CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra zoologie a rybarstvi

CESKA
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Akumulace a transport olova v systému

hostitel (Rattus norvegicus) / parazit (Hymenolepis diminuta)

DISERTACNI PRACE

Autor. Ing. Zuzana Cadkova, DiS.
Skolitel: Prof. Ing. Iva Langrova, CSc.

Skolitel specialista: Doc. Ing. Ivana Jankovska, Ph.D.

Praha 2013



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze piedlozenou disertaéni praci na téma ,,Akumulace a transport olova
v systému hostitel (Rattus norvegicus)/parazit (Hymenolepis diminuta)* jsem vypracovala

samostatné a vSechny zdroje informaci pouzité pii jeji tvorb¢ jsou uvedeny v kapitole Seznam pouzité
literatury.

V Praze dne

Ing. Zuzana Cadkova, DiS.




Podékovani

Rada bych podékovala Prof. Ing. Ivé Langrové, CSc. za odborné vedeni béhem mého
doktorského studia na Katedie zoologie a rybattvi, CZU v Praze. Za cenné rady a realizaci nezbytnych
chemickych analyz velice dékuji také Prof. Ing. Jitiné Szakové, CSc. a Ing. Daniele Miholové, CSc.
Na tomto misté bych chtéla podekovat i vsem mym blizkym, ktefi mé béhem celého studia
podporovali. V neposledni fad¢ patfi mij obrovsky dik mému partnerovi Jarovi za neutuchajici
trpélivost pfi zodpovidani stovek mych neustalych dotazi ohledné laboratornich potkanti, tasemnic,
broukt, hlistic, epruvet, pipet, Petriho misek, formaldehydu, redestilované vody, mikroskopovani,

uchovani vzorkd, designu pokusu, odbéra krve inokulace a vseho ostatniho mozného i nemozného .....




Obsah

T 17 OO 6
2 LIterarnd PIChIEd ......ciiiiiiiiiii it b e aee e 7
2.1 Hymenolepis diminuta (HD) ........ccocoiiiiiiiii e 7
211 MoOrfologie @ fyZIOIOGIE ..........oiiiiiiee e 8
2.1.2 VIVOJOVY CYKIUS ...eiiiitieitie it 10
213 ZAKIAdNT DIOLOZIC......eeveeiiieieiiiie e 11
2.14 Experimentalni inOKULACE .........ccoiiiieriiiiie s 12
2.15 VIiv na fyziologii hOSHEEIE ........ccveeeece e 14

2.2 Toxikokinetika Pb v organismu terestrickych Savell........ovcvveiieiiciiiieieieee e 16
221 Vstup do zivoCisného organisSmu / @bSOIPCE ......cverveeiiriirieriiriieie st 16
222 Distribuce / akumulace v jednotlivych organech ...........c.covveviiiiiiiiniiiece 20
223 MetaboliSMUS / @XKIBCE ........c.cuviiciiicc s 23
224 Biodostupnost a toxikokinetika odlisnych peroralné piijatych forem Pb...................... 25

2.3 TOXIKOIOGIE OIOVA. ......ciiiiiiiiciee s 26
231 Vliv na gastrointestindlni trakt @ JAra ..........cooveriiieiinneeee s 27
2.3.2 VIV N8 NEIVOVY SYSTEIM . ..eiviiiiiiiiietietee sttt ne e 27
2.3.3 Vliv na kardiovaskularni SYStEm .........coocevviiiiiiiiiic s 28
2.3.4 [0 U1 0}V Y= Y0 1 )Y SR 28
2.3.5 VIV N2 TENAINT SYSTEIM ..vviiviieiiiie ittt sttt e s e et e et e e srbe e sreeesnees 29
2.3.6 Ostatni VIivy €XpozZICe PD......ooviiiiiii e 30

2.4 Akumulace rizikovych prvki v Gl helmintech ..o 31
241 Mechanismy absorpce rizikovych prvkia v tkani GI helmintQ............ccocoeiiiiiinieineenn 31
24.2 TEréNNT STUAIE ...veveieieie ettt e b e te et e s teeneesrenraenaenre s 32
24.3 EXperimentalni STUAIC.......cvoriiiiiiiieee i 34
24.4 Vyuziti GI parazitl pro biomonitoring kontaminace ZP tézkymi kovy .........c.ccecvvrnrnne. 35

