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Vliv helminti na sniZeni koncentrace tézkych kovu
V in vitro modelu stifeva

Souhrn

Hlavnim cilem helminti je piezit v hostitelském organismu tak dlouho, jak jen to je
mozné. Z tohoto divodu se u helmintii vyvinula celd fada slozitych mechanismii, pomoci
kterych se uspésné vyhybaji imunitnimu systému svého hostitele, nebo pomoci kterych jeho
imunitni systém reguluji. Kromé toho bylo také prokdzano, ze nékteré druhy helmintt jsou
ve srovnani se svymi hostiteli schopni bioakumulace toxickych prvkt ve vyssich
koncentracich. Tim mohou byt uzite¢ni nejen pro hostitelsky organismus, ale mohou byt také
vyuzivani jako bioindikatory znecisténi prostiedi. S ohledem na akumulaci kovi se jako

nejslibngjsi skupiny organismut ukazaly Cestoda a Acanthocephala.

Pomoci in vitro metody vyuzivajici buné¢ny model lidského stfeva kultivovany
spoleéné s tasemnici Hymenolepis diminuta a olovem byly simulovany co nejpiesnéjsi
podminky v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka. Touto metodou byla sledovana schopnost
tasemnic absorbovat olovo z prostfedi v porovnani se stfevnimi bunikami. Obsah olova

ve vzorcich byl stanoven pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem.

Koncentrace olova vstfebaného strobilou tasemnic byla po prvni expozici olova
1,6 x vyssinez v piipadé buné¢k stievniho epitelu bez pfitomnosti H. diminuta. Méteni po 12h
intervalu vSak ukdzalo narast koncentrace olova absorbovaného bunkami sttevniho epitelu, kdy
v burikach bylo 10,6 x vice olova, neZ ve strobile tasemnice. Tento rozdil mize byt zplisoben
malym mnozstvim analyzovanych vzorki, nebo také anorganickou formou, ve které bylo olovo

podavano, a které tasemnice po del§i dob€ expozice vyloucila zpét do média.

Doposud nebyla publikovana zadna studie zabyvajici se absorbanci tézkych kovi
stfevnimi bunikami v interakci s H. diminuta. Dosazené vysledky jsou tedy piedbézné a slouzi
zejména pro optimalizaci pouzité kultivace bunék s H. diminuta. Proto navrhujeme dalsi

analyzu in vitro modelu lidského stieva pro ziskani jednotnéjsich dat.

Klic¢ova slova: helminti; t¢zké kovy; bunécéné linie; kultivace; olovo



Effect of helminths

Summary

The main goal of helminths is to survive in the host organism for as long as possible.
For this reason, helminths have developed a number of complex mechanisms by which they
can successfully avoid their host's immune system, or by which they regulate the immune
system itself. In addition, some helminth species have also been shown to be able
to bioaccumulate toxic elements at higher concentrations compared to their hosts. This can be
useful not only forthe host organism, but also allows helminths to be possibly used
as bioindicators of environmental pollution. With regard to metal accumulation, Cestoda and

Acanthocephala have proved to be the most promising groups of organisms.

Using the in vitro method with the cellular model of the human intestine, cultivated
together with Hymenolepis diminuta and lead, the most accurate conditions in the human
gastrointestinal tract were simulated. By this method, the ability of tapeworms to absorb lead
from the environment was compared to intestinal cells. The lead content of the samples was

determined by inductively coupled plasma mass spectrometry.

After the first lead exposure the concentration of lead absorbed by the tapeworms
strobile was 1.6 times higher than in the case of intestinal epithelial cells without the presence
of H. diminuta. However, measurements after the 12h interval showed an increase in the lead
concentration absorbed by the intestinal epithelial cells, with 10.6 times more lead in the cells
than in the tapeworm strobile. This difference may be be caused by the small amount of samples
analyzed, or also to the inorganic form in which the lead was administered and which

tapeworms expelled back into the medium after prolonged exposure.

To date, no study has been published on the absorption of heavy metals by intestinal
cells in interaction with H. diminuta. Thus, the results obtained are preliminary and serve
in particular to optimize the cell culture used with H. diminuta. Therefore, we propose a further

analysis of the in vitro model of the human intestine to obtain more uniform data.

Keywords: helminths; heavy metals; cell lines; cultivation; lead
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1 Uvod

Paraziti¢ti helminti indukuji v hostiteskych organismech oxidac¢ni stres, avSak navzdory
tomuto faktu, bylo u stfevnich paraziti sledovano vyrovnané souziti mezi hostitelem
a parazitem. Jako moznym vysvétlenim se zda byt antioxidacni aktivita paraziti. Antioxidacni
systém helmint obsahuje celou fadu enzymatickych i neenzymatickych antioxidanti, které
mohou slouzit jako obranny mechanismus proti volnym radikalim generovanych organismem
jejich hostetele. A praveé nékteré z téchto antioxidantt, jako je kataldza, superoxid dismutaza,
vitamin E atd., se podileji na antioxioxida¢nich interakcich, které slouzi k zabranéni kovy
zprostfedkované tvorbé volnych radikala (Chiumiento & Bruschi, 2009). Oxidac¢ni stres,
zprostfedkovany tézkymi kovy ma za nésledek rtizna poskozeni organismu, ptredevsim jater,

ledvin, centralni nervové soustavy a DNA (Valko et al. 2006).

Hlavnim cilem helmintt je pfezit v hostitelském organismu tak dlouho, jak jen to je mozné.
Z tohoto divodu doslo u helmintii k vyvoji fady slozitych mechanismi, pomoci kterych se
vyhybaji imunitnimu systému hostitele, nebo pomoci kterych samotny imunitni systém svych

hostitelskych organismut reguluji (Pedn et al. 2012).

Jiz pocatkem 20. stoleti byla prokdzana schopnost organismli koncentrovat ve svém téle
Skodliviny ze svého prostfedi. A pravé u nékterych parazitickych helmint byla prokézéna
vysoka schopnost akumulovat téZzké kovy. Zpocatku bylo vtomto sméru nejvice
prostudovanou oblasti vodni prostiedi, ve kterém zkoumali nejcastéji skupiny Cestoda
a Acanthocephala ze stfev ryb, které akumulovaly tézké kovy v koncentacich, které
mnohonasobné pievySovaly koncentrace v tkanich jejich hostitelt (Sures & Siddall 1999;
Poulin 1999; Sures 2004; Al-Bayati 2018).

Prvni studie, ktera potvrdila hypotézu o prospésném efektu helmintti na hostitele byla
publikovana v roce 1999, kde byl testovanym organismem jelec tloust’ (Leuciscus cephalus),
ktery byl in vivo infikovan Pomphorhynchus laevis. Testované infikované organismy
prokazatelné¢ vykazovaly menSi koncentrace olova v porovnani s organismy bez helmint
(Sures & Siddall 1999). Helminti se tak jevi jako uzite¢né bioindikatory zne¢isténi prostiedi.
V ptipadé, Ze mohou byt polutanty, tedy vtomto piipadé té¢zké kovy, detekovany
u Acanthocephala a Cestoda, pak jsou biologicky dostupné, a tedy schopné prochazet skrz
biologické membrany. V poslednich letech prob&hla cela fada studii, zamefenych
na akumulaéni potencial helminti parazitujicich na suchozemskych savcich, které vykazuji

vysokou akumula¢ni kapacitu a zdrovenn také zvySenou odolnost vic¢i témto prvkim.



V zavislosti na zvoleném druhu helminti, hostiteli ¢i zvoleném polutantu se vysledky znaéné
lisi. Avsak stale se jedna pouze o zlomek prozkoumanych druhti, a proto si tato problematika
zada dalSich zkoumani (Sures 2006; Sures & Radszuweit 2007; Marcogliese & Pietrock 2011;
Gismondi et al. 2012; Chang & Flores 2015; Sures et al. 2017).



2 Cil prace

Hypotéza: Helminti maji schopnost vstfebavat tézké kovy a snizovat jejich koncentraci

V travicim traktu. Tim mohou snizit nésledky, kter¢ t¢zké kovy vyvolavaji.

Cilem prace je vytvofeni in vitro metody vhodné pro testovani vlivu expozice helminti tézkymi
kovy pfii vyuziti bunééného modelu lidského stfeva. Dil¢im cilem je zméfit vlastni koncentraci
tézkych kovt v helmintu, buiikéch a kultivaénim mediu a potvrdit moznost vyuziti této metody

pro dalsi testovani.



3 Literarni prehled

3.1 Paraziti¢ti helminti

Helminti jsou bivalentné¢ soumérné mnohobunécné organismy, které tvoii rtiznorodou
skupinu zivoCichti s velmi variabilnim ontogenetickym vyvojem. B&hem svého vyvoje
vyuzivaji jednoho, ¢i vice hostitell a prochdzi riznym poctem morfologicky odlisnych
larvalnich stadii, vyuzivajicich n€kolik typt hostitele. V definitivnim hostiteli dochazi
k pohlavnimu dospivani a nasledné sexualni reprodukci helminta (Volf et al. 2007).
Do skupiny helmintti fadime dale zastupce neodermatnich platyhelmintt (Trematoda, Cestoda,

Monogenea), hlistic (Nematoda) a vrtejst (Acanthocephala).
3.1.1 Kmen Plosténci (Platyhelminthes)
Trida Motolice (Trematoda)

Odhaduje se, Ze tfida Motolic obsahuje vice neZ 20 tisic druhli. Motolice jsou rozdéleny
do dvou podtiid (Digenea, Aspidogastrea), témét vSechny motolice jsou parazité mékkysa
a obratlovct. VSechny druhy jsou endoparazité, prezivajici ve zluCovych cestach, zazivacim

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

Velikost vétSiny helmintd tiidy Trematoda se pohybuje do nékolika milimetrd. Avsak
existuji i vyjimky, které maji az n€kolik metrii (¢eled” Didymozoidea). T¢lo maji Trematoda
dorzoventralné zplostélé, kopinatého ¢i ovalného tvaru (Obr. 1), s jednou ¢i vice ptisavkami,
které maji predevsim ptichycovaci funkci. U nekterych zastupcl vsak ptisavky mohou byt
nahrazeny jinymi strukturami. Povrch téla motolic tvofi metabolicky aktivni tegument, ktery

slouzi k ptijmu potravy (Volf et al. 2007).

Obr. 1: Motolice jaterni (Fasciola hepatica) (upraveno dle proprofs.com)
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Tiida Tasemnice (Cestoda)

U tasemnic se jedna o tfidu obligatnich parazitii ve stievech obratlovet (Shuker 2001).
Skupina ma ptes 5000 znamych druhi tasemnic, az na par vyjimek jde o parazity
s vicehostitelskym Zzivotnim cyklem. Z medicinského hlediska miize jit o zavazné patogeny,

a to piedevsim ve stadiu larev napadajicich obratlovce (Volf et al. 2007).

Télo tasemnic se dé€li na skolex (hlavicku) a segmentovanou strobilu (t€lo). Vyznamnym
taxonomickym znakem jsou napadné ptichycovaci organy (Obr. 2), které najdeme na skolexu.
Strobila tasemnic je tvoiena samostatnymi reproduk¢nimi jednotkami, které predstavuji ¢lanky
(proglotidy). Tasemnice mohou mit t€lo neclankované (monozoické), tedy tvorené jednim
¢lankem. Nebo jejich télo muize byt tvofeno vice ¢lanky (polyzoické) (Obr.3) (Volf et al. 2007).
Je zajimavé, Ze tasemnicim chybi vSechny €asti zaZivaciho systému. Misto toho vyuZivaji Zivin

svého hostitele, které absorbuji celym povrchem téla, ktery tvoii tegument (Shuker 2001).

