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Produkce antioxida¢nich enzymii v ramci
hostitelsko/parazitickém systému se zamérenim
na modelovy organismus tasemnice krysi
(Hymenolepis diminuta)

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva parazito-hostitelskou interakci. Parazité
gastrointestindlniho traktu mohou zpisobovat dlouhodobé infekce. Kviili této skutecnosti si
parazité vytvorili slozity systém obrany proti ptisobeni imunitnich mechanismi hostitele. Sav¢i
organismus napadeny parazity zacne vytvaret imunitni odpovéd. Tu zprostiedkovavaji
leukocyty. Jednim z hlavnich leukocytii jsou eozinofily, které produkuji reaktivni formy
kysliku (ROS). Hlavnim antioxida¢nim enzymem parazitii je superoxid dismutdza a na tento
enzym jsme se v nasi studii zaméfili. Do nasi studie jsme zafadili i vliv olova na produkci
superoxid dismutazy.

Cilem diplomové prace byla detekce a stanoveni aktivity vybraného antioxida¢niho
enzymu — superoxid dismutazy (SOD) produkovaného tasemnici krysi (Hymenolepis diminuta)
Vv in vitro kultiva¢nich podminkach.

Pro nas pokus byl vybran ¢asto pouzivany modelovy druh tasemnice krysi (Hymenolepis
diminuta). Finalnim hostitelem byl zvolen Potkan laboratorni (Rattus norvegicus) kmen Wistar
a mezihostitelem Potemnik mou¢ny (Tenebrio molitor). Analyza byla provedena na 14
vzorcich. Ovétovali jsme dvé hypotézy. Prvni hypotéza byla vliv kultiva¢ni metody, kdy byli
pouzity in vitro epitelidlni bunky stfeva IEC-4 a IEC-6 a kultiva¢ni medium. V Petriho miskach
bylo ptipraveno samotné kultivaéni medium nebo epitelové buiiky. Do poloviny studovanych
vzorkl byl pfidan kontaminant v podobé dusi¢nanu olovnatého o koncentraci 19,5 mgPb/ml.
Do takto piepravenych Petriho misek byli nasledné vloZeny celé tasemnice.

Z vysledku studie vyplyva, Ze nejvysSi hodnot bylo dosazeno dle ptedpoklada
pii kultivaci H. diminuta za piitomnosti buné€k a xenobiotik (olova). Ov§em prikazné se aktivita
SOD lisila jen mezi vzorky, které obsahoval epitelialni buriky S celou tasemnici a ptidanym Pb
a medium s celou tasemnici a Pb. U zbylych vzorku nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi
kultiva¢nimi podminkami. Druha hypotéza se tykala mnoZstvi vyprodukované seupeoxid
dismutazy v pfedem urcenych ¢astech tasemnice. Pokus byl koncipovan stejné jen s rozdilem,
ze do media nebo na bunky jsme umistili pfedem urc¢ené casti tasemnice. Jednalo se o
kranialni nebo kaudalni ¢ast parazita.

Nejproduktivnéjsi byla neofekavané kaudalni ¢ast parazita s xenobiotiky (Pb)
kultivovana v médiu bez bunck. Prokazatelné¢ se aktivita SOD liSila jen mezi variantami
medium s kranialni ¢asti parazita a mediu s kaudalni ¢asti parazita. U zbylych vzorki byla
potvrzena nulova hypotéza nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi kaudalni a kranialni ¢asti.

Z vysledk diplomové prace vyplyva, Ze neni signifikantni rozdil mezi nami
stanovenymi kultiva¢nimi medii. Stejného vysledku jsme dosahli i pii mnozstvi vyprodukované
supereoxid dismutazy, kdy nebyl potvrzen signifikantni rozdil mezi pfedni a zadni casti
parazita.



Klic¢ova slova: SOD, S/E produkty, IEC-4 a IEC-6 bunky, H. diminuta



Antioxidant enzymes in host/parasite system — case study
of model organism rat tapeworm (Hymenolepis diminuta)

Summary

This thesis addresses the interaction between a parasite and a host. Parasites of
gastrointestinal tract could be the cause of long-term infection. Due to this fact, the parasites
have developed a complex system of defense against the action of the host's immune
mechanisms. A mammalian organism infested with parasites begins to prepare an immune
response. This is mediated by leukocytes. One of the major leukocytes is eosinophils, which
produces reactive oxygen species (ROS). The main antioxidant enzyme of the parasites is
superoxide dismutase. In our research we focused on this enzyme and we included effect of
lead on superoxide dismutase production.

The aim of the diploma thesis was to detect and determine the activity of a selected
antioxidant enzyme - superoxide dismutase (SOD) produced by a rat tapeworm (Hymenolepis
diminuta) in in vitro culture conditions.

The frequently used regime species of the tapeworm (Hymenolepis diminuta) was
chosen for our experiment. The final host was the laboratory rat (Rattus norvegicus) of the
Wistar strain and the intermediate host was the mealworm (Tenebrio molitor). The analysis was
performed on 14 samples. We tested two hypotheses.The first hypothesis was influenced by
culture methods using in vitro gut epithelial cells IEC-4 and IEC-6 and culture medium. Culture
medium or epithelial cells were prepared to be performed in petri dishes. A contaminant in the
form of lead nitrate at a concentration of 19.5 mgPb / ml was added to a half of the studied
samples. The entire tapeworms were placed in the Petri dishes afterwards.

The result of the study shows that the highest values were obtained as expected in the
culture of H. diminuta in the presence of cells and xenobiotics (lead). However, the SOD
activity was found to differ only between samples that contained the whole tapeworm and the
epithelial cells with added Pb; and medium with the whole tapeworm and Pb. No significant
difference was found between the culture conditions in the remaining samples.

The second hypothesis concerned the amount of dismutase seuphoxides produced in
predetermined parts of the tapeworm. The experiment was created in the same way with the
only difference - we placed a predetermined part of the tapeworm in the media or onto the cells.
It was a cranial or caudal part of the parasite.The most productive was the unexpectedly caudal
part of the parasite with xenobiotics (Pb) cultured in cell-free medium. Demonstrably, SOD
activity differed only between variants of the medium with the cranial part of the parasite and
the medium with the caudal part of the parasite. In the remaining samples the null hypothesis
was confirmed and no significant difference was found between the caudal and cranial parts.

The results of this diploma thesis show, that there is no significant difference between
our culture medium. We achieved the same result regarding the production of supereoxide
dismutase, no significant difference between the anterior and posterior part of the parasite was
confirmed.
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1 Uvod

Hostitelsko-paraziticky vztah se v poslednich letech dostava do popiedi zajmu. Vétsina
druhti tasemnic vytvafi dlouhodobé infekce (Skrzycki et al. 2011). Mechanismus, kterym se
parazité dokazou branit pusobeni hostitelskych leukocytti, vyvolal zdjem mezi akademiky.
Jednim z obrannych mechanismu hostitele je produkce volnych radikalt, které mohou byt
odvozeny od kysliku (Vajragupta et al. 2004). Hostitelské leukocyty, piedev§im eozinofily,
produkuji zna¢né mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS). Maji za tikol odstranit parazita ze
stieva hostitel. Leukocyty obsahuji enzymy, které jsou schopné produkovat ROS pro boj
s infekénimi agens. Jednim z enzym NADPH-oxidéaza fagocyti, ktera katalyzuje pteménu O2
v reaktivni formu kysliku. Takto pfeménény O: je jiz schopny napadat infekéni agens
(Chiumiento & Bruschi 2009). OvSem parazité si vyvinuli u¢inné obranné mechanismy, mezi
které patfi také antioxidani enzymy. Mezi hlavni parazitické antioxidacni enzymy patfi
naptiklad superoxid dismutéza, kataldza a glutation peroxidaza. Ukolem antioxidaénich
enzymu je neutralizace a odvod ROS (Dzik 2006).

Superoxid dismutdza vytvaii prvni linii obrany pfed posSkozenim kyslikovymi radikaly
(Younus 2018). Podili se na odstranéni nadbyte¢ného superoxidového radikalu. Deaktivace
radikalu je velmi dilezita, zejména kvili jeho mozné redukci na velmi reaktivni hydroxylovy
radikal (Racek & Holecek 1999). Produkované enzymy chrani parazita. Zabranuji piimé
interakci mezi ROS a tegumentem parazita, tim se eliminuje produkce lipidovych peroxidu,
které by jinak produkovaly cytotoxické karbonyly. Karbonyly jsou molekuly napadajici
bunéénou strukturu parazita a maji za nasledek jeho smrt (Chiumiento & Bruschi 2009).

Do diplomové prace jsme také zafadili vliv kontaminantu. Tézké kovy maji
prokazatelné tendenci k akumulaci v zivych organismech (Alrikaby et al. 2020). V organismu
ma Pb tendence ke katalizaci oxidacnich reakci. Nasledné za¢ne generovat reaktivni formy
kysliku (Chiumiento & Bruschi 2009).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cil prace

Cilem diplomové¢ prace je detekce a stanoveni aktivity vybraného antioxida¢niho
enzymu — superoxiddismutazy (SOD) produkovaného tasemnici krysi (Hymenolepis
diminuta) v in vitro kultiva¢nich podminkach.