3 VEAECKE NYPOLEZY ..ttt 38
N O 1 (< ¢ 1o T TPV V PR OTPRPRR PSPPI 39
5 Material @ MEOAIKA ... .couuiiiiiiieiieite ettt bbb e 40
5.1 Experimentalni iNOKUIACE ..........ccuiiiiiiiice e 40
5.11 Ziskani a chov pokusnych zZviTat ..........ccociiiiiiiii e 40
5.1.2 Experimentalni iNOKULACE .........ccoiiiieiiiicie e s 40

5.2 Piprava materialli pro eXpozici P ........cooiiiiiiiiiiic e 41
5.3 Expozice Pb a bilancni fAZe POKUSU .......eoiviiiiiiiiiieie i 41
5.4 Odbér, priprava a analyza VZOTKI..........cceoiiiiieiiniee e 42
54.1 Organy hostitele a tkaf Parazitli............cevverireenirese e 42
5.4.2 MoC a ve feaces hOSHLEIE.........cuiiuiiiieiiiii e 42

5.5 Statistické ZpracoOVANT dat..........cceeiiiiiiiiiiie e 43

B VYSIEAKY ot 44
6.1 Toxikokinetika sledovanych forem Pb v organismu potkana.............cccoevvrvrieneneienenneene 45
(octan 0lovnaty vs. PiStia SErAtIOTES) ...ueiveriirieiiiieiiiiiesiiessiieesieesiee e sibe s sre e sire st esneee e 45

6.2 Toxikokinetika Pb pii nizké a zvySené Urovni €XPOZICE .........cuevvrrrireerienrenieniesieeniesie e 48
6.3 Oveéfeni akumulacni schopnosti H. diminuta pro Pb........cccccooviiiiiiiini 52
6.4 Vliv H. diminuta na toxikokinetiku Pb v organismu hostitele ...........c.ccccooveveiiiic i 57

6.5 Moznost piijmu Pb z enterohepatického cyklu u H. diminuta ...........ccoccovviiiiiiciiiicce 59




7
7.1

7.2
7.3

7.4
7.5

10
11

(DT E U= TTTPR 60

Rozdilnd toxikokinetika Pb zoctanu olovnatého a z rostlinného hyperakumulatoru

v organismu laboratorniho potkana ...........ccocoviiiiiiiiiiici 60
Rozdilna toxikokinetika Pb pfi nizké a vysoké Grovni €XpoziCe........cccvvvvvrrieriniernrnernninennens 63
Ovéfeni akumula¢ni schopnosti H. diminuta pro obé sledované formy Pb a pfi nizké a
VYSOKE EXPOZICT +uverveeeisrieiieste sttt ettt sttt et r et e b s b bt e nb e e e n e seenn e b e ennenne s 64
Vliv H. diminuta na toxikokinetiku Pb v organismu hostitele ............cccccovvevieniiniiieennn, 67
Moznost piijmu Pb z enterohepatického cyklu u H. diminuta ..........ccccovevvviiiniinniiinnineen, 71
< SRS 73
Seznam pouZityCh ZKIateK.........coiiiiiiiiiiii e 75
Seznam obrazkil, tabulek a grafil...........ccoviiiiiiiiii 76

SezNam POUZILE IIEETALUIY .......eiviiriiiieiiesee ettt reesreenree 77




1 Uvod

Enormni antropogenni emise olova (Pb) v minulém stoleti a jeho persistence v zivotnim
prostiedi zpusobila, ze dnes patii tento prvek mezi celosvétové nejrozsifenéjsi polutanty. Spolu
s ostatnimi tézkymi kovy je tak jiz dlouha 1éta zafazovan mezi hlavni kontaminanty potravinového
fetézce. Zprava Environmentalniho programu Spojenych naroda z roku 2010 udava, Ze intoxikaci Pb
je ohrozeno 18-22 miliond lidi. Celkové pocty organismtl, vystavenych zvySenému mnozstvi tohoto
prvku, vSak nelze vy¢islit. Je-li Pb uvolnéno do Zivotniho prostiedi, vstupuje ve formé znecisténého
vzduchu, vody nebo pudy do biologickych cykld a mtze byt pfijimano rostlinami i zivo¢ichy.

