Leutkirch, Germany) pomocí

mikrovlnně asistované digesce. Obsahy jednotlivých prvků byly analyzovány pomocí optické

emisní spektrometrie (ICP OES, Agilent 720, USA). Pro stanovení nízkých koncentrací kovů

byla použita také atomová absorbční spektrometrie (AAS, Varian 280FS). 
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4. 5. Statistika

   Koncentrace Cd a Zn v orgánech jednotlivých skupin byly mezi sebou porovnávány pomocí

statistických  testů.  Pro  určení, zda  hodnoty  koncentrace  získané  z  jednotlivých  orgánů

pocházejí z normálního rozdělení byl použit Shapiro – Wilkův test.  U většiny výběrů nebyla

normalita rozdělení potvrzena.  Na základě toho byl pro posouzení,  zda mezi  jednotlivými

skupinami existuje statisticky významný rozdíl použit neparametrický   Mann – Whitneyův U

test. na hladině významnosti  (α = 0,05). Hladina významnosti odpovídá pravděpodobnosti

zamítnutí nulové hypotézy H0, přestože  platí (chyba prvního typu). Pokud hodnota p získaná

z  testu  byla  vyšší,  než  0,05,  nebylo   možné  zamítnout  H0   a  tedy  platilo,  že  mezi

koncentracemi kovu v orgánech obou testovaných skupin není statisticky významný rozdíl.

Naopak pokud byla p hodnota nižší, než α, H0  byla zamítnuta a platila H1, která tvrdí, že mezi

skupinami  existuje  významný  rozdíl.  Dále  byl  stanoven  korelační  koeficient  r  mezi

koncentracemi v   orgánech potkanů a v  tasemnici.  Testy  byly  prováděny ve statistickém

programu R i386 ,verze 3.2.0.
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5  Výsledky

5.1.  Kadmium

    Nejvyšší průměrná koncentrace kadmia byla u potkanů ze skupiny krmené rostlinou bez

tasemnice (P0)  zjištěna v ledvinách. Po ledvinách následovala játra a střeva. Naopak nejnižší

průměrná koncentrace  byla  změřena  ve  svalovině  (tab3).  Rozložení  kadmia   v  orgánech

zatížených potkanů skupiny (PT) prakticky kopírovalo schéma předchozí skupiny (graf1 a,b).

U  potkanů  z  konrolní  skupiny  (00)  byla   největší  část  kadmia  koncentrována  v  kosti

a naopak nejnižší hodnota  byla u této skupiny zjištěna ve varlatech.  Oproti tomu potkani

ze skupiny infikované tasemnicí (0T) měli nejvíce kadmia uloženo v ledvinách, následovaných

slezinou a stehenní kostí. Nejnižší koncentrace kadmia byla ve skupině 0T změřena stejně

jako v případě kontrolní skupiny 00 ve varlatech a svalovině (graf2).

    

Tabulka č. 3: Průměrná koncentrace kadmia v jednotlivých orgánech (mg/kg v sušině). 

skupiny kost svalovina varlata slezina střevo játra ledviny H.diminuta

     PT 0,039 0,003 0,085 0,158 1,857 2,359 7,945 5,085

     P0 0,132 0,023 0,269 0,488 3,455 5,930 23,01       N

     0T 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 orgánech potkanů krmených hyperakumulující rostlinou a zároveň

infikovaných tasemnicí  krysí  (PT)  byla   oproti   skupině s  tasemnicí,  krmené standardním

krmivem  (0T)  prokazatelně  nižší  (p<0,05)  ve  všech  orgánech,  kromě  svaloviny  (p=0,06)

a kosti (p=0,06).  Mezi  potkany ze skupin P0 a 00 byl  zjištěn prokazatelný rozdíl koncentrace

kadmia  ve  všech  orgánech s  výjimkou kosti  (p=0,32).  Také  tasemnice  obou infikovaných

skupin se mezi sebou prokazatelně lišily v koncentraci akumulovaného kadmia, průměrná

koncentrace ve tkáni tasemnice ze skupiny potkanů krmených zvýšenými dávkami kadmia

(PT) byla více než 800x vyšší oproti skupině 0T, krmené standardním krmivem  (tab3).
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Graf č. 1a): Průměrná koncentrace kadmia v orgánech potkanů ze skupin krmených hyperakumulující

rostlinou (PT, P0), ve kterých koncentrace kovu nepřesáhla 0,5mg/kg (kost – slezina). 

Graf č. 1b): Průměrná koncentrace kadmia v orgánech potkanů krmených hyperakumulující rostlinou

(PT,P0),  ve  kterých  byla  koncentrace  kadmia  vyšší,  než  0,5mg/kg (střevo  –  ledviny)  a  průměrná

koncentrace ve tkáni tasemnice krysí (H. Diminuta).
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Graf č. 2): Průměrná koncentrace kadmia v orgánech potkanů krmených pouze standardní směsí ST-1

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

       S  výjimkou střeva  (p=0,08)  byla  koncentrace  kadmia  ve  všech  orgánech  potkanů

infikovaných tasemnicí krysí z pokusné skupiny (PT)  prokazatelně nižší oproti neinfikovaným

potkanům z pokusné skupiny (P0).  Například průměrná koncentrace v ledvinách potkanů

ze skupiny P0 byla téměř 2,9x vyšší, než u jedinců ze skupiny PT (graf1). Prokazatelný rozdíl

mezi  oběma skupinami  byl  potvrzen pomocí  statistického testu  (p<0,001).  Naopak  rozdíl

mezi  koncentracemi  kadmia  v  ledvinách  potkanů   krmených  standardním  krmivem

s tasemnicí a bez tasemnice  (0T a 00) nebyl statisticky významný (tab4). 