Védecka hypotéza

Produkce a aktivita antioxida¢ni enzymu SOD u H.diminuta je zavisla na zptisobu
kultivace parazita a konkrétni ¢asti strobily.
HO1: Aktivita SOD produkovanych H. diminuta v rtiznych kultiva¢nich podminkach se
prikazn¢ nelisi.
HO2: Aktivita SOD produkovanych v riznych ¢astech strobily H. diminuta se prikazné nelisi.

12



3 Literarni reSerse

3.1 Volné radikaly

Volné radikaly lze definovat jako molekuly nebo molekularni fragmenty, které obsahuji
jeden nebo vice neparovych elektrond v atomovych nebo molekularnich orbitalech (Halliwell
& Gutteridge, 1999; Chiumiento & Bruschi 2009). Neparovy elektron, ktery obsahuji volné
radikaly, jim dodava zna¢nou miru reaktivity. Je schopny vazat se na jiné radikaly nebo odebrat
elektron z okolnich molekul, a tim dokonéi ptvodni parovani elektronu. Molekuly, kterym
chybi elektron, se stavaji nestabilnimi a hledaji dalsi elektron, takze se samy zméni na volné
radikaly a spusti domino efekt nestability. Mechanismus je nezvratnym zpisobem zodpovédny
za poskozeni bunécnych struktur (Chiumiento & Bruschi 2009). U zivocichti jsou volné
radikaly ¢asto dovozeny od molekul kysliku, dusiku nebo siry. Volné radikaly tohoto typu jsou
soucasti skupin molekul nazyvanych reaktivni formy kysliku (ROS), reaktivni formy dusiku
(RNS) a reaktivni formy siry (RSS) (Vajragupta et al. 2004). Jednou z hlavnich t¥id radikalt
jsou radikaly odvozené od kysliku (Miller et al. 1990). Produkované reaktivni formy kysliku
jsou piedevsim superoxidovy aniont, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal a singletovy kyslik
(Vajragupta et al. 2004; Assady et al. 2011). VSechny buiky v téle jsou chronicky vystavené
pusobeni oxidantu z exogennich a endogennich zdroji, ale builky jsou vybaveny u¢innym
antioxida¢nim systémem (Mayne 2003). Organismus, ktery si vybudoval obranné mechanismy,
dokéze efektivné volné radikaly zhasSet. Jedna se pfedevsim o antioxida¢ni enzymy (Fridovich
1995).

Mitochondrie jsou za fyziologickych podminek hlavnim zdrojem vzniku kyslikovych
radikald (Fridovich 1995). Dal§im vyznamnym zdrojem ROS jsou buniky imunitniho systému.
Ptedevsim se jednd o slozku nespecifické imunity. Imunitni buiiky obsahuji enzymy, které
dokézou transformovat O2 na superoxid pomoci naptiklad NADPH-oxidazy. Reaktivni formy
kysliku poté buitka vyuzije pro boj s infekénimi agens. Tento proces je také znamy jako
respiracni vzplanuti (Chiumiento & Bruschi 2009).

3.2 Antioxidanty

Antioxidanty jsou slou€eniny, které se u€inné podileji na odvadéni volnych radikali a
na potlaceni reaktivnich forem kysliku. Bariery vytvotrené antioxidanty jsou Siroce rozsifeny, a
antioxidanty jsou tazeny superoxid dismutaza (SOD), glutationperoxidaza (GPx), a katalaza
(CAT). Pro tplnost zminime i neenzymatické faktory, které mohou fungovat jako antioxidanty.
Jedna se 0 redukovany glutation, vitamin C, vitamin E, -karoten, celuroplastin a bilirubin
(Assady et al. 2011).

Antioxidanty neutralizuji volné radikaly tim, Ze pfijmou nebo piedaji elektron, aby
doslo k eliminaci neparového stavu radikalu. Antioxidanty mohou tedy piimo reagovat s
volnymi radikaly a eliminovat je za vzniku novych volnych radikalt. Ty jsou jiz méné reaktivni
nez radikaly, které neutralizovali (Lii et al. 2010). Mnoho antioxidantii mize pfimo reagovat
s ROS nebo indukovanymi meziprodukty (ROS) a ukoncit tak fetézovou reakci, a tim zastavit
poskozeni vyvolané ROS (DeFeudis et al. 2003). Reaktivni formy kysliku maji také uzite¢né
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bunécné funkce napiiklad redoxni signalizace. Funkce antioxidacnich systému tedy nespociva
v uplném odstranéni oxidanttl, ale udrzovani jejich optimalni irovné (Rhee 2006).

3.2.1 Supeoxid dismutaza

Superoxid dismutaza (SOD) je jednim z nevyznamnéjSich antioxida¢nich enzymi
(Matoskova et al. 2014; Younus 2018). Jedna se o skupinu metaloenzymu a nachazi se u vSech
zivych organismil. SOD tvofi prvni linii obrany pted poskozenim zpisobenymi ROS (Younus
2018). Podili se na odstranéni nadbyte¢ného superoxidového radikalu. Deaktivace radikalu je
velmi dilezita, zejména kvili jeho mozné redukci na reaktivni hydroxylovy radikal (Racek &
Holecek 1999). Nachazi se V cytosolu, mitochondriich a také v extracelularnim prostiedi
(Chiumiento & Bruschi 2009).

Formy SOD

V sav¢€ich bunkach existuji 3 typy superoxid dismutazy. Oznacuji se SODI, SOD2 a
SOD3. Hlavni rozdily plynou z lokalizace enzymu a obsahu stopovych prvki. SODI1 je
lokalizovan v cytoplazmé, SOD2 v mitochondriich a SOD3 se nachazi v extracelularni
prostoru. Superoxid dismutaza 2 obsahuje ionty manganu a SOD1 a SOD3 obsahuje méd’ a
zinek (Fridovich 1995).

Obdobné formy superoxid dismitdzy vykazuji i vSechny eukaryotické organismy
(Henkle-Diihrsen & Kampkotter 2001).

Mechanismus piisobeni SOD

SOD katalyzuje pfeménu superoxidu na volny kyslik a peroxid vodiku, ktery mtize byt
dale rozkladan katalazou. Superoxidovy aniont ma reduk¢ni i oxidaéni vlastnosti. PFi procesu
dismutace jedna jeho molekula poskytne elektron druhé, takze se superoxid zaroven redukuje i
oxiduje. Vysledkem je kyslik a peroxid vodiku, ktery je méné reaktivni slouceninu nez
superoxid.

Chemicka rovnice: 20, + 2H* — Oz + H.0: (Matoskova et al. 2014)

Superoxid dismutaza muze mit i prooxidacni Géinek, protoze disociace O2°~ produkuje
H-0: a ten je pro buiiky toxicky. Kvili odstranéni nebezpec¢ného peroxidu vodiku je nezbytna
ptitomnost dalSich antioxida¢nich systémi, jako jsou enzymy CAT a GPx (Nordmann &
Ribiére 1991).

3.2.2 Glutation transferaza, glutation peroxidaza a katalasa

Dalsim vyznamnym enzymem je Katalasa ktera, degraduje peroxid vodiku vznikly
pomoci SOD na vodu a kyslik. Enzym je indukovén jen pfi vysokém mnoZstvim peroxidu
vodiku (Chiumiento & Bruschi 2009). Glutation (GSH) je za béznych podminek lokalizovan
V jadfe, mitochondriich a endoplazmatickém retikulu. GSH se miizeme také nalézt v kovalentni
vazb¢ s proteiny, kde reguluji jejich funkce, nebo ptisobi jako koenzym pii antioxida¢nich
procesech. Dal§im vyznamnym pisobenim je vychytavani volnych radikala a tvorba substratu
pro GPx a GST (Pompella et al. 2003).

Vsechny formy glutation transferazy (GST) maji za funkci metabolizace produkta
pochazejicich z oxidativniho stresu, detoxikace xenobiotickych latek (Hayes et al. 2005).
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Funkce glutation peroxidazy je redukce toxickych organickych peroxidd, které jsou
produkované béhem peroxidace lipidi. Produkty peroxidace lipidd jsou pro bunku velmi
toxické (Pastore et al. 2003).

3.3 Charakteristika tasemnic

Vsechny prozatim nam znamé druhy tasemnic parazituji u vSech skupin obratlovci a az
na vyjimky maji tasemnice vice hostitelsky cyklus. Pohlavné dospéli parazité jsou lokalizovani
v riznych oddilech traviciho traktu obratlovcd. U Tasemnic je mozné anatomicky urdit tii
hlavni ¢asti téla: skolex, kréek a segmentovana strombila. Skolex neboli ,,hlavicka* je mistem,
kde jsou lokalizované prichytné organy. U tasemnic se jedna o rizné druhy kruhovych ptisavek,
botrii nebo rostelum s hacky. Podporu pfichyceni tasemnice v travicim traktu mohou
podporovat také vymésky skolexovych zlaz nebo mikrotrichy (Castro 1996).