Toxické ucinky (Pb) na zivé organismy jsou pfitom znamé jiz od starovéku a novodobé
védecké studie poznatky o jeho negativnich vlivech neustale rozsituji. Pb interaguje s funkénimi
skupinami nékterych zivotné¢ dilezitych enzymii. Tim ovliviiuje jejich ptisobeni a narusuje zakladni
systému, gastrointestinalniho traktu, kardiovaskularniho systému, hypertenze, anemie, dysfunkce
renalniho systému, poruchy vyvoje a reprodukce. Pb je vSak toxické i pro vétSinu rostlin.

Do zivoc¢isného organismu se Pb dostava predevsim inhalaci a ingesci. V ptipadé peroralni
expozice Pb probiha jeho nejintenzivnéjsi absorbce v tenkém stievé. Tenké stfevo je vSak zaroven
predilekénim mistem nékterych gastrointestinalnich helmintd (GIH), véetné dospélcti tasemnice
Hymenolepis diminuta. Je tedy vice nez pravdépodobné, Ze v duodenu mize dochazet k interakcim
mezi timto kontaminantem a pfitomnymi parazity.

Toxikologicko/parazitologické studie z celého svéta opakované prokazuji zvySené koncentrace
riznych tézkych kovu a rizikovych prvka (véetné Pb) v tkanich gastrointestinalnich helmintd. Ty ¢asto
nékolikanasobné prevysuji mnozstvi Pb v tkanich hostitele. Rada autor se proto dnes zabyva
potencialnim vyuzitim té€chto parazitti jako akumulujcich indikatord kontaminace zivotniho prostiedi.
Védecké databaze se tak rychle plni studiemi, popisujicimi nové a nové druhy vhodnych bioindikatori
Z tad gastrointestinalnich helmintt a to pfedevsim z aquatického prostredi.

Tato mySlenka vsak skryva nckterd tiskali, ktera je tieba pted zavedenim do praxe vyfresit.
Napiiklad: Akumuluji vSechny skupiny GIH a jejich vyvojova stadia kontaminanty stejn¢ intenzivné?
Jaké rizikové prvky GIH piijimaji a které nikoli? D¢laji v akumulaci rozdily mezi jednotlivymi
formami daného prvku? Souvisi intenzita akumulace s intenzitou infekce ¢i s celkovou biomasou
parazitl v organismu hostitele? Je mozné ziskat dostate¢né mnozstvi tkané parazitl K relevantnim
analyzam? Koreluji koncentrace kontaminantu v tkani parazita s jeho mnozstvi v zivotnim prostredi?
Nekteré z téchto otazek uz své odpovedi maji, jiné je jesté potieba vyftesit.

Tato disertaéni prace si proto klade za cil objasnit zakladni interakce mezi hostitelem,
parazitem a vybranym kontaminantem a stanovit vliv parazitace GIH na turoven akumulace Pb
v tkanich hostitele. Za Ucfelem ziskani téchto poznatkli byl realizovan laboratorni experiment

vyuzivajici standardni hostitelsko-parazitalni model Rattus norvegicus/Hymenolepis diminuta.



2 Literarni prehled

2.1 Hymenolepis diminuta (HD)

Tasemnice krysi Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1981) Blanchard, 1891, syn. H.
flavopunctata, Taenia diminuta, T. leptocephala, T. minima, T. varesina se vyskytuje geopolitng.
Poprvé byla nalezena v duodenu druhu Rattus norvegicus (Berkenhout 1769), pozdéji vsak i u jinych
rodd drobnych terestrickych savel ztadu Rodentia (Sciuridae, Gliridae, Dipodidae, Cricetidae,
Muridae a Gerbillinae) jak uvadi Ryzhikov et al. (1978). HD ma také zoonoticky potencial, coz
prokazaly nalezy Rohela et al. (2012) z oblasti Asie ¢i Patamia et al. (2010) a Mufioz-Antolii (2012)
zjizni Evropy. Nékaza tasemnici krysi je ve vétSin¢ piipadti asymptomatickd, n¢kdy se mize
vyskytnout anorexie, nevolnost, nespecifické bolesti bficha a prijmy (Jira, 1998). Taxonomicky nalezi
H. diminuta do kmene Plathelminthes, tfidy Cestoda, ¢eledi Cyclophillidae a podéeledi
Hymenolepididae. Od pocatku 21. stoleti je znam kompletni mitochondrialni genom HD, ktery ve své
studii popsali von Nickisch-Rosenegk et al. (2001). V nedavné studii Haukisalmi et al. (2010) se autor
pfiklani k nazoru, Ze soucasné oznaCeni H. diminuta zahrnuje komplex kryptickych druht.