Tabulka č. 4. : hodnoty p, získané z Mann – Whitneyova U testu.

kost sval varlata slezina střevo játra ledviny tasemnice

PT/0T 0,06 0,7 2,9*10-5 4*10-4 1,4*10-6 3,5*10-5 7,4*10-7 3,5*10-5

P0/00 0,3 0,0002 7,4*10-7 1,2*10-5 3*10-6 1,6*10-8 3*10-6

PT/P0 0,0002 3,3*10-5 7,2*10-7 6,8*10-6 0,08 1,6*10-5 7,4*10-7

0T/00 0,01 0,005 0,004 0,5 3*10-6 7,3*10-5 0,5
    

PT/0T a  P0/00 značí  rozdíl  mezi  skupinami  zatíženými  kadmiem  a  skupinami  bez  zátěže.  PT/P0

a  0T/00 značí  rozdíl  mezi  skupinami  s  tasemnicí  a  bez  tasemnice.  Porovnání  skupin  bylo  provedeno

pomocí Mann-Whitneyova U testu v programu r. Zvýrazněné p - hodnoty značí statisticky významný rozdíl

mezi skupinami (p<0,05). 
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    U potkanů z pokusných skupin PT a P0 byla druhým nejvíce postiženým orgánem játra.

Také zde byla u potkanů s tasemnicí zjištěna  prokazatelně nižší koncentrace (p=0,01), než

u jedinců ze skupiny bez infekce tasemnicí (P0). Totéž v případě jater platilo i pro skupiny bez

zatížení kadmiem 0T a 00, (p<0,01). Mezi skupinami  0T a 00 byl statisticky významný rozdíl

v koncentraci kadmia zjištěn u všech zbylých orgánů (p<0,05) s výjimkou sleziny . Slezina byla

jediným  orgánem,  ve  kterém  byla  zjištěna  mírně  vyšší  koncentrace  kadmia  u  potkanů

s tasemnicí (0T), než u potkanů bez infekce (00),  avšak rozdíl mezi oběma skupinami nebyl

průkazný (tab4). Ve stehenní kosti potkanů ze skupiny 0T byla koncentrace kadmia 4 krát

nižší,  oproti  kontrolní  skupině,  což  bylo  relativně  nejvýraznější  snížení  koncentrace  kovu

u infikované skupiny oproti skupině bez infekce. Podrobnější srovnání koncentrací kadmia

v  orgánech nejvíce zatížených kadmiem (ledviny, játra střevo) zobrazují grafy 3 – 5.

Tabulka č. 5: Porovnání koncentrace kadmia v tasemnici krysí s koncentracemi v jednotlivých orgánech.

kost svalovina varlata slezina střevo Játra ledviny

BF(PT) 130 1695 60 32 2,7 2 0,6

BF(0T) 0,2 2,5 2,5 0,1 0,4 0,5 0,09

r(PT) -0,3 0,1 0,3 0,08 0,3 0,3 0,3

r(0T) -0,2 0,3 0,4 0,01 0,03 0,1 0,3

BF(PT) , BF(0T) = bioakumulační faktor tasemnice v porovnání s orgány potkanů ze skupiny zatížené kadmiem

(PT)  a ze skupiny bez  zatížení  (0T).   r(PT),  r(0T)  = korelační  koeficient  mezi  koncentrací  kadmia ve tkáni

tasemnice a v jednotlivých orgánech potkanů ze zatížené skupiny (PT) a skupiny bez zatížení (0T).

    Koncentrace kadmia ve tkáni tasemnice byla u potkanů skupiny PT vyšší  oproti  všem

orgánům,  kromě  ledvin.  Biokoncentrační  faktor  (BF),  podle  autorů  Sures  and  Sidall

et  al.  (1999),  vyjádřený  jako  (Ctasemnice/ C  ledviny  )  vyšel   přibližně  0,64.  Naopak  například

v porovnání se svalovou tkáni potkanů (PT) byla koncentrace ve tkáni parazita 1695x vyšší  

(tab5).  Co se týče infikované skupiny bez zatížení kadmiem (0T), zde byla vyšší koncentrace

ve tkáni tasemice oproti tkáni hostitele zjištěna pouze ve dvou orgánech hostitele, a  sice

ve varlatech a ve svalovině.  V  obou případech tasemnice akumulovala zhruba 2,5x vyšší

množství  kadmia.  Mezi  koncentracemi kadmia v tasemnici  a v orgánech hostitele nebyla

zjištěna významná  korelace (tab5).
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Tabulka č. 6: medián ± směrodatná odchylka koncentrace zinku v jednotlivých orgánech (mg/kg) 
v sušině.

kost svalovina varlat
a

slezina střevo játra ledviny Tasemnic
e

PT 146,7
±17,9

35,21
±5,06

166,8
±5,87

87,2
±4,6

120,5
±12,8

110,4
±2,69

103,0
±2,94

183,3
±34,3

P0 202,5
±17,2

52,58
±20,9

191,9
±36,1

82,17
±9,02

160,6
±101,1

121,6
±45,6

119,8
±15,2

N

0T 156,7
±23,0

39,03
±5,74

167,8
±7,70

78,05
±3,2

59,40
±23,9

83,4
±10,3

76,33
±12,7

150,8
±29,5

00 193,2
±9,72

43,21
±9,07

203,8
±7,62

79,52
±17,5

103,2
±27,13

111,5
±22,6

111,4
±8,97

N

    

    Jelikož  hodnoty  koncentrace Cd v orgánech  jednotlivých potkanů ve  většině  případů nepocházely

z normálního rozdělení,  byl  v  této diplomové práci  použit  neparametrický Mann – Whitneyův U test.