Obr. 2: Tasemnice dlouho¢lenna (Taenia solium) (upraveno dle researchgate.net)

Obr. 3: Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) (upraveno dle web.stanford.edu)
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Trida Jednorodi (Monogenea)

Ttida Monogenea, v cestin€ také oznaCovana jako zabrohlisti. Jednd se o parazity
s vysokou specifitou k druhu hostitele i organové lokalizaci. Nejéastéji vSak parazituji
na rybach, pro které mohou byt nebezpecnymi patogeny. Monogenea je kosmopolitné rozsifena
skupina, ktera zahrnuje ptes 5000 druht (Volf et al. 2007). Ttida Monogenea se vyznacuje tim,
ze vétsina jejich Clent jsou ektoparazité, tedy ze ziji na vnéjsi strané organti svého hostitele
(nejCasteji ktize a zébry) (Shuker 2001). AvSak mezi nimi Ize najit jedince, ktefi jsou

endoparazité (napft. kloaka obojzivelniku, stfevo ryb apod.) (Volf et al. 2007).

Jedna se o helminty velmi malych rozméri (0,03 az 20 mm). Pro klasifikaci mezi
jednotlivymi taxony slouzi opisthaptor (Obr. 4). Jedna se o vyrazny pfichycovaci organ, ktery
se nachazi v zadni ¢asti téla dospélych jedinci. Dal§im vyraznym poznavacim rysem mohou
byt typickd vyusténi hlavovych Zlaz. Sekrety z nich napomahaji pfichyceni na hostitele (Volf
et al. 2007).

Obr. 4: Gyrodactylus aquatic (upraveno dle fotolia.com)
3.1.2 Kmen Hlistice (Nematoda)

Hlistice jsou kmenem, u kterého bylo rozpoznano a popsano pies 20 tisic druhd, coz
Z nich dél4 jednu z nejpocetnéjSich a nejrozsitenéjsich skupin zivocichil. Jedné se o parazity
obratlovctll, bezobratlych a rostlin, pficemZ spousta jedinct Zije i volnym zptsobem Zivota.
U nékterych druhti dochdzi ke stfidani parazitujicich a volné Zijicich generaci. Parazitické

hlistice obratlovci nejc¢astéji nalezneme v travicim traktu (Volf et al. 2007).
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Velikost a délka t€la je u hlistic riznoroda (Volf et al. 2007). Nejmensi hlistice jsou
mikroskopickych rozmérd, jiné druhy dosahuji pfes metr délky (Shuker 2001). Typickym
rysem téla hlistic je jeho kruhovy prifez (Obr. 5) (Volf et al. 2007).

Obr. 5: Skrkavka détska (Ascaris lumbricoides) (upraveno dle mmdskeletal. weebly.com
3.1.3 Kmen Vrtejsi (Acanthocephala)

Acanthocephala, neboli vrtejsi, patii mezi pseudocoelni organismy rozsitené po celém
svété. U tohoto kmene bylo objeveno a popsano asi 1100 druhd (Volf et al. 2007). Vrtejsi
v dospélosti parazituji vyhradné v tenkém stfevé obratlovci. NejcastéjSim koneénym
hostitelem byvaji ryby a ptaci. Vrtejsi nemaji, stejné jako tasemnice, travici soustavu. Vyziva

je tedy zajistovana piijmem zivin celym povrchem téla — tegumentem (Volf et al. 2007).

Dospéli jedinci maji valcovité t€lo, o délce od 1 mm do vice nez 60 cm (Shuker 2001).
T¢lo vrtejsi délime do dvou ¢asti — predni cast (praesoma) a zadni ¢ast (metasoma). Predni ¢ast
zahrnuje predevsim chobotek (Obr. 6) , ktery slouzi k pfichyceni vrtejsu ve stievé hostitele.

V zadni ¢asti se nachazi predevsim reprodukéni organy (Volf et al. 2007).

Obr. 6: Pomphorhynchus laevis: a) celé télo; b) chobotek (upraveno dle naturalhistoryintechnology.wordpress.com)
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3.2 Vztah hostitel — parazit

Jednou z nejvice rozsifenych Zivotnich strategii organismu je pravé parazitismus. Jedna
se 0 vyznamny fenomén v evoluci, ktery tvoii vztah parazitického organismu a jeho hostitele
(Jira 1998). Zpravidla je s parazitismem spojovano patogenni pusobeni na hostitelsky
organismus, to znamena, ze hostitel je ovliviiovan negativné, pfi¢emz parazit ma z tohoto
souziti prospéch. AvSak snahou parazita neni hostitelsky organismus zabit, ale idealn¢ najit
L~rovnovahu v souziti, aby mohl vyuzivat hostitelsky organismus k reprodukci a zachovani
existence vlastniho druhu po co nejdelsi dobu. Pro parazita je tedy z hlediska dlouhodobé
zivotni strategie smrt hostitele nevyhodna, jelikoz tim odsoudi k zaniku i sam sebe (Gaba et al.
2005; Hall et al. 2009). Rovnovaha mezi vétSinou hostitelt a parazitd je vysledkem
pozoruhodné dlouhodobné koevoluce obou organismt, predev§im pak na Urovni imunitni
obrany hostitele a uniku parazita ptfed imunitnim systémem hostitele (Moreau & Chauvin
2010).

Béhem svého vyvojového cyklu helminti prochdzeji nékolika vyvojovymi stadii, kdy se
sexualnich stadii, pak jej oznaCujeme jako koneé¢ného (definitivniho) hostitele. Jako
mezihostitele oznacujeme organismus, ve kterém dochdzi k vyvoji ostatnich nepohlavnich
stadii. Avsak hostitelsky organismus mize byt pomérné Casto definitivnim hostitelem a zarovén

I mezihostitelem (Jira 1998).

Jelikoz zivotni podminky ve vn&jSim prostfedi a v organismu hostitele se podstatné 1isi,
jsou helminti obdateni ¢etnou fadou biologickych adaptaci. Antiimunitni adaptace, neboli také
unikovd, je podstatnym typem biologického ptizplisobeni, jeZ pfedstavuje ochranu pied
obranymi mechanizmy hostitele. Dale jsou helminti schopni modulace imunitnich reakci
a utlumu zanétlivych procest. Adaptaci na hostitelsky organismus oplyva fada parazitii, diky
gemuZ maji schopnost snizovat imunitni odpovéd’ hostitelského organismu (Cermakova et al.
2009).
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Obr. 7: Vyvojovy cyklus helmintd (upraveno dle cdc.gov)

3.2.1 Gastrointestinalnai imunitni systém hostitele

Imunitni obrana miize byt vnimana jako jeden z nejvice sofistikovanych produktii
mezidruhovych interakei. Je vysledkem castych a dlouhych "zévoda ve zbrojeni" mezi hostiteli
a parazity. V diisledku toho hostitelé vyvinuli komplexni strategie, aby se zabranilo negativnim
ucinkiim parazitl, a parazité si vyvinuli mnoho adaptivnich odpovédi, jak odolavat a vyhnout
se obrané hostitele (Medzhitov & Janeway 1997). Imunitni systém mulze byt rozdélen
na vrozenou a ziskanou imunitu, a tyto dva typy imunity jsou navzijem uzce propojeny.
Zatimco vrozena imunita je vlastni v§em druhtim mnohobunécnych organismu, ziskand imunita
existuje pouze u obratlovcu. V ziskané imunit¢ jsou dominatnimi silami reakce
antigen-protilatka, pti které hraji dalezitou roli T-lymfocyty a B-lymfocyty (Kohchi et al.
2009). Naproti tomu vrozena imunita je primitivnim profylaktickym systémem, pro odstranéni
cizorodych latek, kde jsou vyznamné dendritické bunky, neutrofily a makrofagy. Bunky
podilejici se na vrozené imunité rozpoznavaji cizi latky a reguluji aktivaci jinych bunék
produkci celé fady cytokynii. Buitky mohou fagocytovat cizorodé latky a poté aktivovat ziskany
imunitni systém tim, Ze na svém membranovém povrchu prezentuji cast fagocytované

natravené latky (Takeda & Akira 2005). Béhem tohoto procesu rozpoznani a reakce
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(fagocytozy) se produkuji volné radikély a to zejména reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku
(RNS). Reaktivni kyslik (RO), ktery se objevuje béhem fagocytézy vznika na membranach
endosomu fagocytujicich bun¢k za ucasti nikotinamidadenin dinukleotid fosfatu (NADPH)

oxydasy v bunéénych membranach (Minakami & Sumimoto 2006).

Volny radikél se charakteristicky stabilizuje ziskanim ¢i uvolnénim elektronu. Tim
dojde ke zméné¢ struktury prvotni substance na volny radikal a nasledné proces pokracuje dal,
proto ma radikalové poskozeni obvykle podobu fetézové reakce. Reakce je ukoncena
pritomnosti takzvaného zhaSece volnych radikali, nebo reakci dvou volnych radikalt
za soucasného vzniku stabilni molekuly. Béhem zivota jsou oxida¢nimu stresu, ktery zptisobuje
nerovnovaha mezi oxidaénim a antioxida¢nim systém, vystaveny vSechny typy biomolekul
(Havelkova 2006; Platenik 2009). Aby se zabranilo oxida¢nimu stresu, buiiky vytvaii zakladni
antioxidacni enzymy (napf. Superoxid dismutdza - SOD; kataldza - CAT; glutation peroxidaza

- GPX a dalsi), které detoxikuji ROS a opravuji jimi zptisobené $kody. Silny oxida¢ni stres

Mrwe

K nejvyznamnéjsi a nejkomplexnéjsi interakei se zevnim prostfedim dochazi v travicim
traktu organismu. Zajisténi ochrany pied hojnym poctem patogennich organismui a latek
piedstavuje gastrointestinalni (Gl) imunitni systém. Lidsky GI trakt je jedine¢ny organ, ktery
ma v téle dvoji roli. Udrzuje stievni integritu, tedy celistvost, a ve svém disledku i homeostazu
celého organismu. A na druhou starnu musi odlisit neSkodné organismy a slozky vyzivy, které
pro organismus nepiedstavuji zdravotni riziko, od cetné fady antigennich patogennich stimulil
(Zavada 2010). Je totiz dulezité, aby organismus zustal tolerantni vii¢i neSkodnym potravinam,
bakteriim a vlastnim antigentim, stejné tak jako je dtlezité zachovani konstatni intenzity odezvy
imunitniho systému vici patogeniim. Toho je dosazeno pfitomnosti vysoce ¢inné mukozni
bariéry a specializovaného multifaktoridlniho slizni¢niho imunitniho systému, ktery se sklada
ze stfevni epitelialni bariéry, lamina propria a organizované stievni lymfoidni tkan¢ (GALT)
(Ahluwalia et al. 2017). GALT se sklada z dalSich nékolika ¢&asti, které jsou funkéné
I anatomicky rozdilné — mize byt tedy rozdélena na peyerovy platy, izolované lymfoidy
folikuld a mezenterické lymfatické uzliny (Mowat 2003; Zavada 2010). Slizni¢ni povrch
gastrointestinalniho traktu tvoii unikatni anatomickou a fyziologickou niku, ktera slouZzi jako
dominantni strukturni a imunologickd bariéra proti patogeniim. Enterocyty, které tvoii
jednovrstvy slizni¢ni epitel navic absorbuji vodu a Ziviny béhem traviciho procesu, coz je

pro preziti hostitele rozhodujicim faktorem.
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3.2.1.1 Specializovany multifaktoridlni slizni¢ni imunitni systému
Sti‘evni epitelidlni bariéra

Stievni epiteliarlni bariéra je nejvétsi slizni¢ni povrch téla, slozeny z jedné vrstvy
stievnich epitelidlnich bungk (IEC), které zaujimaji u dospélého &lovéka primérné 200 m?
(Peterson & Artis 2014). IEC spoleéné se slizni¢ni vstvou vytvareji hlavni fyzikalni
a biochemickou bariéru, ktera oddé€luje sttevni lumen a jeho obsah od bun¢k v lamina propria.
Stievni epitelidlni bariéra obsahuje enterocyty, endokrinni buiilky, membranové epitelové
buniky (M-buriky) a Panethovi buriky, které spolecné piedstvuji obranu proti antigentim,
toxinlim, patogennim organismim a zaroven je selektivné propustnd pro umoznéni absorbce
zivin, elektrolyt a vody (Bischoff et al. 2014). Tato selektivni bariérova funkce je udrzovana
prostfednictvim komplexni sit€ proteinii nazyvanych tésna spojeni, kterd spojuji pftilehlé
epitelidlni buniky a zarovén utésiiuji mezibunécné prostory. Exprese téchto proteinli ve stieve

je intenzivné regulovana pro udrZeni integrity a stievni propustnosti (Forster 2008).
Lamina propia