Fylogenetické vazby HD k ostatnim zastupciim kmene Plathelminthes jsou zachyceny na obrazku €. 1.
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Obrazek. 1. Aktualni piehled fylogenetickych vztaht uvnitf tfidy Cestoda zalozeny na mtAllAA + lsr
+ ssrDNA dle Waeschenbach et al. (2012)




2.1.1 Morfologie a fyziologie

Dospéla tasemnice HD je 20 - 60 mm dlouha, v cervikalni ¢asti Siroka 0,5 mm a v distalni az
3,5 mm (Jira, 1998). Skolex je opatien Ctyfmi piisavkami a rudimentalnim rostelem bez hacka, ¢imz
se morfologicky odlisuje od blizce piibuzné H. nana. V centralni casti rostela je pak lokalizovan
apikalni organ, vznikajici invaginaci tegumentu. Strobila se sklada z 600 - 1000 kraspedotnich ¢lank,
pricemz velikost termindlnich segmentd je 0,75 x 3,5 mm (Jira, 1998).

V kazdém ¢lanku se nachazi set reprodukénich organti, nazyvany genitalium. Okolni prostor je
oznacovan jako proglotid (Roberts et Janovy, 1996). V horizontilni ose ¢lanku jsou uloZena tii
kulovitd varlata, z nichZ jedno se nachazi pobliz genitalniho otvoru a dvé na druhé stran€ proglotidu.
Vajecnik a Mehlisova zlaza jsou umistény medidln€. HD se dokaze rozmnoZzovat bud’ samooplozenim
(oplozeni mezi dvéma nasledujicimi ¢lanky jednoho jedince) nebo zkiizenou inseminaci (mezi vice
jedinci uvnitf stfeva hostitele) (Nollen, 1975). Dospélosti dosahuje HD okolo tfindctého dne po nakaze
findlniho hostitele (v podminkach in vivo) a piiblizné o dva dny pozdé&ji pii in vitro kultivaci
(Berntzen, 1961). Pappas et al. (1999) vsak povazuji HD za dospélou az ve staii 20 dnt.

Zrala vajicka maji témét kulovity tvar (60 - 79 X 72 - 86 um). Mezi vn&j$im a vnitinim
vajeCnym obalem je bezbarva Zelatindzni hmota, vnitini membrana ma dva polarni hrboly bez
filament. V onkosféte je 6 lancetovitych hacku (Jira, 1998). Vajicka se neuvoliuji jednotliveé, ale
teprve zrozpadlych ¢lankd - apolyza (Roberts et Janovy, 1996). Vajicka HD jsou odolna vaci
abiotickym vlivim vnéjsiho prostiedi. Merwad et al. (2011) prokazali, ze k poSkozeni vSech
testovanych onkosfér dochazi az pfi tlaku 300 - 600 MPa, pisobicim nejméné 60 vtefin.

Povrch téla tasemnice HD je tvofen komplexnim syncytidlnim tegumentem vzniklym flzi
jednotlivych bunék (Holy et al., 1991; Specian et Lumsden, 1980). Tegument se sklada ze dvou vrstev,
vnéj$i vrstvu tvofi souvisla cytoplasma (ektocytoplasma), pod niz se nachazi vrstva jadernych
bunéénych tél (cytonll) zvand perikarya. Tyto dvé vrstvy jsou oddéleny tzv. plasmalemou a skrze ni
pak propojeny mustky (tzv. internuncidlnimi procesy), které umoznuji transport molekul, napf.
polypeptidi z cytonit do spodni vrstvy tegumentu. Vnéjsi cytoplasma je tvoiena dvéma zékladnimi
strukturami glykokalyxem a mikrotrichy (Holy et al., 1991).