Tento test porovnává mediány dvou nezávislých výběrů.

 

Graf č.3 a,b: Podrobnější srovnání koncentrace kadmia v ledvinách a v tasemnici potkanů krmených

hyperakumulující  rostlinou (a)  a  standardní směsí  (b).  Medián je v  tomto grafu znázorněn silnou

čarou uvnitř obdélníku. Horní a dolní hrany obdélníku označují kvartily, tzv. fousy vyjadřují variabilitu

nad třetím a pod prvním kvartilem, zatímco jejich zakončení horizontální čarou naznačuje maximální

a minimální hodnotu.  Kolečka označují odlehlé hodnoty.
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Graf  č.4  a,b:  Srovnání   koncentrace  kadmia  v  játrech  a  v  tasemnici  potkanů  krmených

hyperakumulující rostlinou (a) a standardní směsí (b). Játra byla u pokusných skupin (PT a P0) po

ledvinách druhým nejvíce zatíženým orgánem kadmiem.

Graf č.  5 a,b:  Podrobnější srovnání  koncentrace kadmia ve tkáni  tenkého střeva   a v tasemnici u

skupin krmených hyperakumulující rostlinou (a) a standardní směsí (b). Rozdíl mezi skupinami PT a P0

v tomto případě nebyl prokazatelný (p=0,08).
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5. 2. Zinek 

   Rozložení  zinku v  jednotlivých orgánech se  značně lišilo  od toho,  co bylo pozorováno

u  kadmia  (graf6,7)  Nejvyšší  koncentrace  zinku  byla  zjištěna  ve   varlatech  a  ve  stehenní

kosti, a to jak u skupin krmených hyperakumulující rostlinou, tak u skupin bez zatížení.  Dále

následovaly v různém pořadí ledviny játra a střeva. U  zatížených skupin (PT a 0T) bylo toto

pořadí:  střevo,  játra,  ledviny.  Zatímco ve  skupinách bez zatížení   (0T a  00)  bylo zjištěno

pořadí: ledviny, játra, střevo.  Nejnižší koncentrace byla v rámci všech skupin změřena  opět

ve svalové tkáni (tab7).

   

Tabulka č. 7: průměrná koncentrace zinku jednotlivých orgánech (mg/kg v sušině).

kost svalovina varlata slezina střevo játra ledviny Tasemnice

PT 146,7 36,6 167,5 85,8 119,2 111,6 103,1 200,2

P0 199,4 57,2 186,8 82,9 168,9 139,3 126,5       N

0T 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

    Játra, ledviny, střevo a slezina potkanů ze skupiny krmené hyperakumulující rostlinou (PT)

obsahovaly prokazatelně  vyšší  koncentrace zinku oproti skupině 0T, krmené standardním

krmivem  (tab5).  Naopak co se týče kosti  a svalové tkáně,  rozdíl  mezi  oběma skupinami

v  případě  těchto  orgánů  nebyl  statisticky  významný  (p=0,4;  0,06),  stejně  jako  v  případě

varlat,  kde se  průměrná koncentrace zinku u skupin PT a 0T lišila  pouze o dvě desetiny

miligramu (p=0,8). 

    U  skupin potkanů bez infekce tasemnicí  tasemnice  (P0  a  00)  byly  získány  podobné

výsledky.  Prokazatelně  vyšší  koncentrace  zinku   byla  zaznamenána  v  ledvinách,  játrech

a ve tkáni tenkého střeva potkanů krmených hyperakumulující rostlinou (P0) oproti  skupině

krmené standardním krmivem (00). Rozdíly mezi koncentracemi ve svalu, kosti a varlatech

byly opět neprůkazné (p=0,1;0,2; 0,1). Statisticky významný rozdíl zde nebyl zjištěn ani mezi

koncentracemi zinku ve slezině (p=0,5).  Obsah zinku v tasemnici potkanů ze skupiny PT byl

prokazatelně vyšší  než u  potkanů bez zátěže (tab7).
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Graf  č.6:  Průměrná koncentrace zinku v orgánech potkanů ze skupin krmených hyperakumulující

rostlinou (PT, P0).

Graf č.7: Průměrná koncentrace zinku v orgánech potkanů ze skupin krmených standardní směsí.   