Vrstva pojivové tkané, ktera lezi pod stfevnim epitelem, tak Ize jednoduse
charakterizovat lamina propria. Jedna se o misto, kde se nachazi vétSina sttevnich imunitnich
bunék, které jsou dalezitym faktorem v imunitni odpovéd’ organismu, ktera vede k zabranéni
vstupu a nasledného Sifeni patogent pies stievni sliznici (Ahluwalia et al. 2017). Lze si ji tedy
predstavit jako soucast T-lymfocyti a B-lymfocytl, makrofagli, natural-killer buné&k
(NK-bungk), plazmatickych bungk, dedritickych bunék a zirnych bunék (Zavada 2010),
produkujici prevazné polymerni IgA imunoglobuliny (Acheson & Luccioli 2004,
Mowat & Agace 2014). Syntéza a sekrece IgA imunoglobulini je podstatnym imunitnim
mechanizmem traviciho traktu. Lamina propria je spolu s epitelem povazovana za misto
S nejvyssim poctem T-lymfocytl v lidském organismu a vétSina téchto lymfocyti jsou bunky
s antigenem, tj. bunky, které jiz byly v kontaktu santigeny v Peyerovych platech
(Atreya & Neurath 2010; Zavada 2010).
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3.2.1.1.1 Organizovana stievni lymfoidni tkan (GALT)

Peyerovy platy (PP)

Peyerovy platy (PP) (Obr. 8), které se typicky nachazeji v distalnim ileu, jsou
povazovany za primarni indukéni misto pro imunitni odpovéd’ sliznice. PP jsou organizované
struktury, jejichz hlavni funkci je rozpoznéni antigent, které zajistuji specidlni bunky,
nazyvané jako M-builkky. M-buiiky zprostiedkovavaji vzorkovéani a transport luminalnich
antigenti, ty nasledné pfichdzeji extralumindlné do kontaktu s lymfocyty, makrofagy
a dendritickymi buiikami (Mowat 2003; Mabbott et al. 2013). Lymfoblastim, tedy nezralym
lymfocytlim, jsou zde prezentovany v lymfoidnich folikulech antigeny, diky ¢emuZz dojde
K jejich aktivaci a nasledné migraci do aferentnich lymfatik, kde se méni na B a T lymfocyty
(MacDonald 2003; MacDonald 2005).

Obr. 8: Peyerovy platy (upraveno dle chegg.com)

Izolované lymfoidy folikulua (ILF)

Izolované lymfoidy folikuld (ILF) (Obr. 9) Ize nalézt po celé délce tenkého i tlustého
stieva. Jedna se o jenotlivé lymfoidni folikuly, bez organizace do jakychkoli vyssich celku,
které jsou strukturné¢ a funkén& podobné jednotkdm, které tvoii PP a jsou povaZovany
za ckvivalentni nebo komplementarni systém s PP, slouzici Kindukci IgA reakci
(Hamada et al. 2002). Tyto folikuly ve sliznici stieva obsahuji B-lymfocyty a dendritické
bunky, a kazdy ztéchto slizni¢nich folikuli je lemovan oblastmi tkani bohatymi
na T-lymfocyty a kryt epitelem, ktery obsahuje M-buiky. Zde je hlavni funkci M-bunék
transport bakterii a antigenli ze stfeva smérem dovnitf folikuli, kde aktivuji lymfocyty a ty

nasledné migruji cévami do krevniho ob&hu (Neutra et al. 2001; Newberry 2005).
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Obr. 9: Izolované lymfoidy folikuld (upraveno dle researchgate.net)

Mezenterické lymfatické uzliny (MLN - Mesenteric lymph nodes)

Vsechny lymfatické uzliny maji v podstaté stejnou stavbu a mnozstvi bungk, a prave
mezenterické lymfatické uzliny (MLN) jsou nejvétsimi uzlinami v téle (Obr. 10). Jejich
stézejnimi funkcemi je filtrace lymfy pochazejici ze stfeva a iniciovani imunitnich odpoveédi
proti pfichozim antigenim bud’ ve volné formé¢, nebo pomoci dendritickych buné€k, které
migruji z lamina propria (Willard-Mack 2006). Kromé velkého poctu lymfocytli obsahuji
MLN makrofagy a antigenpresentujici buiiky (APC), které zde mohou bud’ interagovat

s neaktivovanymi lymfocyty, nebo dale diferencovat jiz aktivované (Perez-Lopez et al. 2016).

Obr. 10: Mezenterické lymfatické uzliny (upraveno dle medind.nic.in)
3.2.2 Obranné mechanismy paraziti

Existuje celd fada vysvétleni, kterd popisuji, jak helminti¢ti parazité dokdzi prezit
Vv nepratelskych podminkach svych hostitelti (Chiumiento & Bruschi 2009). Na rozdil od jinych
parazitd jsou gastrointestinalni helminti makropatogeny, tak tedy nemohou byt fagocytovani,
pomoci makrofagli a jinych fagocytyckych buné€k, z tohoto divodu se vytvofila cela fada

efektorovych mechanizmu jak témto parazitim odolavat. Ty zahrnuji aktivaci a mobilizaci
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eozinofyll, zirnych a NK-bun¢k, ¢i T-lymfocyti a B-lymfocyti a pokud je infekce lokalizovana
na povrchu sliznice, pak jsou do imunitni odpovédi zapojeny poharkové bunky produkujici hlen
(Johnston et al. 2009). Antihelminticka odpovéd’ je povazovana za odezvu adaptivni imunity
koordinované predev§im pomoci T-helpert druhého typu (Th2), které produkuji interleukiny
(IL). Tyto chemické signdly mobilizuji dalsi buiiky, ptikladem je fizeni izotopového pfepinanti,
kdy nasledn¢ mohou byt produkovany vysoce afinitni imunogobuliny (Ig-G, Ig-E a Ig-A).
Paraziticti helminti jako skupina vylucuji fadu molekul, které maji imunomodulac¢ni vlastnosti.
Tyto molekuly mohou byt klasické proteiny, vcetné protedzovych enzymu, glykolitickych
enzymil, inhibitor protedzovych enzymu, antigeni homolognich s alergeny a lektinti. Avsak
jelikoz se slozeni vyluc¢ovanych molekul rtizni dle druhu helminta a je ovlivnéno stupném jejich
zivotniho cyklu, pak mohou pouze odrazet produkty fagocytézy (ROS, RNS) pomoci
antioxidac¢nich enzymut (McKay 2009; Motran et al. 2018).

Produkce antioxida¢nich enzymu je vysledkem adaptace na nékolik stresort, jako je
napiiklad aerobni metabolismus jejich hostitele, ¢i jako ochrana proti ROS produkovanych
imunitnim systémem hostitelského organismu. Pfi zamezeni interakce mezi ROS s povrchem
téla parazita dojde zaroven k zabranéni tvorby lipidovych peroxidd, které vytvareji cytotoxické
karbonyly, molekuly odpovédné za napadeni biologické struktury parazita a jeho néslednou
smrt. Soucasné krom¢ adaptace doslo u helminti k vyvoji riznych mechanizmt uniku pred
imunitnim systémem hostitele, jednim znich je schopnost zaclenit hostitelské molekuly
do svého povrchu t&la. CimZ se stava parazit pro imunitni systém hostitele "neviditelnym",
nebot’ ten jej rozezna jako soucast hostitelského organismu (Volf et al. 2007
Moreau & Chauvin 2010). Schopnost helmintti modulovat imunitni systém hostitele je velmi
dulezita pro setrvani v organismu hostitele po co nejdelsi dobu (Chiumiento & Bruschi 2009;

Oliveira & Oliveira 2002).

Enzymatické antioxidanty funguji ve dvou rlznych obrannych liniich — primérni
a sekundarni (Carocho & Ferreira2013). Enzymy, jako je SOD, CAT a GPX, piedstavuji prvni
linii pfi omezovani $kod zplsobenych volnymi radikaly v misté fosfolipidovych membran
a biologickych makromolekul (Rahman 2007). Avsak tyto enzymy nezarucuji kompletni
obranny ucinek proti oxida¢nimu poskozeni organismu, protoZze fada produktl jejich vlastni
katalytické aktivity je vysoce reaktivnich. Z tohoto divodu buiiky nevyuzivaji pouze
enzymatické ochrany, ale i dalSich antioxidacnich systému, které jsou schopny zachytit

elektrony v prub&hu vzniku radikalti (Chiumiento & Bruschi 2009). Enzymaticky antioxidacni
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systém byl objeven in vitro i u celé fady parazitickych hlistic (napt. peroxiredoxin — PRX, ktery
ma zasluhu na odstranéni peroxidu vodiku). Objev tohoto enzymového systému predstavuje
vyznamny pokrok smérem k pochopeni, jak se parazitické hlistice vypotradavaji s oxida¢nim

stresem (Henkle-Diihrsen & Kampkatter 2001).

3.2.2.1 Biotransformacni enzymy paraziti

ROS maji bunénou toxicitu predevS§im pro parazity, jako je Schistosoma,
Angiostrongylus, Dirofilaria, ktefi jsou nuceni zménit sviij metabolismus z aerobniho
na anaerobni v urcitych fazich svého zivotniho cyklu, ¢imz zamezuji produkci ROS ve svych
bunkach, které by dale zvysilo jejich oxidac¢ni stres (Chiumiento & Bruschi 2009). Kazdy
parazit vytvaii své vlastni antioxida¢ni systémy v riznych mnozstvich v porovnani s jinymi

parazity (Drzik 2006).

Studie Smith & Bryant (1989) provedena na dvou stievnich hlisticich, které infikovaly
hlodavce, Nippostrongylus brasiliensis a Nematospiroides dubius/Heligmosomoides polygyrus,
ukazaly, ze dospéli jedinci N. brasiliensis byli ze stieva hostitele vylouceni za 10 — 12 dni po
nakaze, zatimco jedinci N. dubius / H. polygyrus ptezili az po dobu nékolika mésicti. Rozdil je
zpusoben skute¢nosti, ze tyto dva druhy hlistic nemaji podobnou enzymatickou antioxida¢ni
aktivitu. N. dubius produkuje dvojnasobné mnozstvi SOD a cCtyinasobné mnozstvi CAT
a glatathion reduktasy, nez N. brasiliensis. Enzymaticka antioxida¢ni aktivita u parazitickych
hlistic nezalezi pouze na druhu, ale také na vyvojové fazi, v které se dany parazit nachézi.
Béhem vyvoje parazita v hostiteli 1ze sledovat rizné faze, které maji odliSnou morfologii, ale
I rozdilnou schopnost pfizplsobit se vn&jsimu prostiedi, jakoz i hostiteli. S tim souvisi rizné
mnozstvi produkce antioxidacnich enzymii podle ulohy kazdé faze, naptiklad ve fazi invaze je
pozorovana vysoka produkce téchto enzymu (Drzik 2006). Kromé své tlohy proti obrannému
systému hostitele, mize antioxidacni aktivita hlisti ziejmé slouzit jako obranny mechanismus
proti volnym radikalim, coz doprovézi vychytavani toxickych prvki. Tato adaptace umoznuje
parazitu piezit v =zazivacim traktu, kde je ohrozen vysokou urovni znecistujicich latek
z zivotniho prostiedi, pfijimanych z traveniny. Bylo také prokdzano, Ze antioxidac¢ni latky
produkované sekrecnim systémem parazitl se zdaji byt schopny meénit antioxidacni aktivitu
hostitelského organismu (Dautremepuits 2002). Prehled paraziti a jejich taxonomické zatazeni

viz Tab. 1 (Volf et al. 2007).
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Kmen Plosténci (Platyhelminthes) - Tiida Tasemnice (Cestoda)

Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) ma kazdou cast strobila s odliSnou
strukturou a funkci. U H. diminuta bylo zjisténo, Zze pifedni Cast strobila je metabolicky
aktivnéjsi, nez zadni c¢ast. To muze byt pfi¢inou vysoké koncentrace prvki, zjisténych
Vv piednich ¢astech tasemnice (Horakova et al. 2016). H. diminuta parazituji na riznych druzich
savell (véetné Cloveka), ale jejich nejcastéjSim koneénym hostitelem byvaji hlodavci. Tento
druh je velmi dobie uzptsoben k zivotu v neptiznivych podminkach tenkého stieva potkant.
Antioxida¢ni aktivita H. diminuta zahrnuje glutation (GSH) spolu s antioxida¢nimi enzymy
(SOD, CAT a Glutation-S-transferasa - GST). Aktivita SOD je pomérné vysoka ve vsech
castech H. diminuta, oproti tomu CAT projevuje, ve srovnani s ostatnimi antioxida¢nimi
enzymy, jen druhofadou aktivitu. Nejvétsi podil na celkové aktivité enzymatického systému
tvoii GST a SOD. GST preménuje toxické metabolity. Konjugaci toxickych metaboliti s GSH

vznikaji vice rozpustné a 1épe vylucitelné slouceniny (Czeczot et al. 2012).
Kmen Hlistice (Nematoda)

Méchovec americky (Necator americanus) ma u dospélych jedinct enzymatickou
aktivitu v podobé GST, kromé toho je v sekre¢nich produktech ptitomen Cu/Zn SOD. Naopak
CAT a GPX jsou pfitomny pouze jen v malych mnozstvich (Taiwo et al. 1999). U druhu
Nippostrongylus brasiliensis byla popsana ptitomnost GPX a SOD, jehoz enzymaticka uroven
se redukuje v prabé¢hu zrani, je tedy niz$i u vice zralych parazitalnich fazi

(Chiumiento a Bruschi 2009).