3.3.1 Morfologie a fyziologie

Ttid¢ Cestoda obecné chybi zazivaci trakt, kvili této skute€nosti musi piijimat veSkeré
ziviny pres tegument. Jedna se o rozhrani mezi vnéj$im prostiedim a tasemnici. Tegumentem
musi prochazet veskeré rozpusténé latky z vnéjSiho prostiedi, ale také zajistuje odvod
odpadnich produktd. Jedna se o pienos iontt a plynt (Threadgold & Robinson 1984; Pappas
2000). Povrch tasemnic je kryty znacnym pocCtem mikrotrich, které jsou patrné pod
elektronovym mikroskopem. Existuji zfetelné rozdily ve tvaru, velikosti a hustoté¢ mikrotrich
v riznych fazich zivotniho cyklu, mezi druhy tasemnic nebo i regionalni vykyvy. Mikrotrichy
jsou morfologicky podobné sam¢im mikroklkam, je zde tedy predpoklad, Ze maji i stejny ucel,
a to zvétsit povrch pro piijem zivin (Threadgold & Robinson 1984).

3.3.2 Hymenolepis diminuta (Rudolphi 1819)

Hymenolepis diminta je kosmopolitné rozsiteny druh (Tena et al. 1998). Dospély
jedinec dosahuje délky od 10 az po 60 cm a $itky 3-5 mm. Na skolexu se nachazi ¢tyfi piisavky
kruhovitého tvaru. Mezi ptisavkami je centralné lokalizované rostelum bez hacka (Tanowitz et
al. 2001). Na skolex ptimo naseda kréek, ktery slouzi jako riistova zona tasemnice. Strobila
tedy vznika postupnym rustem krcku (Bolla & Roberts 1971). Strobila je tvofena stovkami a
tisici segmentu, které se nazyvaji proglotidy. Kvili postupnému rustu od kr¢ku mizeme fict,
Ze ¢im jsou proglotidy starsi, tim dale budou od rtstové zony. Proglotidy jsou zaroven mistem
uloZeni rozmnozovacich organti obou pohlavi. Nezralé segmenty obsahuji zaklady pro pohlavni
organy. Postupnym ristem dochazi k dozravani ¢lankl a jejich oplozeni. V dorzalni Casti
tasemnice se nachazi proglotidy s rozsifenou délohou, aby mohla pojmout oplozena embrya.
Ostatni reprodukéni organy potupné degeneruji (Rozario & Newmark 2015).
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Obrazek 1. Popis téla tasemnice Hymenolepis diminuta (Rozario & Newmark 2015)

3.3.3 Zivotni cyklus

H. diminuta potiebuje ke svému vyvoji mezihostitele, kterymi jsou v pfirozeném
prostiedi rizné druhy hmyzu. V laboratornich podminkach se nejhojnéji vyuZziva rod
Tenebrio a Tribolium (Shostak 2014) Finalnim hostitelem Hymenolepis diminuta jsou
rizné druhy hlodavcl. Vyvoj tasemnice ve findlnim hostiteli ma typicky pribéh
Jakmile jsou ploglodity oplozené a zralé, dochéazi k odSkrceni gravidni casti, kterd
posléze odchazi se stolici (Rozario & Newmark 2015). Onkosféry, které opousténi télo
findlniho hostitele, musi byt pozfeny vhodnym mezihostitelem. Ve stfevech hmyzu se
onkosféra vylihne a ptechazi do hemocoelu, kde rychle dospiva v cysticerkoid (Hurd
et al. 2001). Infekéni cysticerkoidy mohou v téle hmyzu zistat po cely zivot
infikovaného jedince. Po pozieni finalnim hostitelem se cysticerkoid dostane do
zaludku, kde prob&hne excitace do juvenilni tasemnice. Cerstvé vylihlé tasemnice maji
skolex a krétké télo bez strobili (Rothma 1959). Juvenilni jedinec se usazuje v tenkém
stfevé pomoci piisavek, kde zlstava do reprodukéni dospélosti. Tasemnice dosahuje
sexualni dospélosti za 2-3 tydny a zlstava reprodukéné aktivni po cely Zivot hostitele
(Rozario & Newmark 2015).
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Obrazek 2. Schéma vyvojového cyklu Hymenolepis diminuta
(Rozario & Newmark 2015).

3.3.4 Hymenopidoza

Infekce parazitem Hymenolepis diminuta je u finalnich hostitelt prevazné
povazovana za bez priznakovou (McKay et al. 1990; Kapczuk et al. 2018). Ovsem vyvolava
fadu zmén v tenkém stievé napiiklad vyssim pocet poharkovych bunék (McKay et al. 1990).
Parazit je povazovan ze neinvazivniho kvili jiz vySe zminéné absenci rostralnich hacka,
kterymi by mohl naruSovat povrch stieva hostitele. Ale mize svymi metabolity ovliviiovat
béZné fungovani traviciho traktu napt. vyssi sekrece slin, inhibice sekre¢ni aktivity Zaludku a
také zvysena aktivita trypsinu v duodenu (Fal & Czaplicka 1991).

Pfi chronické fazi nakazy dochazi v misté napadeni ke snizeni stfevnich klukd a na
nékterych mistech Gplnému vymizeni. Byl zaznamenam také zanétlivy otok tenkého stfeva a
zvysena lymfaticka aktivita (Fal & Czaplicka 1991; Goswami et al. 2011). Zanétliva reakce
tenkého stieva vede k oxida¢nimu stresu u finalniho hostitele (Shin et al. 2009).

Jednim z hlavnich leukocytd hostitelské obrany jsou eozinofily, které se nachazeji ve
tkanich sliznic obratlovced (Wynn et al. 2004). Zptsobuji vylucovani reaktivnich forem kysliku.
Interakce mezi parazitem a hostitelem také zalezi na imunitni odpovédi hostitele. V nékterych
ptipadech dochazi k nepfimétené reakci hostitele na parazita, ktera postupné vede k degradaci
jeho vlastnich tkani (Hadas & Derda 2014) Infekce zpisobena parazitem aktivuje v hostiteli
specifickou 1 nespecifickou imunitni odpovéd’. Specifickd ¢ast imunitniho systému zahrnuje
humoralni i buné¢nou slozku (Shin et al. 2009).
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3.4 Hostitelsko-paraziticka interakce

Parazit, jakym je napf. H. diminuta, zptisobuje hostiteli dlouhodobé infekce. EXistuje
nékolik moznych mechanismu, kterym dokaze parazit piezit v hostiteli po znacné dlouhou
dobu. Jednim znich jsou jejich antioxidacni enzymy, které mohou slouzit jako obranné
mechanismy proti hostitelskym kyslikovym radikalam (Skrzycki et al. 2011). Reaktivni formy
kysliku (ROS) jsou produkovany hostitelskym organismem a zprosttedkovavaji interakci mezi
parazitem a hostitelem (Dzik 2006). Parazitarni infekce muze v hostiteli vyvolat imunitni
odpovéd’ aktivaci eozinofilt, bazofili, makrofagi, neutrofilt, uvolnéni cytokynu a produkci
protilatek IgE. VySe zminéné leukocyty obsahuji enzymy, které produkuji ROS pro boj
s infek¢énimi agens. Jednim z enzymt NADPH-oxidaza fagocytu, ktera katalyzuje preménu O:
Vv reaktivni formu kysliku. Takto pfeménény O: je jiz schopny napadat infekéni agens
(Chiumiento & Bruschi 2009). Volné radikaly mohou zapficinit vylouceni parazita také
nepiimo, poskozenim bungk stfeva, a tim zptsobi zménu vnitiniho prostiedi (Niwa & Miyazato
1996).

Ackoliv je infekce Hymenolepis diminuta obvykle vnimana jako bez ptiznakova,
vyvolava fadu zmén ve stfevé hostitele. Experimentalné se podafilo zjistit, ze hymenolepioza
je doprovazena zvysenym LPO (produkty peroxidace lipidi) zmény aktivity antioxida¢nich
enzymu a zména hladiny GSH (glutation) v gastrointestinalnim traktu. Existuje tedy
predpoklad snizeni u¢innosti ochrany stiev pied oxida¢nim stresem vyvolanym pfitomnosti
parazita. Nerovnovaha mezi oxida¢nim a antioxidacnimi procesy mize hrat hlavni roly
V patologii zpuisobené parazitozou napiiklad zména transportu iontd V epitelu nebo
morfologické zmény gastrointestinalniho traktu potkant (Kosik-Bogacka et al. 2011).

3.4.1 Antioxida¢ni enzymy produkované parazitem

Vyluéovani antioxida¢nich enzymu chrani parazita pred reaktivnimi formami kysliku
vznikajicimi z hostitelskych fagocytd, které jsou stimulované infekci (Dzik 2006).
Gastrointestinalni parazité jsou citlivi na oxidativni stres, protoZe dospé€la stadia se vyskytuji
v prostiedi chudém na kyslik (Olson et al. 2001).