    Srovnání obou pokusných skupin potkanů krmených hyperakumulující rostlinou (PT a P0)

ukázalo,  že  konečná  koncentrace  zinku  byla  nižší  v  orgánech  potkanů  infikovaných

tasemnicí,  s  výjimkou sleziny a varlat,  kde rozdíl  mezi  oběma skupinami nebyl  statisticky

významný  (tab8).  U   skupin  bez  zvýšené  zátěže  zinkem  byl  prokazatelný  rozdíl   mezi

koncentracemi zinku zjištěn pouze ve střevě (p=0,015), játrech (p=0,02)  a také v ledvinách

(p=0,01). Podrobnější srovnání koncentrace  zinku v  orgánech, kde byl rozdíl mezi skupinami

s tasemnicí a bez tasemice prokazatelný  zobrazují grafy 9 – 12.
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Tabulka č. 8: hodnoty p*, získané z Mann – Whitneyova U testu.

skupiny kost sval varlata slezina střevo játra ledviny tasemnic
e

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

(P0/00) 0,24 0,11 0,10 0,5 0,0015 0,029 0,0115

(PT)/(P0) 0,0086 0,0003 0,17 0,19 0,00151 9,3*10-5 8,89*106

(0T)/(00) 0,2 0,1 0,1 0,5 0,015 0,02 0,01
*Zvýrazněné p - hodnoty značí statisticky významný rozdíl mezi skupinami (p<0,0.5).

    Koncentrace  zinku  v  tasemnici  byla  vždy  vyší,  než  koncentrace  ve  tkáni  hostitele   

s  výjimkou varlat  u potkanů ze skupiny 0T (tab9).  Nejvíce zinku akumulovala tasemnice  

v poměru ke svalové tkáni potkanů ze skupiny PT zatížené vyššími dávkami zinku  (BF=5,4)

Biokoncentační faktor tasemnice u potkanů ze skupiny PT vyšel 1,94 ve srovnání s ledvinami

a ledviny a 1,79 ve srovnání s játry. U potkanů ze skupiny 0T byla průměrná koncentrace  

ve varlatech  lehce vyšší, než v tasemnici. (BF= 0,95).      

Tabulka č.9: Porovnání koncentrace zinku v tasemnici krysí s koncentracemi v jednotlivých orgánechi.

kost sval varlata slezina střevo játra ledviny

BF(PT) 1,3 5,4 1,2 2,3 1,7 1,8 1,9

BF(0T) 1,06 4,0 0,96 2,0 2,2 1,8 2,0

r(PT) -0,4 0,5 -0,03 -0,6 0,5 0,3 0,4

r(0T) 0,6 0,08 -0,22 -0,4 -0,2 0,6 0,5
BF=  biokoncentrační  faktor  (podíl  mezi  koncentrací  zinku  ve  tkáni  tasemnice  a  ve  tkáni  hostitele.  

r= koreační koeficient vyjadřující závislost mezi koncentrací zinku v tasemnici a v orgánech.

    Ve srovnání s ledvinami, játry a střevem potkanů ze skupiny 0T byla koncentrace ve tkáni

parazita  vyšší  (BF=  1,94;  1,86  a  2,2).  Stejně  jako  v  pířpadě  potkanů  ze  skupiny  (PT)  byl

i u skupiny 0T nejvýraznější rozdíl mezi koncentrací v tasemnici a tkáni hostitele pozorován

ve svalovině (BF=5,4).   Ve  většině orgánech nebyla zjištěna korelace s  koncentrací  zinku

v tasemnici, pouze ve slezině potkanů vystavených zvýšené zátěži  zinkem byl  pozorován

mírný pokles  (r=-0,6)  s rostoucí koncentrací zinku ve tkáni tasemnice, zatímco koncentrace

v kosti a játrech potkanů bez zátěže s koncentrací v tasemnici mírně rostla (r=0,6).
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Tabulka č. 2: medián ± směrodatná odchylka koncentrace kadmia v jednotlivých orgánech (mg/kg v
sušině). 

kost svalovina varlata slezina střevo játra ledviny Tasemnic
e

  PT   0,04
±0,1

0,003
±0,003

0,086
±0,01

0,13
±0,04

1,75
±0,6

2,45
±0,5

7,85
±1,2

4,5
±1,6

P0 0,14
±0,04

0,022
±0,006

0,216
±0,117

0,51
±0,20

2,795
±3,264

5,192
±2,90

24,58
±6,42

     N

0T 0,004
±0,03

0,001
±0,002

0,001±
0,002

0,02
±0,06

0,0142
±0,006

0,011
±0,008

0,056
±0,02

0,001
±0,01

00 0,085
±0,04

0,005
±0,10

0,006
±0,002

0,026
±0,04

0,034
±0,03

0,035
±0,013

0,059
±0,009
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    Jelikož  hodnoty  koncentrace  Zn v orgánech jednotlivých potkanů  ve většině případů nepocházely

 z normálního rozdělení,  byl v této diplomové práci  použit neparametrický Mann – Whitneyův U test.

Tento test porovnává mediány dvou nezávislých výběrů.

Graf č.9 a,b:  Podrobnější srovnání  koncentrace zinku ve tkáni tenkého střeva  a v tasemnici  skupin

krmených hyperakumulující rostlinou (a) a standardní směsí (b).
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Graf č.10 a,b:  Podrobnější srovnání  koncentrace zinku v játrech  a v tasemnici  skupin krmených

hyperakumulující rostlinou (a) a standardní směsí (b).

Graf č.11 a,b:  Podrobnější srovnání  koncentrace zinku ve tkáni tenkého střeva  a v tasemnici  skupin

krmených hyperakumulující rostlinou (a) a standardní směsí (b).