Skrkavka prasedi (Ascaris suum), u tohoto druhu je ve viech stadiich Zivotniho cyklu
parazita pritomen enzym PRX, coz naznaCuje dulezitou roli jako hlavni detoxifikacni
prostiedek ROS (Tsuji et al. 2000). Dalsim antioxida¢nim enzymem, ktery byl u A. Suum
objeven je GST (AsGSTI1), ktery vykazuje specificnost s fadou modelovych substrati
a vedlejsich produktt peroxidace lipidi (Liebau et al. 1997). Haemonchus contortus, krevsajici
parazit prezvykavcl, vytvaii GST enzym, ktery je schopny vazat hematin, coZ naznacuje
alternativni roli tohoto enzymu v detoxifikaci nebo trasportu hem skupiny hostitele, nebo jiné

ptibuzné skupiny (Van Rossum et al. 2004).

Vlasovec kozni (Onchocerca volvulus), u tohoto parazita byly popsany jak MnSOD,
tak Cu/ZnSOD, intracelularni i extracelularni (Chiumiento a Bruschi 2009). O. volvulus

neprodukuje CAT, ale v endosymbidze bakterie tohoto Filaria, Wolbachia, je pfitomen DNA
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koédujici enzym, jenz je schopen nepiimo syntetizovat CAT také pro parazita (Henkle-Diihrsen
et al. 2001). Dalsimi enzymy charakterizovanymi u tohoto parazita jsou tii formy GST, které
jsou charakterizované svou rozdilnou lokalizaci v parazitu. OvGST1 je neglykosylovana
dimerni molekula, lokalizovana na povrchu, zejména vycné€lcich pokozky a v syncytialni
epidermis (intracelularni kutikule) parazita (Chiumiento a Bruschi 2009). OvGST2, protein,
distribuovany uvnitt syncytialni epidermis, stejn¢ jako v déloznim epitelu dospélych jedinct.
Razné lokalizace OvGST1 a OvGST2 naznacuji zfetelnou roli téchto dvou enzymatickych
forem — OvGSTI1 je vyluCovan parazitem z podkozi do pokozky a pusobi na rozhrani
hostitel/parazit, ¢imZe je ochranou proti imunitni obrané hostitele, naopak OvGST2 se pouziva
jako antioxidant ve fyziologickém bunééném metabolismu (Wildenburg et al. 1998). Tteti
forma GST, OvGST3, je citlivd na oxidacni stres, ¢imZ je vymezena kli¢ova uloha tohoto
enzymu — antioxidaéni obrana parazita (Liecbau et al. 2000). U O. volvulus byly dale
charakterizovany dva PRX enzymy — OVPRX1 a OVvPRX2. Zejména OvPRX2 byl zaznamenan
ve vetsi mife a lokalizovan v pokozce a stievé dospélého jedince. Enzym GPX zda se chybi,
ale tento nedostatek mize byt kompenzovan sekreci GST béhem dospélé faze parazita

(Chiumiento a Bruschi, 2009).

Dospéli jedinci a larvy Svalovece (Trichinella spp.), maji vynikajici antioxida¢ni
obranu ve srovnani s "novorozenymi larvami", protoze musi Celit siln¢ imunitni odpovédi na
stfevni Grovni a ve svalech (Bass a Szejda 1979). U Trichinella pseudospiralis, stejné jako
Trichinella spiralis, byly rozpoznany dvé enzymatické formy SOD. U larvalniho stadia je

ve svalech pfitomna pouze jedna forma — Cu/Zn SOD (Chiumiento a Bruschi 2009).

U kmene Vrtejsi (Acanthocephala) byl popsan antioxida¢ni systém, ktery zahrnuje
GPX, glutathion reduktasu, GST a vitamin E (Radovanovi¢ et al. 2015). Dale byla zjisténa
vysoka aktivita GST u P. laevis, u kterych je i popsana extrémné zvySena koncentrace nékterych
toxickych prvka. Vzhledem k tomu hraje GST kli¢ovou roli v eliminaci exogennich latek, jeho
vysokd aktivita umoZznuje parazitim piezit v pfitomnosti vysokych koncentraci toxickych

prvki (Sures a Siddall 1999).
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Tab. 1: Pfehled parazitl z kapitoly a jejich taxonomické zafazeni (viz. kapitola 3.2.2.1. Biotransformacni
enzymy parazitt)

Kmen Tiida Zastupci
Plosténci Motolice (Trematoda) Schistosoma mansoni Krevnicka stievni
(Platyhelminthes)  Tasemnice (Cestoda) Hymenolepis diminuta Tasemnice krysi
Secernentea/ Necator americanus Meéchovec americky
Phasmida Onchocerca volvulus Vlasovec kozni

Nippostrongylus brasiliensis -

Hlistice Ascaris suum Skrkavka prasedi
Chromadorea

(Nematoda) Nematospiroides dubius/

Heligmosomoides polygyrus

Trichinella spiralis Svalovec stoceny
Adenophorea __ __
Trichinella pseudospiralis -
Vrtejsi .
Palaeacanthocephala Pomphorhynchus laevis -
(Acanthocephala)

(dle Volf et al. 2007)

3.3 Metabolismus a transport téZzkych kovii v organismech

3.3.1 Tézké kovy

Nekteré z vySe uvedenych enzymatickych antioxidantti (napt. SOD, CAT a GPX)
¢i neenzymatickych antioxidantl (napt. vitamin C, vitamin E a karotenoidy) a dalsi se podileji
na antioxidacnich interakcich organismu proti tvorbé volnych radikali, zprostiedkovanych
kovy (Valko et al. 2006). Béhem poslednich dvou desetileti je termin "téZké kovy" pouzivan
pro oznaceni skupiny kovi a polokovil. VétSina prvkl spadajicich do skupiny téZzkych kovi
jsou ptechodné prvky, které nemaji pln€ zaplnény d-orbitaly, coz umoziiuje vytvaret kationtim
tézkych kovi komplexni slouceniny. Takové slouc¢eniny pak mohou mit redoxni aktivitu
(Cibulka 1991; Duffus 2002). Vsechny takzvané tézké kovy a jejich slouceniny maji vysoce
toxické, nebo ekotoxické vlastnosti, avSak v zavislosti na koncentraci, které je organismus
vystaven. Pfi zvySenych koncentracich tézkych kovli dochazi v organismu Kk tvorbé
komplexnich sloucenin, které ptsobi na bunky organismu toxicky. Tézké kovy jako arzen,
olovo a kadmium maji k dispozici elektron pro vytvoreni kovalentni vazby, tato vazba vznika

predevsim mezi tézkym kovem a sulthydrylovou skupinou proteint (Ercal et al. 2001).
Arzen, kadmium a olovo jsou toxické prvky, patfici do jiz zminéné skupiny tézkych
kovl. Tyto prvky jsou v nizkych koncentacich takika vSudypfitomné, a to piredevsim diky
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antropogennim vliviim (Clemens & Ma 2016). Pfevazna vétsina prvka vstupuje do téla zivych
organismil prostfednictvim peroralniho ptijmu a je vsttebavana v zazivacim traktu, kde dochazi
do kontaktu i s pfipadnym gastrointestinalnim parazitem, ktery je schopen piijimat Ziviny
z tenkého stieva hostitele celym povrchem téla (Dalton et al. 2004; Mushak 1991). V téle
zivého organismu dochdzi k prenosu kovii predevsim krvi, ktera je nasledné distribuje
do ostatnich télnich tkani, jako jsou jatra, ledviny, mozek, plice, slezina, kiize, a nebo i zuby.
Kovy se zde pak mohou akumulovat do vysokych koncetraci a tak mit vyznamné negativni
dopad na zdravi Zivého organismu (Sinicropi et al. 2010). Prostfednictvim bioakumulace
tézkych kovt ve vybranych Zivych organismech mtize byt monitorovan stupen toxicity daného
prvku. Studie z poslednich desetileti naznacuji, ze n€kolik parazitarnich helmintd je schopno
bioakumulovat napadné vyssi koncentrace t€Zkych kovi, nez tkané jejich hostitelti, coz z nich
¢ini dobré bioindikatory zné¢isténi kovy (Torres et al. 2004; Torres et al. 2006; Jankovska et al.
2009; Nhi et al. 2013; Al-Quraishy et al. 2014; Horakova et al. 2016; Horakova et al. 2018).

Prakticky vSechny tézké kovy jsou v dostatecné vysoké koncentraci pro ¢lovéka toxickeé.
Vzhledem ke koncentraci, ve které se vyskytuji v Zivotnim prostiedi, jsou olovo, arzen
a kadmium pfedmétem nejvétsiho zajmu (Sharma et al. 2014). Existuje celd fada kovu, které
jsou esencialni, tedy Zivotné dulezité pro spravnou funkci metabolickych procesi v organismu.
AvSak u nékterych kovli po vstupu do biologickych metabolickych cykli muze dojit
k biotrancsformaci. Tedy ke zméné jejich valenéniho stavu, ¢i chemické formy, ktera pak muze

byt pro organismus toxi¢téjsi nez ta ptivodni (Ercal et al. 2001).
Kadmium (Cd)

Vétsina biologicky dostupného kadmia v prostfedi ma antropogenni pivod. Hlavnimi
zdroji kontaminace prostfedi je uvolfiovani pii téZbé a taveni tézkych kovl a vyuZivani
fosfatovych hnojiv s obsahem kademnatych necistot. Kadmium se vyskytuje pouze
Vv anorganické formé a jeho biologické dostupnost zavisi pievazné na plidnich podminkach, kdy
vetsi  dostupnost vykazuje v aerobnich piadach oproti anaerobnim, ve kterych vznika

nerozpustny sulfid kademnaty (CdS) (Meharg et al. 2013; Clemens & Ma 2016).

Nejvétsi vyznam, z toxikologického hlediska, maji piedvsim slouceniny Cd?".
Nejpodstangjsi piijem alimentarni cestou piedstavuje kadmium absorbované z Gl traktu,
I presto, ze je zde pomérné $patné absorbovano (pouhych 5 — 8 %). Absorpce kadmia vzrista
pii nedostatku jinych prvki, jako je Zelezo, zinek a vapnik ¢i pii diet€¢ s nizkym piijmem
proteind. Kadmium je télem distribuovano krvi, kde se vaze na krevni buiiky, metalothionein,
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albumin a alfaglobuliny. Akutni i chronicka toxicita kadmia a jeho soli byla prokdzana
pro celou fadu organd, jako jsou jatra, ledviny, ¢i plice. V téchto organech dochézi k jeho
kumulaci, divodem je obsah metalothioneinu, ktery je ke kadmiu vysoce afinitni
(Voprialova & Zackova 1996; Gaurav et al. 2010). Kadmium je klasifikovano jako lidsky
karcinogen, mutagen a teratogen s toxickym ucinkem na centralni nervovy systém (Sloup et al.
2018).