Tasemnice se vyvinuly podobné jako jini plosi ¢ervy z volné Zijicich organismii (Olson
et al. 2001). Cestoda a pievazna vétSina parazitti produkuje superoxid dismutazu, jedna se o
typicky znak fakultativnich anaerobti (Docampo 1995).

Parazité nejbéznéji vylucuji superoxid dismutazu, glutation peroxidazu a katalazu (Dzik
2006). Produkce enzymi zabranuje piimé interakci mezi ROS a povrchem parazita, tim se
zamezi produkci lipidovych peroxidu, Které by jinak produkovaly cytotoxické karbonyly. Jedna
se 0 molekuly napadajici bunéénou strukturu parazita, které maji za nasledek jeho smrt
(Chiumiento & Bruschi 2009).

Podle Skrzycki et al. (2011) je enzymaticky nejproduktivnéjsi predni ¢ast tasemnice.
Kranidlni ¢ast tasemnice je nevice vystavena plisobeni obrannych mechanismi hostitele, kviili
pfimému kontaktu skolexu se stievem hostitele. Medidnni ¢ast tasemnice jiz neni tak
enzymaticky aktivni. Divodem niZzsi aktivity je pravdépodobné vzdalenost tasemnice od mista
styku se stfevni sténou, naptiklad aktivita SOD je zde az dvakrat nizsi nez u skolexu. Kaudalni
¢ast tasemnice je enzymaticky aktivnéj$i nez medidnni Usek, ovSem nepifevySuje produkci
ptedni usek tasemnice (Skrzycki et al. 2011).
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Superoxid dismutaza (SOD) katalizuje jak jiz bylo Vv praci zminéno, dismutaci
superoxidovych radikalti na peroxid vodiku a kyslik. Enzymaticka aktivita SOD je u H.
diminuta zna¢né vysoka (Skrzycki et al. 2011). Nejvyssi naméfena hodnota byla u nezralych
progloditu (Czeczot et al. 2013).

Katalaza (CAT) katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na molekularni kyslik a vodu. CAT
je umisténa v peroxisomech a v cytosolu (Henkle-Diihrsen & Kampkotter 2001). Aktivita
katalazy je u Hymenolepis dimunuta velmi nizka. Pfi pokusném méfeni byla na hranici detekce,
a to ve vSech Castech tasemnice (Skrzycki et al. 2011). Nejnizsi zaznamenané koncentrace byli
lokalizovany u hermafroditickych proglotidu a gravidni délohy (Czeczot et al. 2013). Néekteré
parazitické druhy postradaji katalazu Gplné (Henkle-Diihrsen & Kampkétter 2001).

Glutation peroxidaza je enzym, ktery katalyzuje redukci peroxidu vodiku a alkyl
hydroxiperoxidy oxidaci glutationu (GSH) (Henkle-Diihrsen & Kampkotter 2001). Produkce
antioxida¢nich enzymu se mtize ménit v prib&hu Zivota parazita (Skrzycki et al. 2011).

3.5 Vylucované enzymy u dalSich druhii paraziti

Parazité, kteti Se vyznaCuji vysokou antioxida¢ni aktivitou mohou V hostiteli
zpisobovat dlouhodobé infekce. Kazdy druh parazita vylucuje jiné mnozstvi antioxidacnich
enzymi (Smith & Bryant 1989).

V obecném metitku jsou helminté dobie vybaveni riznymi druhy antioxidacnich
enzymu (Czeczot et al. 2012). Skupiny parazitd se od sebe lisi mnozstvim vyprodukovanych
enzymil, napiiklad motolice Fasciola hepatica a Schistosoma mansoni. Oba druhy produkuji
dvé formy SOD, cytosolické a extracelularni. Také produkuji glutation transferdzu a
peroxiredoxin, ale pro dospéla stadia Schistosoma mansoni je charakteristicka nizka produkce
glutation peroxidazy (Mkoji et al. 1988).

V obecném méfitku produkuji hlistice nejvice superoxid dismutazu, katalazu, glutation
peroxidazu a transferazu (Czeczot et al. 2012). Ve studii Smith & Bryant (1989) byli hodnoceny
dva druhy paraziticky stfevnich hlistd. Dospéli jedinci Nippostrongylus brasiliensis byli
vylouceni ze stieva hostitele do 10-12 dni po infekci. Zatim co Nematospiroides dubius
(Heligmosomoides polygyrus bakeri) pietrvali v travicim taktu hostitele nékolik mésict.
Vysledek studie prokazal Zze N. dubius produkuje dvojnasobné mnozstvi SOD a az ¢tyinasobné
mnozstvi katalazy a glutationreduktazy nez N. brasiliensis (Smith & Bryant 1989). Pro
svalovce (Trichinella) je nejvyznamnéjsi enzymem superoxid dismutaza, dal$im vyznamnym
enzymem je glutation transferazu (Czeczot et al. 2012).

Produkce enzymu je také ovlivnéna stupném vyvoje parazita v hostiteli, od larvalnich
stadii po dospélce. Kazdy vyvojovy stupefi ma jinou enzymatickou aktivitu. Pti stadiu invaze
je ptevazné sledovéana vyssi produkce enzymu (Dzik 2006).
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3.6 Xenobiotika

Xenobitika jsou definovana jako latky bez fyziologické hodnoty nebo latky toxické. Pro
parazitické organismy zahrnuji xenobiotika sekundarni rostlinné metabolity z potravy hostitele,
slozky imunitni odpovédi hostitele nebo latky znecistujici zivotni prostredi (Precious & Barrett
1989). Zvirata metabolizuji xenobiotika ve dvou fazich. Prvni faze zavadi hydrolytické,
redukéni a oxidaéni reakce do organické molekuly pomoci reaktivnich skupin -OH, -SH, CO:H,
-NH:. Druha faze spocivd ve spojeni produkti z reakci prvni fadze S nizkomolekularnimi
slou¢eninami napf. glutation, sacharidy, aminokyseliny (Patrick 2006).

H. diminuta jsou schopné v prvni fazi hydrolytickych a redukénich reakei. Ale jako i u
jinych helmintt, chybi i H. diminuta oxida¢ni detoxikace (Munir & Barrett 1985).

3.6.1 Olovo

Olovo je jednim z fady béznych kontaminantti zivotniho prostiedi (Ercal et al. 2001).
Vzhledem k jeho biologicky nerozlozitelné povaze a nepietrzitému pouzivani v pramyslu se
jeho koncentrace hromadi v Zivotnim prostiedi se zvySujicimi se riziky. Ve vyspélych zemich
je pouzivani olova do jisté miry kontrolovano, ale v rozvojovych zemi se olovo poziva stale ve
vysoké mite (Wani et al.2015). Jedna se o latku, ktera je v prostiedi velmi perzistentni. Stejné
jako ostatni, v prostfedi stalé kontaminanty napf. rtut’, arsen nebo kadmium i olovo zpisobuje
poskozeni bunék a jejich nukleovych kyselin (Ercal et al. 2001). Olovo je vysoce jedovaty kov,
ktery ptsobi témér na kazdy organ v téle (Wani et al. 2015).

3.6.2 Pisobeni olova na Zivy organismus

Vnik olova do organismu probiha nejcastéji vdechnutim nebo pies gastrointestinalni
trakt (GIT). U inhalovaného olova je vstiebano do krve 30-40 % z celkového vdechnutého
objemu xenobiotik (Pb) (Phillip & Gerson 1994). Pii vstiebavani Pb v GIT neni efekt tak
zfejmy, zéalezi na vyzivném stavu a véku jedince. ZhorSenou absorpci olova ve stievé muze
podporovat dostatek zeleza (Ziegler et al. 1978). Také zvySeny piijem vapniku u potkani vedl
ke snizené absorpci olova ve stievé (Bogden et al. 1992).

Toxicita olova vede k poskozeni tkani volnymi radikaly dvéma samostatnymi, ale spolu
navzajem souvisejicimi cestami. Prvni je tvorba ROS (singletovy kyslik, hydroperoxidy,
peroxid vodiku atd.), a druha cesta spodiva v piimém vycerpani antioxidacnich rezerv.
Mechanismus pusobeni toxickych kovl na organismus tedy spociva v produkci volnych
radikald a snizené dostupnosti antioxida¢nich enzymatickych rezerv (Ercal et al. 2001; Vaziri
et al. 2001; Patrick 2006).

Glutation je molekula na bazi cysteinu, kterou produkuji lymfocyty. Pusobi jako
dilezity antioxidant. Konjugaci glutationu v jatrech je odpovédny za detoxikaci uréitych 1é¢iv
a toxinu (Meister & Anderson 1983).

Nekteré antioxidanty napt. vitamin C, B6, E a metionin, selen nebo zinek snizuji
poskozeni bun¢k zptisobené reaktivnimi formami kysliku (Patrick 2006). U lidi bylo prokazano,
ze olovo zplsobuje zvyseni, ale 1 sniZeni hladin antioxida¢nich enzymu superoxid dismutéazy,
katalazy, glutation peroxidazy v krvi. Vysledkem studie bylo, ze pfi niz$ich Grovnich expozice
olovem dochazelo k narustu produkce antioxidacnich enzymu. Pfi vysoké expozici Pb
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v nékterych ptipadech dochazelo ke snizené expozici enzymu (Han et al. 2005). Studie byla
ovSem provedena u lidi, ktefi nebyli napadeni parazity a jedna se tedy o pfipadny vliv na
findlniho hostitele.