Glykokalyx je filamentdzni vrstva slozena z uhlovodikl na povrchu jednotlivych mikrotricha.
Byla prokazana interakce glykokalyxu HD s nékterymi molekulami uvnitf stfeva hostitele, napft.
zvyseni aktivity amylazy hostitele a naopak sniZeni aktivity trypsinu, chromotrypsinu a pankreatické
lipazy. Dale dokaze glykokalyx adsorbovat zluGové soli a absorbovat kationty. VySe zminéné
mechanismy se zfejmé uplatiiuji pii absorpci zivin, ochrané proti vlivu travicich enzymi hostitele a
zajist'uji integritu povrchové membrany samotné tasemnice (Roberts et Janovy, 1996)

Mikrotrichy jsou struktury zvétSujici absorbéni povrch tegumentu. Cely tegument je
metabolicky velice aktivni (Dalton et al., 2004), nebot’ zaji§t'uje ptijem vSech Zivin ze stieva hostitele.

Tato absorpce je realizovana nékolika zptsoby, a to aktivnim transportem, zprostiedkovanou difuzi a




pasivni (jednoduchou) difuzi (Pappas et Read, 1975). Pticemz dle dle Pappase et al. (1999) pievlada
unikatni zpiisob zprostfedkovan¢ho prenosu. Mezi esencialni Ziviny u HD patii pfedevsim glukéza
(Starling, 1975), urcité mnozstvi galaktozy (Oaks a Lumsden, 1971), malé mnozstvi aminokyselin
(Wack et al., 1983), vitamind (Bg) (Robert et Mong, 1973) a tukd (Jacobsen et Fairbairn, 1967).
Metabolismus aminokyselin je u HD velice limitovan (Wack et al., 1983). Oproti tomu ma HD
vyvinut specificky transportni systém pro cholesterol (Johnson a Cain, 1988). Predni Cast tasemnice
absorbuje vice glukdzy, nez koncova ¢ast strobily a zaroven je zde glukdza intenzivnéji zabudovavana
do glykogenu. Anterialni oblast HD je proto povaZovana za metabolicky nejaktivnéjsi (Pappas et al.,
1999).

HD patii mezi organismy fakultativné anaerobni, nebot’ hlavni proces latkové premény u ni
pfedstavuje fermentace (Dalton et al., 2004). Majoritnim koncovym produktem energetického
metabolismu jsou dle Robertse (1983) glukéza a laktoza, ¢i acetat a sukcinat (Bennet et al., 1990;
Watts a Fairbairn, 1974). Podle stejnych autorti je hlavnim exkre¢nim produktem u inicialnich stadii (6
dni staré tasemnice) kyselina mlécnd, ovSem se vzrustajicim vékem pfevazuje sukcinat. Bennet et al.
(1993) uvadi jako hlavni koncovy produkt u 6 dni staré HD laktat, vznikajici cytosolickou glykolyzou,
zatimco u 12 denni tasemnice se hlavnimi koncovymi produkty metabolismu uhlovodikl stavaji
sukcinat a acetat. Gradient metabolismu zavisly na ve€ku byl u HD prokazan i pro mnoho jinych

sloucenin.

Obrazek 2. Vyvojova stadia H. diminuta — A. vajicko; B. cysticerkoidy (Olympus BX51); C. dospélci

Foto: J. Vadlejch, Z. Cadkova, P. Valek




2.1.2 Vyvojovy cyklus

Finalnimi hostiteli HD jsou vétSinou hlodavci (mysi, krysy, potkani), pfedevsim pak skladistni
skudci, u nichz jsou Casté i viceCetné nakazy. HD vsak byla nalezena také u pst (Ehrenford, 1977) a
sporadicky i u Clovéka. V téchto ptipadech byla drtiva vétSina ndkaz HD pozorovana u déti
Vv rozvojovych zemich (Jones, 1979; Patamina et al., 2010; Weisse a Raszka, 1996; Wiwanitkit, 2004)
Naopak, ve vyspélych zemich je jeji vyskyt u lidi ojedinély (Edelman et al., 1965; Hamrick et al.,
1990; Levi et al., 1987; Mufioz-Antolii, 2012).