Tvorba ROS s ndslednym nartistem oxida¢niho stresu je jednim z né¢kolika mechanismu
toxicity kadmia. Dlouhodoba expozice vede ke zvySeni lipoperoxidace a zptisobuje inhibici
aktivity CAT, SOD a GPX, coz vede k oxidacnimu poskozenim jater, ledvin a varlat. K inhibici
mitochondridlni MnSOD dochézi v disledku nahrazeni manganu kadmiem. Moznym
chelatovym ¢inidlem pro kadmium je ve vodé rozpustny antioxidant thiamin — vitamin B1
(Casalino et al. 2002). Thiamin zabrafiuje oxida¢nimu poskozeni na bunééné membrané
prostfednictvim pfimé interakce s volnymi radikaly. Inhibi¢ni mechanismus kadmia pro CAT
je pravdépodobné zpisoben imidazolovym zbytkem vazby His-74, ktera je nezbytna v rozkladu

peroxidu vodiku (Gaurav et al. 2010).

Kadmium je z organismu vylu¢ovano ptedevs§im prostiednictvim traviciho ustroji, které
zahrnuje i sekreci stfevni sténou a nebo také exkreci pomoci pankreatickych S$tav.
Nejpodstangjsi vyluCovani kadmia je skrze zlu¢, kdy zvySeny obsah kadmia se projevi

az po dosazeni uréité miry hladiny v jatrech (Voprsalova & Zackova 1996).
Arzen (As)

Zemska kura je v porovnani s kadmiem bohat$i na arzen. Proto lze konstatovat,
ze ke kontaminaci zivotniho prostiedi arzenem ve stejné mife prispivaji pfirozené ptirodni
procesy, jako je napiiklad vulkanickd ¢innost, tak i lidsky faktor, jako je vyuziti pesticidi,
herbicidi a konzervacnich pipravkd na bazi arzenu, nebo i spalovani uhli (Zhu et al. 2014).
Arzen mize byt pfitomen v plidnich roztocich v riiznych formach jako je arzenit, arzenat
aruzné pentavalentni methylované druhy arzenu (kyselina monomethylarsonova, kyselina
dimethylarsinova). Jejich vyskyt je velmi variabilni v zavisloti na zdrojich kontaminace
a pudnich podminkach. Napfiklad v anaerobnich pidéach pfevazuje arzen v oxida¢nim stavu
AsV, zatimco za redukénich podminek (napiiklad na polich se zaplavenou ryzi) prevlada forma
As!"' (Zhao et al. 2010; Zhao et al. 2013; Clemens & Ma 2016). Trojmocné slou¢eniny arzenu,

za zvySené koncentrace ROS v bunkéch, reaguji jako sulthydrylova c¢inidla pfedevSim

26



S proteiny a enzymy. Dusledkem toho dochdzi k poskozeni bunék a zvySeni rizika rakoviny.
Uvadi se, ze trojmocné slouc¢eniny mohou mit vliv na celou fadu organti, zejména jatra, ledviny
a kazi (Vahter 1983). Pii pokusech na drubezi bylo zjisténo, Ze organy podilejici se na absorpci,
akumulaci a vyluCovani jsou na arzen velmi citlivé. Pokusy na kohoutech s pouzitim As>Og,
dokazaly, ze zptisobuje zanétlivou reakci v zaludku, zalude¢nich zlazach, dvanactniku, la¢niku,

kyc¢elniku a slepém stievu (Falnoga et al. 2000).

Po absorbci z jakéhokoliv povrchu se 95-99 % veskerého anorganického arzenu nachézi
v Cervenych krvinkach ve slouceniné s globinem hemoglobinu, v séru je tedy arzen vazan
na bilkoviny. Krev arzen opusti po 24 hodinach, kdy je distribuovan do jater, ledvin, plic a stény
traviciho traktu. Anorganicky arzen zpusobuje rozsahld poskozeni kombinaci se snadno
dostupnou sulthydrylovou skupinou proteinli. Systémy sulthydrylovych enzymi, které jsou
nezbytné pro bunéény metobolismus, jsou inhibovdny a tim dochazi k propustnosti kapilar

a malych arteriol s vaskularni dilataci (Vahter 1998).

Toxicita arzenu klesd pii methylaci organickych forem, naptfiklad na kyselinu
methyl-arzonovou (MMA) a kyselinu dimethyl-arzinovou (DMA) (Vahter 1998). Methylace je
povazovana za detoxifikaéni mechanismus, protoze methylované formy arzenu jsou méné
toxické, méné reaktivni a jsou rychleji vylucovany moc¢i. Aby mohlo dojit k methylaci, musi
byt pétimocny arzen nejdiive redukovan na trojmocny, k ¢emuz dochazi skrz reakci arzenu
s redukovanou formou GSH. AvSak mira methylace klesa spolu se zvySujici se koncentraci

anorganického arzenu (Del Razo et al. 1997).
Olovo (Pb)

Olovo lze oznacit za jeden z prvnich antropogennich prvki znecist'ujici Zivotni prostiedi
(Clemens & Ma 2016). Tézba olova se datuje jiz kolem roku 3000 pi.n.l., jelikoz se jedna
0 mékky a snadno zpracovatelny kov se Sirokym spektrem vyuziti. Dalsi antropogenni ¢innosti,
ktera ovliviiuje obsah olova v Zivotnim prostfedi je uvolfovani pfi taveni, ¢i pii vyrobé
a likvidaci baterii. Obrovské mnozstvi olova se do zivotniho prostiedi dostava také v dusledku
vyuzivani olovnatého benzinu (Landrigan et al. 2002). Olovo je v pidé vysoce perzistentni,
protoze je ve vétSiné piipadi tézko biologicky dostupné z divodu nizké rozpustnosti pii
hodnotach pH vyssich jak 5 a zaroven pii silné interakci s organickou hmotou (Clemens & Ma
2016).
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Nejcastéjsi zplsob vstupu olova do oragismu piestavuje vstup skrz respiracni aparat
a Gl trakt. Transport skrz stfevni bariéru je zprostfedkovan stejnym transportnim
mechanizmem jako je u vapniku, vzhledem ke kompetici olovnatych a vapenatych ionti.
Nejveétsi mnozstvi  olova je v organismu vazano na erytrocytech. Takto véazané olovo
predstavuje az 90 % z celkového obsahu olova v organimu. Anorganické olovo je pomoci krve
transportovano nejdiive do mékkych tkéni, jako ledviny a jatra, po nasledné redistribuci
a hlavnim depotnim mistem jsou ve finale kosti, kde jeho toxicita klesa. AvSak n¢které faktory,

jako je infekce, intoxikace alkoholem ¢i gravidita, mohou zapficit vyplavovani olova

(Voprsalova & Zackova 1996; Clemens & Ma 2016).

Olovo je vsudyptritomny ekologicky trvaly toxin, ktery zpuisobuje neurologicka,
hematologickd, gastrointestinalni, reprodukéni, obéhova a imunologickd poskozeni. Olovo se
chova jako katalyzator oxidacnich reakcei a vytvari tak ROS. Toxicita olova je multifaktorialni,
protoze olovo piimo prerusi aktivaci enzymu, inhibuje absorpci stopovych prvki, vaze se
na thiolovou skupinu lipida (pferusi tak syntézu strukturalnich proteini), méni homeostazu
vapniku a snizuje hladinu dostupnych sulfhydrylovych antioxida¢nich rezerv v téle (Ercal et al.
2001). Olovo ma vysokou afinitu k mistim, ktera vazou véapnik. Mechanismus zahrnuje
substituci Ca®* olovem, coz ma vliv na v§echny fyziologické a biochemické procesy bunék,

které vyzaduji vapnik ke spravnému fungovani (Sharma et al. 2014).

Toxicita olova vede k poskozeni volnymi radikaly ptes dvé oddé€lené, ackoliv
souvisejici cesty. Prvni je tvorba ROS, v¢etné hydroperoxidi, singletového kysliku a peroxidu
vodiku. A druhou cestou je piimé vycerpani antioxidacnich rezerv (Lyn 2006). Olovo inhibuje
sulfyhrylovou funk¢ni skupinu hned né€kolika enzymt (SOD, CAT, GPX, GSH). GPX, CAT
a SOD jsou potencidlnim cilem pro toxicitu olova, protoZe tyto antioxida¢ni enzymy jsou
zavislé na riznych zékladnich stopovych prvcich, dileZitych pro jejich spravnou molekulérni

strukturu a aktivitu (Patra et al. 2011).

Narozdil od vétSiny organickych zneciStujicich latek, které se nakonec degraduji
na oxid uhli¢ity a vodu, t€Zké kovy jako prvky nemohou byt rozlozeny, a proto pretrvavaji
Vv zivotnim prostfedi, kde maji tendenci se hromadit (Pliesovska et al. 1997). Hlavni
problematikou u tézkych kovu je tedy jejich schopnost akumulace v zivotnim prostiedi, ale
I V riznych organickych tkanich (Clemens & Ma 2016). Znécisténi Zivotniho prostiedi tézkymi
kovy je v soucasné dob¢ povazovano za jeden z mnoha zavaznych globalnich enviromentalnich

problému, ktery je potieba fesit (Sinicropi et al. 2010). Proto v poslednich letech doslo
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K vyraznému narustu vyzkumt a piipadovych studii scilem odhalit mozné dopady
antropogennich zmén na parazity a potazmo jejich hostitele. Mezi nejriznéjSimi studiemi
se jako nejslibngjsi ukazaly tii hlavni sméry vyzkumu: a) parazité jako akumula¢ni indikatory

vvvvv

a ¢) vliv parazitii na zdravi svych hostiteli (Sures et al. 2017).

3.3.2 Vliv parazitii na fyziologii hostitele

Parazité jsou jiz po dlouhou dobu oznacovani jako diilezité patogenni organismy jak
u zvirat, tak lidi. V poslednich letech se vsak, diky celé fadé molekuldrnich zkoumani, podatilo
ziskat podrobnéjsi znalosti o fyziologickych a molekularnich interakcich parazitl s jejich
hostiteli. Tyto interakce ovliviuji fyziologickou homeostdzu hostitele, coz casto vede
k negativnim dopadiim na jeho zdravi (Sures et al. 2017). Kromé toho, ale bylo také prokazano,
ze nékteré druhy parazitnich helmintd, jak bylo zminéno vyse, jsou schopni bioakumulace
vyssich koncentraci toxickych prvki, nez jejich hostitelsky organismus, ¢imz mohou byt
uzitecni naptiklad jako bioindikatory zneciSténi prostfedi, ¢i jako jeden z moznych zplsobu,
jak zmirnit dopad negativniho puisobeni tézkych kovu na organismus hostitele (Poulin 1999;
Sures & Siddall 1999). Neslibng&jsimi skupinami parazitickych hlistt, s ohledem na akumulaci
kovi, se ukazala tiida Cestoda a kmeny Nematoda a Acanthocephala, které maji schopnost
absorbovat As, Cu, Fe, Zn, Mn, Pb a Cd (Sures 2004; Al-Bayati 2018).