37

játra (PT) játra (P0) tasemnice

1
5

0
2

0
0

2
5

0

skupiny zatížené zinkem
Z

n
 (

m
g

/k
g

)

játra (0T) játra (00) tasemnice

1
0

0
1

5
0

2
0

0

skupiny bez zatížení

Z
n

 (
m

g
/k

g
)

ledviny (PT) ledviny (P0) tasemnice

1
0

0
1

5
0

2
0

0
2

5
0

skupiny zatížené zinkem

Z
n

 (
m

g
/k

g
)

ledviny (0T) ledviny (00) tasemnice

1
0

0
1

5
0

2
0

0

skupiny bez zatížení

Z
n

 (
m

g
/k

g
)



6  Diskuse

     V minulosti byly opakovaně pozorovány nižší koncentrace v orgánech zvířat infikovaných

parazitem oproti neinfikovaným jedincům. Například autoři  (Sures et al., 2002; Jankovská

 et  al.,  2010;  Brožová et  al.,  2015).  Také v  této diplomové práci  byla  ve většině orgánů

potkanů,  infikovaných  tasemnicí  krysí  (Hymenolepis  diminuta) zjištěna  prokazatelně  nižší

koncentrace  kadmia  oproti  potkanům  bez  infekce.  Například  koncentrace  v  ledvinách,

játrech a ve tkáni tenkého střeva potkanů vystavených zvýšeným dávkám kadmia a zároveň

napadených tasemnicí krysí byla 2,9; 2,5 a 1,8 krát nižší ve srovnání s neinfikovanými jedinci.

Pouze mezi koncentracemi ve tkáni střeva nebyl rozdíl statisticky významný pravděpodobně

díky nízkému počtu sledovaných jedinců. Podobné výsledky získali  Teimoori  et al. (2014).

Tito autoři  zkoumali   schopnost tasemnice  (Hymenolepis diminuta)  absorbovat  kadmium

ve střevě potkana (Rattus norvegicus), přičemž zaznamenali v ledvinách, játrech a svalovině

potkanů  infikovaných  tasemnicí  krysí  3;  3,5  a  2,7  krát  nižší  koncentrace  kadmia  oproti

orgánům neinfikovaných potkanů.   Co se týče zinku, také výsledná koncentrace tohoto kovu

byla nižší v orgánech potkanů ze skupiny s tasemnicí s výjimkou varlat a sleziny, kde rozdíl

nebyl statisticky významný. Ve varlatech je přítomnost zinku nezbytná pro spermatogenezi

a také zde má prokazatelně ochranný účinnek proti toxicitě kadmia (Burukoglu et al., 2008).

Slezina je u potkanů rezervárovým orgánem pro T-lymfocyty, které se uplatňují   při imunitní

reakci na parazita a její hmotnost při infekci tasemnicí roste (John, 1995). 

    Koncentrace  stopových  prvků  v  těle  se  může  měnit  pod  vlivem  různých  infekcí

a onemocnění, přičemž tyto změny koncentrací odrážejí změny v buněčném metabolismu

a ve schopnosti plasmatických bílkovin vázat kationty  (Yatoo et al., 2013). Parazitární infekce

v tenkém střevě například  podle autorů Brown et  al.,  (2004) obecně způsobuje dočasné

snížení  koncentrace  zinku v  játrech  a  celkové  narušení  homeostázy  metabolismu tohoto

kovu.  Naopak  v  akutní  fázi  imunitní  odpovědi  na  infekci   dochází  ke  zvýšení  syntézy

metallothioneinů (Cuevas et al., 2005), což má za následek zvýšené ukládání zinku do jater

a jeho následný nedostatek v krevním séru (García et al., 2015). Také výsledky  práce autorů

Brožová et al.,  (2015) potvrzují  zvýšené hladiny  Cr, Cu, Fe, Mn, Ni a Zn v orgánech lišek

infikovaných  měchožilem  bublinatým  (Echinococcus  multilocularis),  což  tito  autoři  dávali

do souvislosti s aktivací imunitního systému.                                                                              
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    Přestože zinek je esenciálním kovem pro imunitní systém, v této diplomové práci byly

jeho koncentrace v orgánech s výjimkou sleziny vždy nižší právě u skupin s parazitem. 

    Snížení koncentrace kovů vlivem parazita může změnit výsledné pořadí orgánů.  U potkanů

zatížených  olovem  pozorovali  autoři  Čadková  et  al.  (2013)   vliv  přítomnosti  tasemnice

na  rozložení  kovu  v  orgánech  hostitele  pouze  při  nízkých  dávkách.  Zatímco  při  aplikaci

nízkých  dávek  olova  bylo  u  neinfikovaných  jedinců  pozorováno  typické  rozložení

koncentrace: (svaly< varlata< střevo <játra< ledviny<kost),  u skupiny infikované tasemnicí

krysí  byla nejvyšší koncentrace zjištěna ve střevě a svalovině. Při  vysokých dávkách olova

bylo rozložení naopak shodné, bez ohledu na přítomnost parazita v GIT. 

    Výsledky získané v této diplmové práci potvrzují  toto schéma I pro kadmium. U obou

skupin vystavených vyšší zátěži kadmiem bylo pozorováno shodné rozložení kovu. Naopak 

u  kontrolních skupin bez zatížení kovem se rozložení lišilo podle přítomnosti tasemnice krysí.