Na rozdil od blizce piibuzné H. nana zahrnuje vyvojovy cyklus H. diminuta vzdy
mezihostitele, kterymi jsou rizné druhy Elenoveu, napf. brouci rodu Akis, Dermestes, Tenebrio,
Tribolium, blechy roda Nosopsyllus, Xenopsylla, Ctenocephalides, nebo néktefi motyli a mnohonozky.
Ti ptijimaji vajicka fekaln¢ kontaminovanou potravou. Evans et al. (1998) i Pappas a Wardrop (1997)
prokazali, ze vykaly obsahujici vajicka HD jsou pro mezihostitele atraktivnéj$i potravou, nez faeces
neinfikovanych jedincii. Pfi pozirani vajicka poskodi mezihostitel svymi mandibulami mechanicky
jeho vnéjsi obaly, ¢im umozni uvolnéni onkosféry. Pomoci penetracnich zlazek a Sesti hackt pronika
onkosféra vybavend hexakantem ze stfeva mezihostiele do hemocélu, kde dale dochazi k rastu a
diferenciaci skolexu (Read, 1972). Formovani skolexu provazi rizné zmény ve vyvoji vnéjsi stény
larvocysty. Pfi retrakci skolexu dochazi k prohlubovani mikrotrichti na vnéjsi strané tegumentu,
vzniku dutiny a vchlipeni bazalni membrany. Pfed finalnim sevienim skolexu je pak ukoncen také
vyvoj svalového systému (Richards a Arme, 1984a; b).

Invaginovany skolex se nazyva metacestod a je obklopen ochranou cystou. Koncovou ¢ast
tohoto vyvojového stadia tvoti cerkomer. Vysledkem celého procesu metamorfozy je larva (juvenilni
stadium) zvana cysticerkoid. Jiz tfi dny po retrakci skolexu, i kdyZ jest¢ neni ukoncen vyvoj stény
larvocysty, je metacestod infek¢ni pro definitivniho hostitele (Richardson a Arme, 1983). Cely vyvoj
Vv mezihostiteli pfitom trva od 5 do 15 dni v zavislosti na okolni teploté. Po uplynuti této doby zlistava
cysticerkoid ve stavu pozastaveného vyvoje az do doby, kdy se dostane do téla definitivniho hostitele.
Keymer a Anderson (1979) prokdzali, ze mnozstvi cysticerkoidli v mezihostiteli je zavislé na jeho
vyzivovém stavu a kondici. Dle Keymera (1980) neni celkova hustota larev v jednom mezihostiteli
omezena, se vrustajicim po¢tem v§ak tmérné klesa jejich velikost.

Dojde-li k pozieni mezihostitele finalnim hostitelem, dostava se cysticerkoid do Zaludku
finalniho hostitele, kde je sténa cysty Castecné natravena pepsinem. Poté se cysticerkoid postupuje do
tenkého stieva, kde je vystaven ptisobeni zlucovych soli a trypsinu, coz vede ke kompletnimu rozkladu
ochranné stény larvocysty a aktivaci metacestodu (Rothman, 1959). Cysticerkoid pak napada stfevni
epitel a vyviji se v dospélou tasemnici, ktera se fixuje na sliznici duodena nebo jejuna. Dle Reada

(1959) poté nejméné 18 mésicti vykazuje stabilni denni ptirtstky (pocet nové oddélenych segmenttt).
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2.1.3 Zakladni biologie

Pozici v téle hostitele vnima HD pomoci senzorickych organi lokalizovanych podél celé
strobily (Hopkins a Allen 1979). Podle potieby se pak dokaze v lumenu stieva do jisté miry pohybovat
(Read, 1970). Tato migrace pfimo souvisi s pfijmem potravy hostitelem. Sukhdeo a Kerr (1992)
prokazali, ze migraci vyvola jiz pfijem pouhého 1 g glukézy. Autofi déale uvadéji, ze lokomoce HD je
realizovana vinénim celé strobily, pfi¢emz kazdy proglotid vykazuje vlastni vnitini pohybovou
aktivitu.