Fyziologickd reakce organismli na zneCiStujici latky je duasledkem vychytavani
a akumulace riznych toxickych latek. Rozmanitost odpovédi organismu se pohybuje
od zvySené urovné stresu a zvySené produkce obrannych molekul az po Uplny rozpad
fyziologické homeostazy a fyziologickou smrt exponovaného organismu. Nejcastéji vyuZivané
biomarkery jsou zaméfené na oxidacéni stres, hormonalni regulaci, energetickou bilaci, stejné
tak jako na geny a proteiny, které se podileji na metabolismu a vylucovani polutantt
(Marcogliese & Pietrock 2011; Sures et al. 2017). Proto tyto biomarkery nejsou obvykle
specifickou odpovédi na polutanty, ale mohou byt spiSe indukovany fadou dalSich stresort,
véetné paraziti (Sures 2004; Forbes et al. 2006). V realnych podminkach prostiedi jsou vsak
organismy vystaveny nejen zne€iStujicim latkam, ale jsou také konfrontovany fadou dalSich
endogennich a exogennich faktord. V souladu s tim tedy ztstava mira, do jaké jsou biomarkery
schopny poskytnout jednoznacnou a ekologicky relevantni indikaci expozice nebo ucinkl
toxickych latek znacné sporné (Forbes et al. 2006; Marcogliese & Pietrock 2011).

vvvvv

Forbes etal. (2006) proto zdlraznil, Zze biomarkery 1ze nejuspésnéji vyuzivat pii generovani
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hypotéz v kontrolovanych experimentech, dale ze je zapotiebi vice Gsili k vyvoji modela
vhodné slozitosti, které mohou charakterizovat systémy realného svéta. V poslednich letech
vzrastd povédomi o tom, Ze helminti siln¢ interaguji s odezvami biomarkerti indukovanych
polutanty svych hostiteli a tim ovliviuji jejich fyziologii riznymi zptsoby. Studie se lisi
Vv zavislosti na zvoleném druhu parazitt a hostitelskych druzich, stejné tak jako na zkoumaném
polutantu (Sures 2006; Sures & Radszuweit 2007; Marcogliese & Pietrock 2011; Gismondi et
al. 2012; Sures et al. 2017). Modulace biomarkerovych odpovédi v organismech, infikovanych
parazity a za soucasné expozice té¢zkych kovi, je fenomén, ktery neni aktuélné dobte pochopen
a ktery si zaslouzi jeSt€ mnoho dalSich zkoumani. V nékterych ptipadech se zvySuje
nebo snizuje biomarkerova odpovéd, coz znacné stézuje interpretaci. Prikladem jsou
biomarkery oxidac¢niho stresu, kdy je vhodné vyuzit nékolik enzyml a substrati, které se
podileji na metabolismu stresu, abychom Iépe porozuméli stresové reakci a fyziologickému
G¢inku na hostitele (Martinez-Alvarez et al. 2005; Sures et al. 2017). Hodnoceni hladin
antioxida¢nich enzymt u infikovanych a neinfikovanych organismii helminty maze poskytnout
cenné¢ informace o stavu antioxidantd a jejich schopnosti celit vice stresovym podminkam.
Vsechny tyto uc€inky jsou pravdépodobné zavislé na fyziologické zméné, kterd je ovlivnéna
teplotou a tim i zménou klimatu. Pfedpokladané zvysSeni teploty v tomto stoleti pravdépodobné
zvysi 1 toxicitu polutanttll, stéjné tak jako prenos, distribuci a cetnost parazitickych helmitt

(Heinonen et al. 1999; Noyes et al. 2009).

Acanthocephala a Cestoda vykazuji dosud nejvyssi akumulaéni kapacitu. Naptiklad
koncentrace kadmia a olova se ukazaly byt az 2,7 x vyS§i u paraziti P. laevis, nez v tkanich
svalt hostitele (Sures & Taraschewski 1995; Sures 2004) Podobné tomu tak bylo u Cestoda,
kde koncentrace sledovanych toxickych prvki byla 1,1 x vyssi v tkanich parazitd (Malek et al.
2007). Laboratorni studie Sures & Siddall (1999) zaméfena na akumulaci olova naznacuje,
ze Acanthocephala vstiebavaji kovy ve formé kovi vazanych ve zlu€i. Pfi expozici kovi se
Vv jatrech tvofi organokovové komplexy, které pak prochazeji ZluCovodem do tenkého stieva,
kde mohou byt bud’ reabsorbovany sttevni sténou a prochazet hepato-intestinalnim cyklem,
nebo mohou byt vylouceny stolici (Sures et al. 2017). Pokud je organismus infikovan stfevnim
parazitem Acanthocephala, parazit prerusuje hepato-intestinalni cyklus kovt, jelikoz bylo
prokazano, ze helminti vyuzivaji ZluCovych kyselin hostitele (Sures & Siddall 1999;
Sures et al. 2017). V zasadé musi vSechny latky, které vstupuji do Acanthocephala a Cestoda
projit skrze jejich tegument. V piipadé€, ze mohou byt polutanty, tedy v tomto pfipad¢ tézké

kovy, detekovany u Acanthocephala a Cestoda, jsou biologicky dostupné v tom smyslu, Ze jsou
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schopny prochazet skrz biologické membrany. Studie o akumula¢nim potencialu helmintt jsou
omezené a dosud byl prozkouman pouze u zlomku druhi, nékteré druhy vsak vykazovaly
vysokou akumulaéni kapacitu a zarovén zvySenou odolnost vuci témto prvkim (Chang &
Flores 2015). Dle studie Sures (2004) vykazuje tento potencial vétSina studovanych druht
Vv parazitech odpovidaji hladindm polutantd v Zivotnim prostfedi. Naproti tomu u jinych taxont
paraziti (napt. Monogenea) nejsou splnény néktera kritéria pro akumulacni indikatory (vysoka
akumula¢ni kapacita a zarovén zvySena odolnost vici tézkym kovim). Sures et al. (2005)
uvadi, ze Acanthocephala a Cestoda jsou schopny akumulovat toxické kovy v koncentracich
nad detekénimi limity konvencnich technik a mohou byt slibnymi organismy pro studie

zaméiené na dostupnost nanocastic.
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4 Material a metodika

4.1 Material

Bunécéné kultura Caco-2, byla zakoupena z European Collection of Cell Culture
(ECACC). Dulbeco Modified Egles Medium-high glucose (DMEM), fetalni bovinni sérum
(FBS), neesencidlni aminokyseliny, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny, penicilin,
streptomycin, trypsin, fosfatovy pufr (PBS) a dusi¢nan olovnaty byly ziskany od Sigma-Aldrich
(C2). Kultivaéni lahve, serologické pipety a Petriho misky byly potizeny od ThermoFisher
(UK).

4.2 Metodika

421 Paraziti

Zivé tasemnice byly ziskany z katedry obecné zoologie a rybafstvi, kde byly izolovany

zivé z traviciho traktu potkant.

Pro tento expiremnet byli pouziti brouci druhu Potemnik mou¢ny (Tenebrio molitor),
ktefi byli infikovani H. diminuta. Infekéni larvy (cysticerkoidy) H. diminuta se nechaly vyvijet
po dobu 2 tydni pii teploté¢ 29 °C. Nasledné se z t¢€l broukti odebraly zralé cysticerkoidy,
které byly peroralné podavany potkantim. Potkani byli umisténi v boxech E4 (1730 m?)
pfti teploté vzduchu 22 °C (£ 2 °C) a 50% vlhkosti a poskytnutého krmiva (komer¢ni peletova
vyziva ST-1, ziskana od Velaz, CZ) a vody ad libitum. P&t tydnu po infikovani bylo provedeno
koproskopické vySetfeni potkanti, aby se zjistila pfitomnost parazita. Po 6 tydnech expozice
byli vSichni potkani usmrceni a z jejich stfev byly odebrany tasemnice. Kazda tasemnice byla
peclivé dvakrat promyta destilovanou vodou. Nasledné byl parazit ulozen v PBS na Petriho

misce na nezbytné nutnou dobu, nez byl parazit umistén na bunééné linie.
4.2.2 Kultivace bunéénych linii

Narostlé bunééné linie v kultivacnich 1dhvich byly oplachnuty pomoci PBS a rozvolnény
pomoci trypsinu, ktery byl po 5 minutach neutralizovan pomoci DMEM media. Rozvolnéné
bunky byly centrifugovany po dobu 10 minut a 200 x g. Bylo odstranéno staré medium
a nahrazeno novym, kdy byly builky rozvolnény a nasazeny do nové kultivacni ldhve
s cerstvym mediem vV COz inkubatoru s 5% CO2 atmosférou a teplotou 37 °C. Medium bylo

ménéno kazdé dva dny.
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4.2.3 ZaloZeni 24-jamkové desticky

Z dtkladné rozpusténé bunécné suspenze byl pomoci Biirkerovy komurky spocitan obsah
bunék v 1 ml suspenze. Pomoci vypoctu byla zjisténa piesna koncentrace bunék a piipadné
nafedéna na pozadovanou koncentraci. Nasledné bylo do Petriho misek pipetovano 5000 pl
suspenze a poté ulozeno v kultivatnim CO2 boxu. Vyména media probihala kazdé dva dny

po pozadovanou dobu.
4.2.4 Testovani absorbce olova

Po pozadované dob¢ byly k bunkdm piidany vzorky tasemnic spolu se vzorkem
dusi¢nanu olovnatého (Pb(NOz)2, ktery byl ziskan z komeréniho zdroje (Sigma Aldrich, Praha,
Ceska republika), v koncentraci 500 pg/ml. Medium bylo ménéno kazdych 12 h a nahrazeno
Cerstvym S totoznou koncentraci Pb. Odebrané medium bylo nasledné zamrazeno pro rozbor.
Po 24 h byly odebrané medium, tasemnice a stfevni buiiky odebrany a samoststan¢ zamrazeny

pro dal$i analyzu.
4.2.,5 Chemicka analyza

Jednotlivé vzorky mezi které patfilo medium, buiiky i tasemnice byly mineralizovany
v 6 ml kyseliny dusi¢né 65% p.a. (Analytika ®, s.r.0., Praha, Ceska republika) a 2 ml peroxidu
vodiku (Analytika ®) a nasledovnym mokrym trdvenim pomoci mikrovinného ohfevu
(mikrovinna trouba Ethos 1, Milestone, Leutkirch im Allgdu, Némecko) po dobu 25 minut
pti 231 °C. Po traveni byla piebytecna kyselina odstranéna pomoci extraktorového ventilatoru.
Nasledné byly vzorky pfevedeny do 10ml odmérné baiiky obsahujici deionizovanou vodu.
Slepé vzorky, pfipravené za pouziti identického postupu jako v pfipadé vzorkl tkané

predstavovaly 10 % z celkového poctu vzorkd.

Obsah olova ve vzorcich byl stanoven pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-MS) na piistroji Agilent 7700x (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, California, USA). Stanoveni prob&éhlo na Katedfe zoologie a rybafstvi na
Ceské zemédélské univerzité v Praze. Pro stanoveni obsahu olova byl vzdy kazdy vzorek

analyzovan ve 2 opakovanich.
4.2.6 Statistika

Ziskané vysledné koncentrace olova v jednotlivych vzorcich byly analyzovany pomoci

softwaru Statistica 12. Vysledky jsou vyjadfeny jako prumér a + smérodatna odchylka (SD).
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K porovnani vyslednych koncentraci byla pouzita analyza rozptylu — ANOVA, kde hladina
vyznamnosti byla stanovena jako p < 0,05.
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5 Vysledky

V této praci byla stanovena in vitro koncentrace olova ve vzorcich media, bun¢k a
tasemnic. Vysledné koncentrace olova jsou uvedeny v mg/kg (Tab. 2; Obr. 11). Na zacatku
experimentu byla stanovena koncentrace ve vzorku krmiciho media obsahujiciho olovo. Tato
koncentrace byla po celou dobu experimentu konstantni. Vysledné koncentrace zbylého Pb
v mediu po prvnim krmeni potvrdily schopnost tasemnic absorbovat vy$si mnozsvi Pb, nez
vzorky, které obsahovaly jen buiky stfevniho epitelu. Avsak po druhém krmeni vysledené
koncentace zbylého Pb v médiu vysly vyssi pro vzorky, které obsahovaly pouze vzorek bunek

sttevniho epitelu.

Ze vzorku skupiny B, ve kterych bylo zjisténo 1,6 x vice zbylého Pb v porovnani
se vzorky C, které navic obsahovaly vzorky tasemnic. Ve vzorcich skupiny B z ptivodni
koncentrace olova zbylo 2,49 % Pb, ve vzorcich C, kde byly umistény vzorky tasemnic, byla
koncentrace zbylého olova 1,53 %. Statisticka vyznamonost na hladiné p < 0,05 pro tyto dva

vzorky nebyla potvrzena (Tab. 3).