3.6.3 Parazité a olovo

Nedavné studie poukazaly na schopnost H. diminuta bioakumulovat toxické prvky napt.
olovo. U pokusnych zvifat byla zjisténa vyss$i koncentrace Pb v parazitech nez ve tkanich
hostitele (Sures & Siddall 1999; Sures et al. 2002; Jankovska 2009). Mistem absorpce Pb pii
peroralnim poziti je tenké stievo. Stejnou lokalizaci maji i parazité H. diminuta, je tady mozna
interakce parazita s Pb v duodenu. Lokalizace ve stejném mist¢ mize zpisobit rozdilnou
akumulaci Pb v organech hostitele (Cadkova et al. 2014).

Olovo je v téle hostitele schopno z GIT prochazet epitelialni membranou paracelularni
difuzi a vstupovat do krevniho fecisté. V krevnim feciSti se vaze na membranu erytrocytil a je
transportovano ob&hovym systémem do riznych organi v téle. lonty olova jsou pfedavany
z GIT a portalnim ob&hem se dostavaji do jater. Zde je vétSina Pb odstranéna z krve a je
vylu¢ovana do stfeva zlu¢i. Se steroidy obsazenymi ve Zluci tvofi s ionty tézkych kovi
organokovové komplexy, které odchazeji zZlucovodem do tenkého streva (Sures & Siddall
1999). Olovo vazané na zlu¢ muze byt nasledné absorbovano tasemnicemi. Tasemnice dokaze
absorbovat olovo vazané na zlu¢ pomoci svého tegumentu. Povrch tasemnic (tegument) je
ekvivalentni k povrchu stievni sliznice obratlovct (Starling 1975). Dalsi moznou cestou je
zpdtné vstieba sliznici nebo vyloudeni se stolici hostitele. ZIu¢ mize mit vyznamnou roli
v akumulaci a absorpci olova u parazitd (Sures et al. 1998).

Olovo je jednim z nejcastéji se vyskytujicich tézkych kovili a miize mit vliv na organové
soustavy, predevsim na nervovy, vyluCovaci a ob&hovy systém (ATSDR 2007). Tézké kovy
maji tendenci k akumulaci v zivych organismech (Alrikaby et al. 2020).

Pfi pokusu ovétujicim akumulaci olova v hostiteli byli naméfeny vysoké koncentrace
akumulovaného xenobiotika (Pb) po peroralnim podavani kontaminantu, kdy byla vétSina
pouzité¢ davky detekovana v kostech a ledvinach. Jednalo se ovSem o pokusna zvifata, ktera
nebyla vystavena nakaze helminty. Pokusna zvifata, ktera jiz byla experimentalné napadena
helminty, vykazovala pii nizkych davkach olova odlisna mista s nejvyssi akumulaci. Vysoké
koncentrace byly naméfeny ve svalech a sténé stieva (Cadkova et al. 2014). Dle nékterych studii
maji stftevni parazité schopnost zabranit vstiebavani toxickych latek sttevni sliznici (Jankovska
etal. 2012) Studie Cadkova et al. (2014) toto tvrzeni neprokéazala a samotna piitomnost parazita
nezabrani Pb kumulaci v hostitelském organismu.

3.7 Metody kultivace paraziti

Techniky kultivace parazitd tvoii podstatnou ¢ast moderniho studia paraziti. Kultivace
in vitro a in vivo umoznuje dynamicky studovat jejich fyziologii, chovani a metabolismus, také
je mozné monitorovat a analyzovat povahu antigennich molekul ve vylu¢ovacich a sekre¢nich
pochodech. Kultivace parazita (in vitro) je slozity proces a je dulezité mit znac¢ny ptehled
v moZznych mikrobiologickych kulturdch. Rlzni parazit¢ totiz vyzaduji rGzné kultivacni
podminky naptiklad ziviny nebo teplota (Ahmed 2014).

Hymenolepis diminuta je v experimentalni parazitologii jeden z nejcastéji pouzivanych
druht (Sulimaetal. 2018). Ve srovnani s jinymi druhy tasemnic je H. diminuta pomérné snadno
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kultivovatelna v laboratornich hlodavcich a mize byt vhodna pro studie zalozené na modernich
molekularnich technikach (Rozario & Newmark 2015). Vyhody pouziti tasemnice krysi jako
modelového druhu V laboratornich testech patii nizka patogenita pro findlniho hostitele a
chybgjici autoinfekce (McKay 2010).

Ke kultivaci parazitii 1ze pouzit ti1 typy kultiva¢nich medii. Xenicka kultura se pouziva
pii primarnim rustu parazita. Jedna se o kulturu obsahujici neznadmou mikrobiotou napiiklad
vzorky stolice. Dalsi kulturou je monoxenicka. Parazité jsou v tomto piipadé kultivovani
S jedno zndmou bakterii. Tuto metodu Ize pouzit pro primarni rast ale také jako ptechodnou
fazi. Tteti pouzivanym typem je axenickd kultura. Jednd se o Cistou kulturu bez pfidanych
bakterii nebo jinych metabolickych bunék. Pouziva se hlavné jako izola¢ni medium pro
parazity, ale Ize jej vyuZit i pro primarni rust (Garcia 2002).
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4 Material a metodika

4.1 Material
Chemikalie

Flotaéni roztok o hustoté 1,28 g/cm?®, Fyziologicky roztok, 70% ethanol, anestetika
(ketamin), analgetika (xylazin) Hydrogenuhli¢itan sodny, Kultivaéni médium (EMEM s 10 %
FBS, 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného, 1 % pyruvatu sodného, 1 % neesencidlnich
aminokyselin, 1 % penicilinu, streptomycinu), dd H20, chloroform, tekuty dusik
Material
Automaticka pipeta, Zkumavky Falcon, Centrifuga, Boxy E4 o rozmérech 1730 cm?,
Zkumavka Eppendorf, Sitko o velikosti ok 0,5 mm, CO: inkubator, Hmozdif s tlou¢kem,
Mikroskop, Laboratorni nddobi (Petriho misky, kédinky, kultiva¢ni 14hve)
Biologicky material
Laboratorni potkan (Rattus norvegicus), Potemnik mouény (Tenebrio molitor), Tasemnice
krysi (Hymenolepis diminta), Burky stfevniho epitelu potkana (IEC-4, IEC-6)

4.2 Metodika

4.2.1 Biologicky material

Finalnim hostitelem byl zvolen laboratorni potkan (Rattus norvegicus) kmen Wistar,
k pokusu byl pouzit jeden jedinec saméiho pohlavi. Modelovym mezihostitelem byl v pokusu
pouzit Potemnik mouény (Tenebrio molitor). Jednalo se o jednoho az dva jedince, ze kterych
bylo ziskano pftiblizné 15 kust cysticerkoidi, které byly pouzity K infekci finalniho hostitele.
Paraziti ziskani pro pokus z hostitelského organismu byly tasemnice krysi (Hymenolepis
diminuta). Presné&ji bylo ziskano 8 dospélych jedinct, kteti byli dale pouziti a umisténi do
Petriho misek za ptitomnosti bun¢k stievniho epitelu potkana (IEC-4, IEC-6) a kultivacniho
média.
Chov pokusnych zviiat

Pro pokus byli potkani chovani ve standardnich boxech E4 o rozmérech 1730 cm2.
Zyvitata byla v boxech umisténa po dvou nebo po tfech kusech. Pti optimalni teploté 22C°+2C°
a 50% vlhkosti. Potkani byli ziskani od komeréniho dodavatele (firma Velaz s.r.0). Zakoupeni
hlodavci méli hmotnost 200 g, ktera je vhodna pro manipulaci. Pokusna zvifata byla napajena
a krmena ad libitum komeréné vyrabénym krmivem ST-1. S ob¢asnym podanim ovoce,
zeleniny nebo tvrdého peciva.

Brouci byli ziskdni z experimentalniho chovu Katedry zoologie a rybarstvi. Hmyz byl
chovan v platovych dobte vétratelnych nadobach. Potemnikim bylo podavano krmivo
ad libitum ve forme obilného Srotu obohaceného o kvasnice.

23



Ziskani biologického materialu

Pro ziskani dospé€lych tasemnic bylo zapotiebi nejprve infikovat mezihostitele. V nasem
ptipad¢ se jednalo o brouka druhu Tenebrio molitor.

Infekce brouku byla zajisténa podanim potkanich vykald, které obsahovaly infekéni
onkosféry. Piitomnost infek¢nich vajic¢ek v trusu byla pfedem ovétena pod mikroskopem. Trus
byl u broukiim ponechan a vyvoj cysticerkoidi probihal v inkubatoru pii 29 °C 12 dni. Po
uplynuti 12 dnti bylo mozné jiz piredpokladat vyskyt cysticerkoidt v t€lni dutiné brouk.