U potkanů ze skupiny bez infekce tasemnicí  byla největší část kovu uložena v kosti, zatímco

u   jedinců ze skupiny s tasemnicí byla kost až třetí v pořadí po ledvinách a slezině, přičemž

koncentrace v kostní tkáni infikovaných potkanů byla 4 krát nižší oproti neinfikovaným.  Kost

se oproti  měkkým tkáním vyznačuje mnohými odlišnostmi.  Jak uvádí  autoři  Martiniaková

et al. (2010), od okamžiku kdy je kov vázán v kostní tkáni, podléhá vnitřnímu metabolismu

kosti  a jelikož remodelace se  u dospělých jedinců týká  ročně jen asi  10% kostní  tkáně,

poskytuje tato tkáň dlouhodobý záznam o zatížení prostředí  kovy. Přítomnost tasemnice

krysí tedy pravděpodobně způsobila sníženou schopnost absorbce kadmia v kostní tkáni.  

Co se týče zinku, zde vlivem tasemnice došlo ke změně pořadí  koncentrací  kovu orgánů

naopak pouze u skupiny vystavené vyšším dávkám. Zatímco potkani bez infekce akumulovali

nejvíce zinku v kosti, u infikovaných byla nejvíce postižena varlata.

    Jedno  z  možných  vysvětlení  snížení  obsahu  kovů  v  orgánech  potkanů  infikovaných

tasemnicí  vychází  z  dříve zmiňované schopnosti   tasemnic  akumulovat  ve svých tkáních

vysoké množství kovů. Snížená koncentrace kovu v orgánech hostitele mohla být důsledkem

kompetice mezi tegumentem tasemnice a střevní sliznicí  o ionty kovů  (Dalton et al., 2004).

U potkanů,  kteří  v  průběhu experimentu popisovaného v  této diplomové práci   přijímali

kadmium v dávce 3 mg/týden  akumulovala  tasemnice krysí  větší  množství  tohoto  kovu

ve srovnání se všemi sledovanými orgány s výjimkou ledvin. 
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    Nejnápadnější byl tento rozdíl ve svalovině, oproti které byla koncentrace v tasemnici krysí

1695x  vyšší.  Jak  ale  uvádějí  autoři  Baudrimont  and  Montaudouin  (2007),  svalovina  není

cílovou tkání pro ukládání kadmia.  Naopak játra  hrají v metabolismu kovu důležitou roli.

 V této diplomové práci  byla koncentrace v tasemnici   oproti  játrům dvojnásobná.  Ještě

o něco vyšší hodnoty BF ve srovnání s játry získali autoři Teimoori et al. (2014) během studie

prováděné na území Teheránu. Zde byla ve tkáni tasemnice  zjištěna téměř pětinásobně vyšší

koncentrace  (BF=4,95).Průměrná koncentrace kadmia ve tkáni tasemnic zatížených potkanů

v této diplomové práci byla nižší, než v ledvinách (BF=0,64). V ledvinách existují mechanismy,

které efektivně akumulují toxické prvky, jako je kadmium  (Shimamura et al. 2013). Výsledky

této  diplomové  práce  tedy potvrdily  úlohu ledvin,  jakožto  hlavního akumulátoru  kadmia

v  těle  při  zvýšené  zátěži  tímto  kovem.  Zcela  opačný  výsledek  pro  model  tasemnice

krysí/potan obecný popisují  Teimori  et al.  (2014). Tito autoři  uvádějí   ve tkáni tasemnice

téměř  šestkrát  vyšší  (BF=5,95)  množství  kadmia  oproti  ledvinám  hostitele,  potkana

obecného.  Co  se  týče  dřívějších  záznamů  o  akumulaci  kadmia,  obsah  tohoto  kovu

v  tasemnicích   zpravidla  nepřesahoval  koncentraci  v  ledvinách.  Například  u  modelu

tasemnice  Skrjabinotaenia  lobata/myšice  křovinná Apodemus  sylvaticus,  popisují  autoři

Toreset al. (2006) biokoncentrační faktor (BF=0,17). Nízký biokoncentrační faktor (0,3)  zjistili

také autoři Jankovská et al. (2010b) pro tasemnici rodu  Mesocestoides,  parazitující u lišky

obecné (Vulpes vulpes). Mírně vyšší koncentrace oproti ledvinám (BF=1,2) pozorovali autoři

Jankovská  et  al.  (2011)  u  tasemnice  ovčí  (Moniezia  expanza)  a  Tores  et  al.  (2011)

u  tasemnice   Rodentolepis  microstoma,  parazita  myši  domácí  (Mus  domesticus).  Tato

tasemnice je  druhem příbuzným tasemnici krysí (Hymenolepis diminuta) a v minulosti byla

také řazena  do rodu Hymenolepis. 