Statisticky vyznamny rozdil byl vSak potvrzen po druhém krmeni u stejnych vzorkd,
s tim rozdilem, Ze vysledna koncentrace zbylého Pb u vzorka F, kde byly umistény vzorky
tasemnic, byly naméteny koncentrace Pb 10,6 x vys8i, to odpovida 49,73 % piavodni

koncentace Pb, nez u vzorku H, bez tasemnic, kde z pivodni koncentrace zbylo 4,68 %.

Ve vzorcich skupiny B, bez tasemnic, byly zbylé koncentrace Pb 15,8 x niz$i oproti
vzorkim skupiny E, které tasemnici obsahovaly. Ve vzorcich skupiny B, ¢inily zbylé
koncentrace Pb 2,49 % a zbylé koncentrace Pb ve vzorcich E, kde se nachazely vzorky
tasemnic, odpovidaly 39,21 % ptivodni koncentrace. Pro tyto dva vzorky byla potvrzena

statistickd vyznamnost na hladiné p < 0,05.

U stejnych vzorkd, po druhém krmeni, Cinila kone¢na koncentrace Pb pro vzorky H,
které neobsahovaly tasemnice, 4,68 % z puvodni koncentrace Pb. Ve srovnani se vzorky
skupiny F, které tasemnice obsahovaly, kde byly namfeny koncentrace odpovidajici 49,73 %
puvodni, tedy 7,9 x vyssi. Pro tyto dva vzorky nebyla potvrzena statistickd vyznamnost
na hladin€ p < 0,05.

Ve vzorku | s tasemnici, ktera byla behém experimentu mrtva, ale byla stejné jako

v

vzorkd, druha nejnizsi koncentrace Pb byla naméfena u vzorka D, které slouzily jako kontrolni
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skupina a byla krmena mediem bez obsahu Pb. Mezi témito dvémi vzorky nebyla zjisténa

statistickd vyznamnost na hladiné p < 0,05.

Tab. 2: Vysledné koncentrace olova v analyzovanych vzorcich.

koncentrace Pb ve vzorku

Oznaceni
Analyzovany material mg/kg
vzorka
pramér + SD
A medium s Pb (krmici) 523,82 + 12,301
B medium s Pb + bunky 13,02
C medium s Pb + bunky + tasemnice 8,02+ 1,312
D bunky + tasemnice 1,10 + 0,403
E medium s Pb + tasemnice 205,37 + 38,249
F medium s Pb + bunky + tasemnice (po 2. krmeni) 260,47 + 32,111
G medium s Pb + tasemnice (po 2. krmeni) 3,09+0,134
H medium s Pb + buriky (po 2. krmeni) 24,53 +0,028
| tasemnice (mrtva) 0,45+ 0,212
Koncentrace olova
600,00
500,00 Kl
400,00
oo
<
& 300,00
Ke)
(a1
200,00
100,00
0,00 — — - — - -

medium s mediums mediums bunky+ mediums mediums mediums mediums tasemnice
Pb (krmici) Pb + buriky Pb + buriky tasemnice Pb + Pb+bunky Pb+  Pb+bunky (mrtva)

+ tasemnice + tasemnice  (po 2.
tasemnice tasemnice  (po 2. krmeni)
(po 2. krmeni)
krmeni)

Obr. 11: Sloupcovy graf vyslednych koncentraci olova v analyzovanych vzorcich. Vysledky jsou vyjadieny jako primérmé
ze dvou opakovani =+ SD.
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Tab. 3: Porovnani koncentraci na zékladé analyzy rozptylu — ANOVA (na hlading p < 0,05) .

medium s Pb +

medium s Pb + mediums Pb +  medium s Pb

- . medium s Pb » bunky + medium s Pb + bunky + - N tasemnice
medium s Pb (krmici) + bunky bunky.+ tasemnice tasemnice tasemnice (po 2. tasemnice (po 2.+ builky (P © (mrtva)
tasemnice ) krmeni) 2. krmeni)
krmeni)
medium s Pb (krmicf) - A A A A A A A A
medium s Pb + buiiky A - N A A A N N N
medlumstfbuﬁker A N ) N A A N N N
tasemnice
buriky + tasemnice A N N - A A N N N
medium s'Pb + A A A A ) N A A A
tasemnice
medlur_nst+bunkyJ,r A A A A N ) N A A
tasemnice (po 2. krmeni)
mediumsPb + A N N N A A - N N
tasemnice (po 2. krmeni)
medium s Pb + b}lﬁky A N N N A A N ) N
(po 2. krmeni)
tasemnice (mrtva) A N N N A A N N -

(A — mezi vzorky je statisticky vyznamny rozdil na hladin¢ p < 0,05; N — mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil na hladiné p < 0,05)
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6 Diskuze

Znecisténi kovy je v soucasné dobé povazovano za jeden z nejvyznamnéjSich globalnich
enviromentalnich problémut (Horakova et al. 2018). Tézké kovy v zavisloti na jejich oxidaénim
stavu mohou byt vysoce reaktivni a v disledku toho toxické pro vétSinu organismil.
Jsou produkovany rozsifujici se fadou antropogennich zdroji, coz také naznacuje staly rast
vyznamnosti této formy znecisténi (Pinto et al. 2003). V téle zivého organismu dochazi
K transportu kovtu piedev$im krvi, ktera je distribuuje do télesnych tkani. Kovy se zde
pak mohou hromadit ve vysoce toxickych trovnich, a tak mit zasadn¢ negativni vliv na Zivé
organismy (Sinicropi et al. 2010). Toxicky u¢inek tézkych kovt souvisi s oxida¢nim stresem
a zvysenou produkci ROS a tedy vyslednym nevyvazenym bunéénym redoxnim stavem.
Oxidacni stres doprovazi veskeré aerobni organismy po cely jejich zZivot a do jisté miry
je fyziologickym dusledkem celé fady bioenergetickych a biochemickych pochodti organismu,
jako je napftiklad pfirozené starnuti. AvSak velmi dilezitou Ulohu oxidaéni stres zastava
v imunologickych odpovédich organismu. Pro minimalizovani radikalového nebezpeci,
je nutné aby byly tyto molekuly detoxikovany prostfednictvim komplexniho antioxida¢niho
systému, ktery ma vyvinut kazdy organismus (Chmatalova & Skoumalova 2014).
Podstatna ¢ast prvka se do téla Zivych organismii dostava skrze peroralni piijem a nasledné
je vstfebavana v GI traktu. A pravé zde mohou pfichazet do kontaktu s gastrointestinalnimi

helminty (Mushak, 1991; Dalton et al. 2004).

V nasi praci jsme se proto zaméfili na interakci mezi gastrointestindlnimi helminty, olovem
a bunkami GITu. Jelikoz paraziti¢ti helminti jsou jiz po velmi dlouhou dobu povazovani
za dilezité patogenni organismy, a to jak u zvifat, tak i lidi. Po celém svété se odhaduje,
ze helmintozy zptsobuji infenkci u vice jak 1,5 miliardy lidi, coz odpovida 24 % celé lidské
populace (Motran et al. 2018). Hlavnim cilem helmintt je pfezit v hostitelském organismu
tak dlouho, jako jen to je mozné. Z tohoto divodu doslo u fady helmintd k vyvinuti fady
slozitych mechanismu, kterymi ovliviiuji imunitni systém hostitele (Pe6n et al. 2012). Ve studii
Sures & Siddall (1999) bylo popsano, ze ionty olova z hostitelova GIT jsou schopny projit pies
epitelidlni membranu, a tak vstupovat do krevniho fecisté, kde se vazi na erytrocyty a jsou
obc¢hovym systémem transportovany do riznych organt v téle, napiiklad jater. V jatrech
je vétsina olova odstranéna z krve a vylu¢ovéana zluéi do stéeva. Zlué obsahuje steroidy, s nimiz
ionty tézkych kovil tvoii organokovoveé komplexy, které pak prochézeji zZlucovodem do tenkého

stfeva, kde prichazi do stiku s piipadnymi GIT helminty.
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Obvykle jsou interakce mezi hostitelem a helmintem povazovany za negativni, avsak bylo
prokazano, ze nékteré druhy helmintd jsou schopni zvysené bioakumulace toxickych prvki
V porovnani s hostitelskymi tkdnémi. Tim mohou vyrazné€ zmirnit dopady negativniho ptisobeni
tézkych kovii na hostitelsky organismus, a nebo byt naptiklad vyuziti jako indikatory znecisténi
prostredi (Poulin 1999; Sures & Siddall 1999; Sures 2004; Al-Bayati 2018). Neslibng&jsimi
skupinami parazitickych hlisti, s ohledem na akumulaci kovl v terestrickych podminkach,
se ukazaly skupiny Cestoda a Acanthocephala, z tohoto diivodu jsme si pro nas$ experiment

vybrali H. diminuta z t¥tidy Cestoda.

Nejvice praci (Sures et al. 1999; Sures et al. 1994; Sures & Taraschewski 1995;
Suresetal. 1995, Sures 2003), zkoumajicich schopnost helminti akumulovat tézké kovy,
je zaméfeno na vodni prosttedi. Jedny =z prvnich vysledki byly prezentovany
studii (Sures et al. 1999), ve které byly hodnoty ziskany ze stievnich paraziti sladkovodnich
ryb nakazenych pievazné Acanthocephala. Vzorky byly odebrany ze stiedné zneCisténych
lokalit v Némecku a koncentrace olova v tkanich ryb (svalovina, jatra a stfeva) byly
porovnavany s koncentracemi olova v jejich piislusnych parazitech. Koncentrace olova
Vv parazitech, stanovené atomovou absorpéni spektrometrii, byly fadové 25 x vys$$i, nez
koncentrace olova v hostitelskych tkanich ¢i ve vodnim prostfedi. V nasem experimentu jsme
se také zaméfili, na rozdil absorbce olova bunkami stfevniho epitelu a strobilou H. diminuta.
Pii prvni expozici byly bunky stievniho epitelu schopny absorbovat z prostiedi az 15,7 x vice
olova nez tasemnice. AvSak po druhé expozici, tedy po 12 h od pocatku experimentu
se vysledky diametralng lisily. VVzorky, kde byla umisténa H. diminuta byly schopny ze svého
prostiedi absorbovat az 7,9 x vice olova nez bunky stfevniho epitelu. Z téchto vysledku je
patrné, Zze vyuziti tasemnic, jako akumulujicich organismt, ¢i jako indikatori Skodlivin
zne€iStujicich prostfedi je vyhodnéjSi, nez piima analyza, jelikoz Zivocichové piijimaji
a koncentruji pouze biologicky dostupné frakce (Sures et al. 1994; Sures & Taraschewski 1995;
Sures et al. 1995).