Byla tedy provedena dekapitace jedinci s naslednym odstranénim krovek a kiidel.
Torzo hmyzu bylo poté vypitvano a obsah tél byl smichan s cca 0,5 ml fyziologického roztoku
v Petriho misce. Smés byla nanesena na podlozni sklicko a vloZena do mikroskopu, kde bylo
mozné pozorovat zna¢né mnozstvi cysticerkoidi. Z Petriho misek nasledoval pfenos smési
plastovou pipetou do mikrozkumavky (typ Eppendorf). Cysticerkoidy s fyziologickym
roztokem byly pomoci automatické pipety podany potkantim do tstni dutiny.

Pro ovéfteni, jestli infekce potkanii byla uspésna, byl pozit nasledujici postup. 21 dni po
infekci byly potkantim odebrany vykaly. Vzorek byl rozmélnén v destilované vod¢ a piecedény
sitkem o velikosti ok 0,5 mm. Do zkumavky jsme piemistili pfecedénou tekutinu, ktera byla
nasledné vlozena do centrifugy na 5 min a stacena pii rychlosti 1500 RPM. Po dokonceni
centrifugace byl odstranén supernatatnt, nahrazen flota¢nim roztokem o hustoté 1,28 g/cm®a
cely obsah zkumavky byl dikladné promichan. Nasledné byla zkumavka flota¢nim roztokem
doplnéna po okraj (pozitivni meniskus), ptekryta krycim sklickem a opétovné centrifugovana
pii 1200 RPM po dobu 3 min. Po dokon¢eni centrifugace bylo skli¢ko sejmuto a umisténo pod
mikroskop. Prokazanim uspésné infekce bylo mozné piejit k izolaci tasemnic. Pitva prob&hla
tii tydny po prokazani infekce. Prodleva mezi prokazanim infekce a pitvou byla naplanovana
tak, aby byla co nejvyssi pravdépodobnost osazeni traviciho traktu plné vyvinutymi
tasemnicemi.

4.2.2 lzolace tasemnice Hymenolepis diminuta

Pokusné zvite bylo uvedeno do sedace inhalaci chloroformu. Nasledné po tvodu do
anestezie byla aplikovana anestetika (ketamin) a analgetika (xylazin) v injek¢ni formé. Poté
byla oteviena hrudni dutina a provedena dislokace aorty. Nasledovalo rychlé vykrveni zvitete.
Pomoci chirurgickych nizek se zpfistupnila bfiSni dutina a probé¢hla izolace stieva. Z tenkého
stteva byly vybaveny zivé tasemnice. Parazité po ditkladném oplachnuti od zbytkl traveniny
byli na transport umisténi do fyziologického roztoku o teploté 37 °C.

o N4

4.2.3 Stanoveni produkce SOD na bunéé¢né linii

Kultivace bunééné linie

Pro testovani byla pouzita bunééna linie kolorektalniho karcinomu Caco-2 (ATCC; HTB-
37). Tyto linie byly kultivovany v EMEM s 10 % FBS, 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného, 1 %
pyruvétu sodného, 1 % neesencidlnich aminokyselin, 1 % penicilinu a streptomycinu.

Bunécna linie byla kultivovana v kultivacnich lahvich pfiblizné 7 dni, béhem nichz
dochazelo k vyméné média za Cerstvé. Po 6 dnech, kdy byla dosazeno 90 % konfluence, byla
bunécna vrstva promyta pomoci PBS. Po odstranéni PBS bylo pfidano 5 ml trypsinu na dobu
tfi minut. Po této dobé bylo k suspenzi ptidano 5 ml média. Cely tento obsah byl pfeveden do
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centrifugaéni zkumavky a tocen po dobu 10 minut pfi 150x g. Neutralizovany trypsin byl
nasledné odstranén a nahrazen cerstvym médiem, ve kterém byly buniky rozfedény. Bunécna
suspenze v poméru 1:10 byla pfidana do nové kultivacni ldhve s Cerstvym mediem a umisténa
do CO2 kultivaéniho boxu s teplotou 37 °C.

Zbytek bunécéné linie byl nasledné nafedén na poZadované koncentrace pro zaloZeni
Petrino misek. Do Petriho misek o priméru 12 cm bylo pfidano 10 ml bunééné suspenze
v kompletnim EMEM mediu o koncentraci bungk 1x10%ml. Pipravena Petriho miska je
umisténa na inkubaci do CO: inkubatoru na 24 hodin, kdy dosdahne 80 % konfuecence vhodné
pro dalsi testovani.

Produkce SOD na buné¢éné linii

Po 24 h je odstranéné staré medium a nahrazeno cerstvym kompletnim mediem
obohacenym o cystein v koncentraci 4,5g/l. Nasledné byl do Petriho misky ptidan 1ml vzorku
vodného roztoku dusi¢nanu olovnatého 0 koncentraci 19,5 mgPb/ml a nasledné pfidana predem
uréena ¢ast tasemnice nebo piipadné cely parazit. Obdobny postup, ale bez ptidané¢ho dusi¢nanu
olovnatého, byl uskuteénén na vzorcich bunécné linie. Takto piipravené Petriho misky jsou
znovu umistény do CO: inkubatoru a jsou zde ponechany 24 hodin (obrazek 5.). Po uplynuti
inkubaéni doby je tasemnice okamzit¢ vyjmuta a zamrazena v tekutém dusikti pro dalsi
testovani. Ze zbylého media byla stanovena produkce SOD.

Obrazek 5. Vzorky tasemnic po 24hodinové kultivaci. Autor: Ivo Doskodil.
V experimentu bylo pouzito 14 vzorki. Z celkového poctu vzorku bylo 7 bez pfitomnosti olova
a stejny pocet zbylych vzorku byl obohacen o kontaminant.
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Stanoveni aktivity SOD

Stanoveni SOD probéhlo pomoci dostupného komeréniho kitu (ab65354)
(vyrobce:Abcam) pro stanoveni koncentrace SOD. Odebrané medium bylo centrifugovano pfi
14 000 x g po dobu 5 minut a nasledné byl odebrany supernatant ulozen na ledu do dalsiho
pouziti. Do desticky byly postupné pridavany jednotlivé roztoky z Kitu, nejdiive bylo piidano
20 ul vzorki nasledné roztok WST (200 pl) a 20 ul pracovniho roztoku enzymu. U blanku 1
bylo misto 20 ul supernatantu ptidano 20 ul dd H2O, Blanku 2 byl pfidan vzorek ale misto 20
ul roztoku enzymu byl pfidan fedici roztok a blank 3 se lisil od blanku 1 v tom, Ze obsahoval
20 ul fediciho roztoku misto enzymu (tab. 1). Desti¢ka byla nasledné inkubovana po dobu 20
minut pii 37 °C, nasledné byla méfena opticka densita pii 450 nm pomoci Tecan Infity M200
(tecan, Svycarsko)

Tabulka 1.
Soucast Vzorek (ul) Blank (ul) Blank 2 (ul) Blank 3 (ul)
Testovany vzorek 20 0 20 0
ddH.O 0 20 0 20
Pracovni roztok WST 200 200 200 200
Pracovni roztok 20 20 0 0
enzymu
Redici roztok 0 0 20 20

Ziskana data byla vyhodnocena podle nésledujiciho vzorce:

.. L e g o/ — (Ablank1-Ablank3)—(Avzorek—A blank2)
Aktivita SOD (mira inhibice v %) = (A blank LA blank3) x 100

A= absorbance

4.3 Statistické vyhodnoceni dat

Vyhodnoceni ziskanych dat Statisticka analyza byla provedena pomoci Statistického
softwaru GraphPad Prims 9.1. Data jsou uvedena + smérodatna odchylka pruméru a rozdily
v parametrech SOD mezi jednotlivymi vzorky byli vyhodnoceny analyzou rozptylu ANOVA.
S naslednym Tukeyho testem, ktery byl pouzit pro zjisténi vyznamné od sebe se liSicich vzorkd.
Hodnota p <0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou pro vSechny statistické analyzy.
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5 Vysledky

Tato diplomova prace se zabyvala stanovenim produkce superoxid dismutazy ve vzorcich
media s tasemnici, bunék s tasemnici. Vysledné koncentrace jsou uvadény v procentech.
Cinidlo pouzité pro bun&nou proliferaci je ve vodé rozpustna tetrazoilova sl (WST-1). Ta
produkuje ve vodé rozpustné formazanové barvivo, které lze detekovat 450nm po redukci
WST-1 superoxidovymi anionty. Snizeni WST-1 je inhibovano SOD, ktera katalyzuje
dismutaci superoxidového aniontu za vzniku peroxidu vodiku a O-. Proto byla aktivita SOD
vypocitana na zaklad¢ procentualniho zpomaleni redukce WST-1 a to odrazi procentni inhibici
superoxidovych aniontt.