    V  souladu s dřívějšími výsledky  získanými  pro olovo (Čadková et al., 2013) byl v této

diplomové práci vyšší biokoncentrační faktor tasemnice krysí pro kadmium zjištěn u potkanů

ze  skupiny  vystavené  vyšším  dávkám  kadmia.   Tento  poznatek  však  nelze  vztáhnout

na všechny případy.  Například biokoncentrační  faktor  tasemnice  (Skrjabinotaenia  lobata)

parazitující  u hlodavců žijících v oblasti  méně zatížené  kadmiem byl  téměř dvojnásobný

oproti  jedincům ze silněji  znečištěné oblasti   (Tores et al.,  2006).   V případě zinku nebyl

prokázán  rozdíl  mezi  biokoncentračními  faktory  tasemnic  potkanů  vystavených  zvýšené

zátěži zinkem (235,7 mg/týden) a tasemnic potkanů bez zátěže (10,5 mg/týden). 
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    Relativní  množství  zinku  akumulované  tasemnicí  krysí   tak  pravděpodobně  nezávisí  

na množství zinku přijímaného v potravě.

    V rámci vlastního přežití v hostiteli některé patogeny vyvinuli  specializované systémy pro

získání výhody. Například bakterie Salmonella thyphimurium,  přežívá v tenkém střevě díky

chelataci zinku. (García et al., 2015).  O schopnosti tasemnic akumulovat ve svém těle zinek

zatím  není mnoho  záznamů. Například ve tkáni tasemnice ovčí  (Moniezia expansa)  byla

zjištěna nižší koncentrace zinku ve srovnání s játry ledvinami a svalovou tkání ovcí zatížených

vyššími dávkami kadmia (Jankovská et al., 2011). Naopak střední hodnota (medián) obsahu

zinku v tasemnici rodu  Mesocestoides spp.  byla 24x vyšší, než v ledvinách a 18x vyšší, než

v  játrech  lišek  z  oblasti  kontaminované  těžkými  kovy  (Jankovská  et  al.,  2010).   V  této

diplomové práci tasemnice u obou infikovaných skupin obsahovala v porovnání s ledvinami,

játry  a  střevem  přibližně  dvojnásobné  množství  zinku.  Jediným  orgánem,  kde  byla

koncentrace  zinku  vyšší,  než  v  tasemnici  byla  varlata.  Rozdíl  v  koncentraci  zinku  mezi

hostitelem  a  parazitem  byl  stejně  jako  v  případě  kadmia  nejvíce  patrný  ve  svalové

tkáni, která obsahovala zhruba 5x méně zinku ve srovnání s tasemnicí.

    Využití  modelu  potkan  obecný/tasemnice  krysí  jako  bioindikátoru  zatížení  prostředí

kadmiem, je sporné.  Například u vrtějše krysího (Moniliformis moniliformis) byla ve srovnání

s  tasemnicí  krysí  zjišěna  dvojnásobná  bioakumulační  kapacita  pro  kadmium  (Teimori

et al., 2014). Navíc zatímco autoři Scheef et al. (2000) zaznamenali ve tkáni tohoto vrtějše

23 krát vyšší koncentraci  kadmia oproti ledvinám,  v této diplomové práci byla koncentrace 

v  ledvinách  0,64  krát  nižší.  Naopak  vyšší  koncentrace  kadmia  v  tasemnici  v  porovnání

se všemi ostatními orgány (zejména se svalovinou hostitele), vyšší koncentrace zinku oproti

všem orgánům  hostitele,  kosmopolitní  rozšíření  a  hojný  výskyt  potkana  obecného  spolu

s  tasemnicí  krysí  naznačují  možnost  využití   modelu  Hymenolepis  diminuta/  Rattus

norvegicus pro hodnocení zatížení prostředí těmito kovy.

    Přestože u potkanů vystavených  infekci  tasemnicí  byly pozorovány nižší  koncentrace

kadmia  oproti  neinfikovaným  jedincům,  v  této  diplomové  práci  nebyla  zjištěna  korelace

mezi koncentrací kadmia  v jednotlivých orgánech a koncentrací v těle tasemnice . Podobný

výsledek získali autoři Čadková et al. (2013) v případě olova. Co se týče zinku, mírný pokles

hladiny  tohoto  kovu  s  rostoucí  koncentrací  ve  tkáni  tasemnice  krysí  (r=-0,6)

byl pozorován pouze ve sezině potkanů zatížených vyššími dávkami zinku. 
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    Tasemnice mimo jiné může  přijímat  také ionty kovu vázané na žluč, které již prošly

jaterním cyklem (Sures and Sidall et al.,  1999). Zvýšená absorbce kovů tedy pravděpodobně

není jediným mechanismem, kterým přítomnost parazita ovlivňuje zatížení orgánů kovy.

        Narušení homeostázy parazitem a následná modulace imunitní odpovědi mohly mít

u infikovaných potkanů v této diplomové práci za následek klesající hladinu transportních

metalothioneinů, jak pozorovali  například Baudrimont and Montaudouin, (2007) u srdcovky

jedlé  (Cerastoderma edule) infikované motolicí  z  podtřídy Digenea,  (Himasthla elongata).

Exprese genů pro tvorbu metallothioneinů může být ovlivňována prostřednictvím cytokinů

vznikajících  při  imunitní   reakci  hostitele,  například  Interleukin  IL–  6,  mediátor  syntézy

proteinů   při   infekci  zvyšuje  tvorbu  metallothioneinů   v  jaterních  buňkách,  což  vede

ke zvýšené akumulaci zinku (Schroeder and Cousins, 1990).

   Pro poznání vztahu mezi parazitickou infekcí a změnami v úrovni zatížení hostitele kovy

bude třeba provést biochemické a molekulární studie na vysokém počtu vzorků, jak navrhli

(Brožová et al., 2015). 