v

Vzhledem k faktu, ze Cestoda jsou u suchozemskych savci hojnéjsi nez Acanthocephala,
jsou pro veétsinu studii (Sures et al. 2002; Sures et al. 2003) zamétenych na savce, vyuzivani
prave zastupci této tiidy. Jak Sures et al. (2002) uvadi, tento model host-parazit mize byt velmi
dobie vyuzit pro monitorovani zne€isténi zivotniho prostiedi, zejména v méstskych oblastech,
a zaroven také vyuzit jako prostiedek ke snizeni koncentrace tézkych kovti v organech a tkanich

hostitele. Terénni a experimentalni studie prokazala, ze zejména H. diminuta v potkanech
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mohou byt vhodnymi bioindikatory olova zejména diky své vysoké akumulaéni kapacité.
Potkani v této studii byli odebrani z lokalit s mensim a vétsim znecisténim olovem. Pfi srovnani
hladin olova mezi hostitelskymi tkanémi a tkanémi parazitd, byla zjiSténa vyznamné vyssi
koncentace olova u H. diminuta ve srovnani s tkani hostitele. Tkan H. diminuta obsahovala
36 x vyssi koncentrace olova néz stievni sténa, 29 X nasobné vyssi koncentrace néz jatra
a 6 x vyssi koncentrace néz ledviny hostitele (Sures et al. 2003). Obdobné vysledky byly
publikovany Sures et al. (2000), kde se zam¢fili na parazita M. moniliformis, ktery parazituje
na potkanech. Na infikovanych potkanech zjistili, ze samice M. moniliformis obsahovaly
az 25,39, 2 a9 x vice olova, nez jatra, tenké stfevo, ledvinova kura a ledvinova dren, pomér
U samcu téchto parazitt byl odlisny (7, 11, 0,5 a 3 x vice Pb, nez jatra, tenké stfevo, ledvinova
kira a ledvinova dfel). V nasem experimentu jsme se zaméfili pouze na efekt H. diminuta
na koncentraci olova v burkach stievniho epitelu. Tasemnice jsou hermafroditi, tudiz nejsme
s naSimi vysledky experimentu schopni poskytnou takové srovnani. Nami naméfené hodnoty
u vzorkl obsahujicich buniky stfevniho epitelu spoleéné se vzorky tasemnic po prvni expozici
se priblizuji hodnotam uvedenych ve studii Sures et al. (2000). U nasich vzorku vsak byla
vysledna koncentrace olova pouze 1,6 x nizsi, nez u bunék sttevniho epitelu u kterych nebyl
umistén vzorek H. diminuta. Rozdil ve vysledcich miize byt zptisoben malym mnozstvim nami
analyzovanych vzorkt, nebo také rozdilnou vstupni koncentraci olova. Jistou roli, zde hraje
i pouzita metodika, kde se jedna o prvni experiment tohoto druhu, jelikoz doposud nebyla
publikovana metodika na kultivaci H. diminuta na bunkach stievniho epithelu. Nase vysledky
mohla ovlivnit i samotna krmeni. Kde jsme absolutné rozdilnych hodnot dosahovali po druhé
expozici Pb, po které vzorky s obsahem tasenic vykazovaly az 10,6 x mensi koncentrace olova
Vv porovnani se vzorky, ke kterym nebyl umistén vzorek tasemnic. To mize byt zpiisobeno
absorpéni rychlosti, velikosti vstfebatelné davky, malym poétem analyzovanych vzrokd,
mnozstvim olova tasemnici vylou¢eného do media nebo také formou, ve které bylo olovo
podavéno. Jak ukazuji vysledky studie Cadkova et al. (2013), kde se zaméfili na vyznam zdroje
olova, tedy organické a anorganické formy kovu z hlediska absorbance a vylu¢ovani. Béhem
pokusu byl potkantim oralné podavan octan olovnaty a olovo vazané v rostliné Pistia stratiotes.
Vysledky ukazaly, ze 53 % pozitého olova formou Pistia a 73 % pozitého olova formou octanu
olovnatého bylo z exponovanych potkanti rychle vylouceno stolici béhem 24 hodin po expozici.
Tyto vysledky se shoduji s vysledky u naSich vzorki, kde byly umistény bunky stfevniho
epitelu zaroven stasemnici. Po prvni expozici anorganického olova u vzorkd, které
neobsahovaly tasemnice, ale pouze burky stievniho epitelu, byla naméfena koncentace olova

1,6 x vyssi nez ve vzorcich, kde tasemnice umistény byly. Ve shodnych vzrocich odebranych
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po druhé expozici, tedy do 24 h od zacatku experimentu, byla vysledna koncetrace zbylého
olova v mediu 10,6 x vy$si pro vzroky, které tasemnici obsahovaly. Jak ukazuji vysledky
studie Cadkové et al. (2013), v hladinach celkové vylou¢eného olova byly zjistény znaéné
rozdily. Olovo, podavané formou octanu olovnatého, bylo vylu¢eno ve vétsim mnozstvi nez
olovo podéavané v anorganické formé skrz P. stratiotes. Toto zjisténi naznacuje, ze 0lovo
vazané v P. stratiotes je absorbovano GIT ve vétsim rozsahu, S¢&imz souvisi 1 vyssi
koncentrace olova v dal$ich tkanich. Tento fakt by mohl byt moznym vysvétlenim pro¢ v nasem
experimentu, ve kterém bylo olovo podavano formou anorganického dusi¢nanu olovnatého,
byla vysledna koncentrace Pb ve zbylém mediu u vzorkd s buitkami stfevniho epitelu spolecné
Horakova et al. (2018) také potvrdila, Ze distribuce olova je zavisla na formé podvané
potkaniim. Pomér mezi koncetracemi prvkil v tkénich byl 1 — 1,7 % vyS$§i u neparazitovanych
potkant.. Tasemnice ze skupiny Pistia akumulovaly vyrazné vétsi koncentrace olova nez tkan
hostitele. Koncentrace olova ve strobile tasemnic byla 83,2 x vyssi nez koncentrace ve stfevech
hostitele. Pro skupinu, ktera byla krmena dusi¢nanem olovnatym, byly vysledné koncentrace
olova v téle tasemnic pouze 4,6 x vyssi, nez koncentrace ve stfevech hostitele. Vysledky
pro nitratovou skupinu koresponduji s nasimi vysledky po prvni expozici, kde vysledna zbyla
koncentrace v odebraném mediu ze vzorku, které obsahovaly bunky sttevniho epitelu spolecné
S tasemnici, byla 1,6 x niz$i neZ u vzorku, které tasemnice neobsahovaly. Dle Volf et al. (2007)
je vyluCovaci soustava helmintl tvofena rliznym poctem protonefrii. Tyto plaménkové bunky
filtruji té€lni tekutinu z parenchymovych prostor a filtrat je odvadén soustavou kanalkt, které se
spojuji a jsou zakonceny exkre¢nim méchyikem. Exkre¢ni méchyiek nasledné tsti na povrchu
téla helmint exkrecnim porem, kterym by se pravé mohly opét zbavovat vysSich koncentraci
toxickych prvki, tedy jako v nasem piipadé olova. Na§ experiment probéhl in vitro na
H. diminuta, i pfesto je pravdépodobné, ze se olovo Vv télech tasemnic bude chovat obdobné,
jako vin vivo podminkach u potkand. Tyto vysledky jsou v souladu s dalSimi studiemi
Sures & Siddall (2003) a Oyoo-Okoth et al. (2012), které ukazaly, ze tasemnice jsou schopny
hromadit tézké kovy mnohem rychleji nez mékké tkané hostitelskych organismi. Avsak

hladiny olova dosahuji rovnovazného stavu az za 4 tydny po expozici.

V nesouladu s pifedchozimi zminovanymi vysledky studii, které uvadéji, ze stfevni
helminti jsou schopni zmirnit a nebo zabranit jejich hostiteli v absorbcei pozitych tézkych kovi
je studie Cadkova et al. (2014). V této studii nékteré hostitelské tkané parazitovanych potkanti

vykazovaly vyssi koncentrace olova, nez tkané neinfikovanych jedinct. Ackoliv tkan tasemnic
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hromadi velké mnozstvi olova, mize pfitomnost tasemnic v duodenu paradoxné usnadnit
absorbci olova v téle hostitele. Hlavnim divodem muze byt fakt, ze kyselé produkty
metabolismu glukézy u H. diminuta mohou snizovat hladiny stievniho pH hostitele
pod 6 (Mettrick 1971), a tim zvySovat biologickou dostupnost olova. Tento fakt mize byt
dal$im moznym vysvétlenim pro¢ vysledné zbylé koncentrace olova u nasich vzorkd bunek
sttevniho epitelu, ke kterym byl umistén vzorek tasemnic, vykazovaly po druhé expozici
32,5 X wvys§i hodnoty nez po prvni. DalSim vysvétlenim nesouladu vysledkii studie
Cadkova et al. (2014) s piedchozimi zmifiovanymi studiemi mize byt fakt, Ze strobila
tasemnic Castecné¢ ucpava stfevni lumen a zpomaluje tak pohyb travéniny
sttevem (Dwinell et al. 1997), coz umoziuje vyssi absorbei olova ve stievu hostitele. Dle
Cadkové et al. (2014) stievni sténa, skrz kterou prochazi absorbované olovo, vykazovala
také vyssi koncetrace olova u parazitovanych potkant, ktefi byly vystaveni vyssi koncetraci
olova po delsi ¢as, nez u potkan bez helminti. Vzhledem k tomu, Ze tedy nebyla vysoka
koncentrace olova v tkanich tasemnic spojena se sou¢asnym vyznamnym poklesem koncetrace
olova ve stfevni sténé hostitele, lze predpokladat, ze tasemnice nejéastéji piijimaji olovo
vazané na zIuc¢, kterd je primarné absorbovana do téla hostitele a sekundarné vylu¢ovéana
do dvanactniku, tedy pies jaterni cyklus. Podobny proces byl jiz prokazan ve studii
Sures et al. (1998) a Sures & Siddall (1999). Tento fakt potvrzuje také studie

Sures et. al. (2003b), ktera byla zamétena na ryby nakazené P. laevis.

V této praci jsme se zaméfili na schopnost helmintl vstiebavat té¢Zké kovy a sniZzovat tak
jejich koncentraci v travicim traktu. Hypotéza byla potvrzena pouze pro prvni expozici 0lova,
po druhé expozici olova nase vysledky ukazuji na snizenou absorbci olova strobilou
H. diminuta. Tyto vysledky zdiraziuji potfebu dal§ich vyzkumi zaméfenych na vyznam
zdroje organické a anorganické formy kovu, koncentraci piijatého olova a také dobu expozice
olova. Dal§im zajimavym smérem vyzkumu by mohl byt fakt, ze ROS, které jsou produkovany
hostitelskym organismem v pribéhu parazitarni infekce, hraji dulezitou roli jako mediatory
pti interakci mezi hostitelem a parazitem (Maizels a Yazdanbakhsh, 2003). Parazité, ktefi se
vyznacuji vysokou enzymovou antioxidaéni aktivitou, mohou ptezivat v téle hostitele po velmi
dlouhou dobu. Jejich antioxidacni systémy mohou byt pouzity jako soucéast obrany proti ROS
produkovanych hostitelem. Antioxida¢ni aktivita helmintl miZe mimo jiné také zfejme slouZit
jako obranny méchanismus proti volnym radikaliim, ktery doprovazi vychytavani toxickych
prvkl, potazmo tézkych kovii. Takovato adaptace umoziiuje helmintim piezivat v GITu

hostitele, ktery je vystaven vysokym urovnim znécist'ujicich latek z prostfedi. Tyto latky se
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nasledn¢ dostavaji do zazivaciho traktu, kde dochazi k interakci s pfipadnym helmintem
(Dautremepuits, 2002).
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[ Zavér

Hypotéza, ze helminti maji schopnost vstiebavat té¢zké kovy, snizovat jejich koncentraci
V travicim traktu, a tim snizit nasledky, které t€zké kovy vyvolavaji, byla pro H. diminuta
testované v in vitro modelu lidského stfeva potvrzena pouze pro prvni expozici olova. Po delsi
mnozstvim analyzovanych vzorkd, ale i faktem, Ze vysledky byly ziskany v in vitro modelu
lidského stfeva a v ptipad€ in vivo podminek se mohou odliSovat, jelikoz je velice obtizné

vytvofit pfesnou simulaci tak dynamického prostredi, jako je gastrointestinalniho trakt.

Z diavodu, ze samotné hledani vhodné metodiky pro in vitro analyzu nim zabralo pomé&rné
dlouhy ¢as, navrhujeme dalsi analyzu in vitro modelu lidského stieva pro ziskani jednotnéjsich
dat. Dalsim zajimavym smérem vyzkumu by mohl byt vyznam zdroje olova, jakozto organické
a anorganické formy kovu, z hlediska absorbance. Nebo také jak je vstiebavani olova
do strobily H. diminuta ovlivnéno antioxidanty, které sama tasemnice produje. Helminti
vykazuji riznorodou $kalu biologickych ucinki na svého hostitele, které stale nejsou dokonale

objasnény, a proto je v tomto ohledu neustale co zkoumat.
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9 Seznam pouzitych zkratek
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GSH
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MLN

MMA

NADPH
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PRX

PRX

RNS

RO
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SOD

antigenpresentujici buiky

kataladza

kyselina dimethyl arzinova
deoxyribonukleova kyselina
Dulbecco's Modified Eagle Medium
organizovana stfevni lymfoidni tkan
gastrointestinalni

gastrointestinalni trakt

glutation peroxidaza

glutation

glutation-S-transferasa

sttevni epitelidlni bunky

izolované lymfoidy folikulti
imunoglobuliny

mezenterické lymfatické uzliny
kyselina methyl arzonova
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
fosfatovy pufr
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peroxiredoxin
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