5.1 Vliv kultiva¢nich podminek na aktivitu SOD

Hodnoty aktivity SOD pii riznych kultiva¢nich podminkach jsou uvedeny na obrazku
3. Nejvyssich hodnot bylo dle ptedpokladti dosazeno pii kultivaci H. diminuta za piidavku jak
sttevnich bun¢k, tak xenobiotika (Pb), nicméné prikazné se aktivita SOD lisila jen mezi
variantami Buniky + cela + Pb a Medium + cela + Pb. U zbylych vzorki byla potvrzend nulova
hypotéza a nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi kultivacnimi podminkami,
viz. tabulka 3.)

SOD 20 min
80- o
=
E
D?Eu- T i %*
™=
£3
Sq 404
=0
80
£2 20-
2
u 1 I | 1
1. 2. 3. 4.

Obréazek 3. 1. bunky+celd, 2. Buitkky+celd+Pb, 3. medium+celd, 4. medium+celd+Pb. Graf
znédzornuje procentualni produkci SOD jednotlivymi vySe zndzornénymi skupinami.
*= signifikantni rozdil mezi druhy médii.
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Tabulka 2. Vysledky vyznamnosti media

Mean 95,00 % CI of Hodnota
Tukey test Diff, diff, Signifikace | p
Bunky + cela vs. Bunky + cela + Pb -9,544 | -23,66 to 4,576 | ns 0,368
Buiky + cela vs. Medium + cela -3,991 |-18,11t0 10,13 |ns 0,9939
Buiiky + cela vs. Medium + cela + Pb 6,499 -7,621t0 20,62 ns 0,8294
Buiiky + cela + Pb vs. Medium + cela 5,554 | -8,567 t0 19,67 ' ns 0,9289
Buiiky + cela + Pb vs. Medium + cela + Pb 16,04 1,923t030,16 * 0,0197
Medium + cela vs. Medium + cela + Pb 10,49 |-3,631t0 24,61 |ns 0,2561

Tabulka 2. uruje statistickou vyznamnost porovnani mezi jednotlivymi vzorky.
Hvézdickou je oznafena mira signifikace. Oznaceni ,,ns“ ukazuje na neprokazéni hladiny
vyznamnosti. U testd tedy nebyla prokazana hladina vyznamnosti (p<0,05). V tabulce 2 jsou
vzorky oznacené zkratkami. ,,Buiiky* je oznaceni pro stfevni epitel potkana (IEC-4, IEC-6).
,Cela™ je zkratkou pro tasemnice, které nebyly rozdéleny na kranidlni a kaudalni cast.
Oznacenim ,,Pb* jsou definovany vzorky s pfitomnosti olova a ,,medium* bylo oznaceno
kultivaéni medium tasemnic.

5.2 Aktivita SOD produkovana v riaznych ¢astech tasemnice

Hodnoty aktivity SOD v riznych &astech parazita jsou uvedené na obrazku 4.
Nejproduktivngéjsi byla neocekavané kaudalni ¢ast parazita s xenobiotiky (Pb) kultivovana v
médiu bez bunék. Prokazatelné se aktivita SOD lisila jen mezi variantami Medium + SK vs.
Medium + strobila. U zbylych vzorku byla potvrzena nulova hypotéza nebyl nalezen
signifikantni rozdil mezi kaudalni a kranialni ¢asti, viz tabulka 4.)

SOD 20 min

% Inhibition in 20 min.
(SOD Activity)

1. 2. 3. 4 5 6 7. &
Obrazek 4. Graf znazornuje produkci SOD jednotlivymi vySe znazornénymi skupinami.

1. Buiky+SK, 2. Bunky+strobila, 3.Buiiky+SK+Pb, 4.Buiiky+strobila+Pb, 5.Medium+SK,
6.Medium+strobila, 7.Medium+SK+Pb, 8. Medium+strobila+Pb.
*=gignifikantni rozdil mezi ¢asti tasemnice.
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Tabulka 5.Vysledky vyznamnosti ¢asti parazitl

Mean 95,00% CI of Hodnota

Tukey test Diff, diff, Signifikace | p

Bunky + SK vs. Buiky + strobila -12,79 1 -26,91to 1,327 'ns 0,0935
Buiiky + SK+ Pb vs. Buriky + strobila +Pb -10,22 |-24,34 t0 3,899 | ns 0,285

-32,13 to -

Medium + SK vs. Medium + strobila -18,01 3,889 **x 0,0076
Medium + SK+ Pb vs. Medium +strobila +

Pb -10,22 |-24,34 t0 3,901 ' ns 0,2851

Tabulka 3. hodnoti statistickou vyznamnost mezi jednotlivymi vzorky. Hvézdickou je
oznacena mira signifikace. Oznaceni ,,ns* ukazuje na neprokdzani hladiny vyznamnosti. U testii
tedy nebyla prokazana hladina vyznamnosti (p<0,05). Tabulky 3 obrazek 4 jsou oznacené
zkratkami. ,,SK* je oznaceni kranialni ¢asti tasemnice. Pro kaudalni ¢ast parazita jsme zvolili
nazev ,.strobila“. Olovo a ,,buiiky* jsou zde znaceny shodné jako v tabulce 2.
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6 Diskuze

6.1 Superoxid dismutiza

Predmétem pokusu byl vliv zplisobu kultivace na mnozstvi vyprodukované superoxid
dismutazy. V druhé ¢asti pokusu jsme se zaméfili na produkci enzymu v kaudalni a kranialni
¢asti Hymenolepis diminuta. Antioxida¢ni enzymy pfedstavuji velmi dilezity mechanismus pro
preziti paraziti v hostitelském organismu. Slouzi jako ochrana pied volnymi radikaly
uvolnénymi béhem zanétu vyvolaného imunitnim systémem hostitele (Mosser 2003).

6.1.1 Produkce SOD zavisla na kultiva¢nim mediu

Ve vysledcich nasi studie jsme pozorovali rozdily v produkci superoxid dismutazy pii
ruznych kultiva¢nich metodach. V pokusu jsme porovnali celé tasemnice, které byly umisténé
na bunkach stfevniho epitelu potkana (IEC-4, IEC-6) nebo byly umistény v kultiva¢nim mediu.
Do studie jsme také zatadili vzorky s ptidanym olovem. Olovo bylo umisténo na epitelialni
buiiky i do samotného media (Tabulka 3.) Nejvyssich hodnot bylo dosazeno pfi kultivaci H.
diminuta za pfidavku jak stfevnich bunék, tak xenobiotika (Pb). Vysoké hodnoty SOD za
ptitomnosti olova mizou byt vysvétleny tak, ze pod vlivem olova dochézi k nastupu oxidacniho
stresu a produkci ROS (Flora 2002). I jiné studie potvrzuji vyssi produkci reaktivnich forem
kysliku po oSetieni vzorkd olovem in vitro (Monteiro et al. 1991).

Bunky stfeva stasemnici mély vyssi procentudlni aktivitu SOD nez medium s H.
diminuta (Obrazek 3.). Zde se nabizi moznost, Ze se do vysledné koncentrace SOD zapojily i
kultivované stfevni buniky. Studie Kosik-Bogacka et al. (2011) ve svych vysledcich poukazuje
na celkové snizovani produkce SOD po celé délce stieva (jejunu, duodenu, tlustém stieve), pii
kultivaci in vivo. Udaje jsou oviem méfeny v ase a prvni test probihal 8 dni po infekei, kdy
byl zméten vyrazny pokles produkce SOD (77 % proti kontrolni neinfikované tkani). OvSem
nase studie vystavovala hostitelské bunky plisobeni parazita jen po dobu 24 h. Je tedy
pravdépodobné, Ze za tento kratky ¢asovy usek nedoslo k vyraznému poklesu produkce SOD a
mohla se zapojit do celkové koncentrace nami pozorovanych vzork.

Z dostupnych dat mizeme usoudit, Ze ptipadna dalsi studie zaméfena timto smérem by
mohla ovétit dlouhodobéjsi infekce in vitro. Studie Lopes et al. (2015) pfi kultivaci tasemnic
na stievnich bunkach (IEC-6) s10 % FBS (fetalni hovézi sérum), zlstaly tasemnice
Vv kultivaénim mediu vitalni po dobu 3 tydnd. Rovnéz v této studii byla pozorovana vyssi vitalita
a rast tasemnic pii umisténi na sttevnich bunikdch nez v samotném mediu (10 % FBS). Do
pokusu byly také zatazené lidské buiky T84 i zde byla sledovana lepsi vitalita paraziti
umisténych na bunkach nez v samotném mediu, ale nedosahovali stejné pozitivnich vysledku
jako v piipadé kultivace s potkanimi buiikami. Uspé&$nost kultivace se shodovala s toleranci
hostitelskych druhd.