    Parazitární  infekce v tenkém střevě obecně přispívají  k malnutricii,  snižují   schopnost

vstřebávání a mohou způsobit chronický zánět (García et al., 2015). Snížená absorbce kovu

a následně nižší koncentrace v orgánech může být způsobena  požkozením střevní sliznice.

Například při  infekci  střevního epitelu prvokem  Giarda lamblia   byla pozorována snížená

funkce  enzymů  a  transportních  systémů.  Následné  zvýšení  absorbce  zinku  po  podání

antiparazitik  spojovali   autoři  Buret  et  al.  (2008)  s  obnovou  střevního  epitelu.  Skolex

tasemnice  krysí  není  opatřen  háčky,  zuby,  ani  brusnými  plochami  a  narozdíl  od  většiny

parazitických  helmintů  tato  tasemnice  nezpůsobuje  požkození  tenkého  střeva  (Lopes

et al., 2015).     Při infekci tasemnici krysí byl v minulosti naopak pozorovány protizánětlivé

účinky.  Autoři Hunter et al., (2005) zaznamenali u myší zvýšenou produkci protizánětlivého

interleukinu IL-10 a také AAM  makrofágů, které se uplatňují při obnově tkáně po zranění

a mají  protizánětlivý účinek. Diferenciace těchto makrofágů je ovlivněna interleukiny IL-4

a IL–13, což jsou typické cytokiny pro imunitní reakci typu TH2 spojenou s parazitární infekcí.

Jelikož  pokusné  skupiny  potkanů v  této  diplomové  práci  byli  krmeny zároveň  zvýšenými

dávkami  kadmia  a  zinku,  na  výsledné koncentrace obou kovů mohla  mít  vliv  mimo jiné

jejich vzájemná interakce. 
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    Autoři  Schroeder and Nason (1974) sledovali  interakci  mezi  stopovými prvky ve tkáni

potkana.  Výsledky  jejich  studie  potvrdili,  že  přítomnost  kadmia  způsobila  zvýšení

koncentrace zinku, manganu a mědi v ledvinách. Zvýšené koncentrace zinku vlivem kadmia 

v orgánech potkana obecného popisují také autoři Noel et al. (2004).

  Spierenburg et al.  (1988) měřili koncentraci olova, kadmia a zinku v játrech a ledvinách

dobytka z oblastí zinkových rafinérií  v Holandsku, přičemž zaznamenali prokazatelně vyšší

úroveň  zatížení  ledvin,  v  případě  kadmia  desetkrát   oproti   kontrolní  skupině.  Naopak

u ovcí, kterým bylo podáváno vyšší množství kadmia nebyl  pozorován prokazatelný rozdíl

v koncentraci zinku oproti kontrolním skupinám v žádném orgánu (Jankovská et al., 2011).

Autoři  Schimamura  et  al.  (2013)  zjistili  v  ledvinách  potkanů  rostoucí  koncentraci  zinku

spolu se zvyšující se koncentrací kadmia (r=0, 77). Výsledky této diplomové  práce potvrdily

podobnou závislost v ledvinách potkanů vystavených vysoké zátěži kadmia bez přítomnosti

parazita. V této diplomové práci  nebyla zohledněna hmotnost tasemnice. Jak uvádí autoři

Tores  et  al.  (2006),  schopnost  parazita  účinně  vázat  těžké  kovy  pravděpodobně  závisí

na velikosti povrchu metabolicky aktivního tegumentu, přičemž tento povrch je v pozitivní

korelaci  s  hmotností  parazita.   Jelikož  byli  v  této  diplomové  práci  použiti  pouze  samci

potkana obecného nebylo možné potvrdit  vliv  pohlaví  na  koncentraci  kovu v  orgánech.

Například autoři Jankovská et al. (2014) zjistili  2,4 krát vyšší koncentraci rtuti v gonádách

samců okouna říčního  (Perca fluviatlilis)  oproti  samicím. Také autoři  Uchino et al.  (1990)

pozorovali  v  průběhu dospělosti  potkana obecného  vyšší  obsah zinku v  ledvinách samic

oproti samcům. 
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    7  Závěr

   Výsledky této práce potvrdily předpoklad, že přítomnost tasemnice krysí  (Hymenolepis

diminuta)  v gastrointestinální soustavě hostitele, laboratorního potkana  (Rattus rattus  var

alba) má za následek snížení koncentrace kadmia a zinku v tkáni tohoto hostitele. Při zátěži

kadmiem byla ve všech orgánech s výjimkou tenkého střeva potkanů infikovaných tasemnicí

krysí  zjištěna  prokazatelně  nižší  koncentrace  kadmia  oproti  neinfikovaným  jedincům.

    U skupin zatížených zinkem byl významný rozdíl  pozorován ve všech orgánech s výjimkou

sleziny a varlat.      

    Dále je z výsledků této práce patrné, že tasemnice krysí je schopna akumulovat ve své

tkáni vyšší množství kadmia ve srovnání se všemi orgány potkana s výjimkou ledvin, které

jsou hlavním akumulátorem tohoto kovu. Zinek byl tasemnicí krysí akumulován ve větším

množství  oproti  všem  orgánům  hostitele.  Díky  této  schopnosti  se  model  laboratorní

potkan/tasemnice jeví, jako možný bioindikátor zatížení prostředí kadmiem a zinkem.
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