V nasi studii tedy nebyl splnén ptedpoklad vyplyvajici z pfedchozich studii. Pfi
statistickém zpracovani dat z nasi studie nebyl potvrzeny signifikantni rozdil mezi vzorky
epitelialnich bun¢k a media. Prokazatelné signifikantni rozdil mezi vzorkem s buikami a
vzorkem s médiem byl pouze Vv piipad¢, Ze oba vzorky obsahovaly olovo. Rozdily mezi
zbylymi vzorky tasemnic umisténych na buiikach stfeva a v samotném kultivaénim mediu
nebyly prokazatelné signifikantni (tabulka 3.). Z toho vyplyva, ze nebyla vyvracena nulova
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hypotéza a koncentrace antioxidac¢nich enzymi produkovanych H. diminuta v riznych
kultiva¢nich podminkéch se pritkazné nelisi.

Ve vysledcich byl patrny procentualni rozdil mezi kultivaénimi metodami, ale rozdil mezi
zkoumanymi vzorky nebyl u vétSiny signifikantn¢ prokazan. Moznym vysvétlenim je maly
pocet zkoumanych vzorku. Opakovani studie s vétSim poc¢tem vzorkti by mohlo pfinést
prukazné vysledky. Nami uskute¢néna studie by mohla mit pozitivni pfinos pro dal$i mozné
testovani rozdilu kultivace. Studie by se mohly zamétit na dlouhodobé kultivace Hymenolepis
diminuta in vitro, které by byly méfeny v Case a byla by pozorovana snizujici se nebo zvysujici
se hladina SOD v riznych kultiva¢nich mediich.

6.1.2 Produkce SOD riznymi ¢astmi tasemnice

Pro naS pokus byly tasemnice rozd€leny na kranidlni a kaudalni ¢ast. Rozdéleni
tasemnice mélo za ukol prokazat, ktera cast helminta ma vyssi enzymatickou aktivitu. Vysledky
studie enzymatické aktivity byly nasledujici. Produktivnéjsi byla prokazatelné kaudalni ¢ast
parazita. Ovsem aktivita SOD se prokazateln¢ liila jen mezi variantami Medium + SK vs.
Medium + strobila. U zbylych vzorkl nelze vyloucit nulovou hypotézu, nebyl nalezen
signifikantni rozdil mezi kaudalni a kranialni casti.

Piedchozi studie provedena Skrzycki et al. (2011) prokazala jiné vysledky enzymatické
aktivity. Studie dosla k zavéru, ze nejproduktivngjsi je piedni ¢ast parazita, ktera obsahovala
primordialni genitalie umisténé v nezralych segmentech. SOD1(cytosolicka) i SOD2
(mitochondrialni) dosahovali vysokych hodnot. SOD1 vykazovala vysoké hodnoty po celé
délce tasemnice, a to jak u mladych (1,5 mésice) tak u starych (1,5roku) tasemnic. Protoze nas
vyzkum probihal na pokusnych zvifatech mladsich nez 1,5 roku, srovnavali jsme hodnoty jen
mladych tasemnic. Tym Czeczot et al. (2013) také dosel k zavéru Ze u parazita H. diminuta je
predni ¢ast mistem s nejvyssi aktivitu enzymu SOD1 i SOD2. Enzymaticky aktivnéjsi po celém
povrchu byla SOD1. SOD2 vykazovala nejvy$$i enzymatickou aktivitu v nezralych
proglodytech.

Studie Skrzycki et al. (2011) si vysvétloval tento vysledek tim, Ze kranidlni ¢ast parazita
je nejvice vystavena piisobeni obrannych mechanismti hostitele.

Nejméné enzymaticky aktivni byl detekovan medianni usek parazita. SOD1 i SOD2
vykazovali niz$i aktivitu. Medianni c¢asti obsahovala rannou délohu, hermafroditické
proglottidy. Pravdépodobné vysvétleni spociva Ve vzrastajici vzdalenosti parazita od styku
s hostitelem. Kaudalni Gsek tasemnice (obsahujici zralé gravidni segmenty) ve studii vykazoval
vys$$i aktivitu nez medianni usek, ktery nepievySoval ale produkci ptfedni Gsek tasemnice
(Skrzycki et al. 2011). Vysledkem naseho pokusu byla procentualné nejvyssi enzymaticka
aktivita naméfena v kaudalni Casti parazita (obrazek 4.), ale statistické zpracovani dat
neprokazalo signifikantni rozdil mezi kranialni a kaudélni ¢asti parazita.

Rozdilnost ve vysledcich mohla byt zpiisobena rozdélenim tasemnice na dvé casti.
Zadni ¢ast mohla byt delsi a tim se zvétsil povrch pro pfipadnou enzymatickou aktivitu. Nebo
Vv nasi studii mohlo dojit k obohaceni kranialni nebo kaudalni ¢asti 0 hermafroditické proglotidy
a rannou dé¢lohu. Pro dalsi studie by bylo vhodné rozd¢lit parazita na vice ¢asti a tim potvrdit
¢1 vyvratil vysledky nasi studie.
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Cast vzorkii z nasi studie byla obohacena o xenobiotika (Pb). Olovo je jednim z fady
béznych kontaminant zivotniho prostiedi (Ercal et al. 2001). Parazité ptichdzeji do styku
s olovem predevsim prostiednictvim GIT hostitele. Olovo je v téle hostitele schopno z GIT
prochazet epitelidlni membranou paracelularni diftzi a vstupovat do krevniho feciste.
V Krevnim fecisti se vaZze na membranu erytrocytd a je transportovano obéhovym systémem
do riznych organti v téle. lIonty olova jsou piedavany z GIT a portalnim obéhem se dostava;ji
do jater. Zde je vétsina Pb odstranéna z krve a je vyluCovana do stfeva zluci. Se steroidy
obsazenymi ve zlu¢i tvofi sionty tézkych kovl organokovové komplexy, které
odchazeji zlucovodem do tenkého stieva (Sures & Siddall 1999). Olovo, které je vazano na zluc
muze byt nasledné absorbovana tasemnici prostfednictvim tegumentu (Sures et al. 1998).

V nasem pokusu byla naméfeny vysoké hladiny SOD po ptidani olova do studovanych
vzorki. Pravdépodobné vysvétleni toho trendu je, Ze olovo mimo jinych nezddoucich uéinki
na organismus také prokazatelné zplisobuje zvySenou produkci ROS, zejména superoxidovy
aniont, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. Studie prokazujici toto tvrzeni byla zaloZena na
pokusu, kdy se na zvifecim modelu vyvolala hypertenze zplisobena olovem. Byla zahajena
lé¢ba pomoci tempolu (1ék, ktery simuluje v té€le superoxid dismutazu), 1ék vstupuje do
intracelularniho prostoru a eliminuje superoxidové radikaly. Touto medikaci se u pokusnych
zvifat podatilo hypertenzi eliminovat (Vaziri et al. 2001). Tato studie ov§em nebyla zalozena
na parazitech, ale na savcich. Pfesnéji se jednalo o laboratorni potkany. Zname tady ucinek
olova na finalniho hostitele a z tohoto faktu nadale dovozujeme ptipadny vliv na parazita.

Nas§ pokus v tomto piipadé dopadl dle pifedpokladi, za piitomnosti olova vykazovali
vzorky vyssi produkci SOD. Studie by mohla 1épe osvétlit parazitické biochemické procesy,
které tasemnice produkuje pii styku s olovem.

Pokus mize byt také pfinosem pro dalsi pfipadné studie podobného zaméteni. I kdyz
naSe statistické vyhodnoceni dat neprokazuje signifikantni rozdil mezi jednotlivymi ¢astmi,
bylo by urcité¢ vhodné studii zopakovat na vice jedincich atim potvrdit nebo vyvratit nase
vysledky.
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7 Zavér

Zavérem prace bych rada slovné vypsala odpovédi na védecké hypotézy, které byli
stanoveny na zacatku diplomové préce.

Bunky stieva s tasemnici méli vy$$i procentudlni aktivitu SOD nez medium s H.
diminuta. Nejvyssich hodnot dosahli dle pfedpokladi epitelové burky stieva s celou tasemnici
a olovem, nicmén¢ prukazné se aktivita SOD liSila jen mezi variantami Buniky + cela + Pb a
Medium + cela + Pb. U zbylych vzorka nebyla vyvracena nulova hypotéza a nebyl nalezen
signifikantni rozdil mezi kultiva¢nimi podminkami.

Pti ovérovani druhé nulové hypotézy byli neproduktivnéjsi ¢asti prokazatelné kaudalni
¢ast parazita. OvSem aktivita SOD se prokazateln¢ liSila jen mezi variantami Medium + SK vs.
Medium + strobila. U zbylych vzorki nebyla vyvracena nulova hypotéza nebyl nalezen
signifikantni rozdil mezi produkci v kaudalni a kranialni ¢asti.

Statisticka analyza rozdild v parametrech SOD mezi jednotlivymi vzorky byla
vyhodnocena pomoci analyzou rozptylu ANOVA. S naslednym Tukeyho testem, ktery byl
pouZit pro zjisténi vyznamné od sebe se lisicich vzork.

Vzhledem k potvrzeni nami stanovenych nulovych hypotéz navrhuji testy rozsifit o dalsi
antioxidacni enzymy a zopakovat pokus na vétsim poctu vzorkl, které kvuli nastalé
coronavirové Krizi nebylo mozné uskutecnit.
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