Hostitel vysila tasemnici informace o prib&hu a nacasovani jeho denniho stravovaciho cyklu
(Tanaka a Maclnnis, 1975). Tasemnice na to reaguje zménou polohy uvnitf lumenu stfeva. Jakmile
hostitel zacne pfijimat potravu, posouva se smérem k ustnimu otvoru. Studie prokazaly, Ze dokaze
zaujmout vyhodnéj$i lokalizaci jesté diive, neZ jsou Ziviny obsazené v nové davce potravy uvolnény
ze zaludku do tenkého stieva (Read, 1970; Chappell et. al. 1970). Timto chovanim je schopna
maximalizovat absorpci molekul zivin uvolnénych pii travicim procesu hostitele. Po skonceni se
tasemnice vraci do distalni ¢asti tenkého stieva. Sukhdeo (1997) ovSsem uvadi, Ze pohybovou aktivitu
HD zapricinuje také fakt, ze jeji pfisavky jsou pfiili§ slabé na to, aby udrzely tasemnici na stejném
misté v dobé€ silnych peristaltickych pohybii. Z tohoto diivodu adaptovala HD rytmy svého pohybu a
synchronizovala je s posunem natraveniny. Kromé cirkadialnich pfesuni realizuje dospéla HD také
pohyby zavislé na jejim veéku a s postupem Casu se posouva stale vice doptedu tenkého stieva (Braten
a Hopkins, 1969). Rozmisténi tasemnice uvnitf tenkého stieva se detailné vénuje Dwinell et al. (2001).

Skupina tasemnic zijicich ve stievé jednoho hostitele mezi sebou navzajem komunikuje. Tento
signaliza¢ni systém popsali ve své praci poprvé Roberts a Insler (1982). Pii viceCetnych nakazach
dochazi naptiklad k rozriznéni doby dospivani jednotlivych individui tak, aby ve stfevé byly ptitomni
rizn¢ vyvinuti jedinci (Mead et al., 1986). Tasemnice také vylucuji slouc¢eniny (Cook a Roberts,
1991), omezujici celkovou biomasu parazita na trovni zhruba 1 % hmotnosti hostitele. Biomasa
tasemnic v téle potkana dosahuje maxima pfi infekci 5 - 10 jedinct (Hopkins a Andereassen, 1991).
Jestlize pocet tasemnic piitomnych v tenkém stfevé potkana vyrazné ptekro¢i 10 jedincti, dochazi
k eliminaci infekce HD zptsobené produkty samotnych tasemnic. Tento jev se nazyva ,,crowding
efekt* a Ize ho indukovat i uméle (Cook a Roberts, 1991). Pii sekundarnich a opakovanych infekcich
je pocet vypuzenych a destrobilizovanych tasemnic vyS$$i, nez pfi prvni ndkaze (Andreassen a
Hopkins, 1980; Featherston et al., 1992; Hindsbo et al., 1982).

Pokud je tasemnic méné nez 10 mohou se udrzet v hostiteli po celou dobu jeho zivota
(Andreassen, 1991). U potkana chovan¢ho v laboratornich podminkach je pfitom délka Zivota az 3
roky. Oproti tomu infekce 50 cysticerkoidy byla z téla potkana kompletn& vypuzena béhem 30 dni po
infikaci (DPI) (Pike a Chappell, 1981). Zatim nejdelsi dobu pfeziti HD zaznamenal Read (1967) a to
14 let. Tohoto veku vsak bylo dosazeno za pomoci periodickych chirurgickych zakrokt a

opakovanych reimplantaci skolexu a krc¢ku piislusné tasemnice do stfeva dalsiho potkana.
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2.1.4 Experimentalni inokulace

Potkan (Rattus norvegicus), jako bézné laboratorni zviie predstavuje pfirozeného definitivni
hostitele H. diminuta. Z tohoto divodu je HD jiz dlouha desetileti (Houser a Burns, 1968) vyuzivana
jako obecny model in vivo infekce tasemnici v mnoha laboratofich po celém svété. In vivo i in vitro
kultivaéni systémy HD patii diky mnohaletym zkuSenostem a poznatkim mezi nejlépe pochopené a
popsané mechanismy. Na rodu Hymenolepis byl proto kromé klasického medicinského vyzkumu
realizovan také vyvoj chemoterapeutik pouzivanych v boji proti ostatnim tasemnicim. Siles-Lucas a
Hemphill (2002) uvadéji, ze systémy kultivace HD jsou jednim z nejvétsi zdroji informaci o
transportu riznych substrati a metabolismu dospélych helmintt. Experimentalni infekce byla
realizovana kromé druhu Hymenolepis diminuta (pfirozeny definitivni hostitel potkan) také u H. nana
(mys, ¢lovék), H. microstoma (mys), H. citelli (kie¢ek) a H. pseudominuta (mysice).

Mimo vyzkumu zaméfeného na vyvoj dospélctt HD a jeji patologické a metabolické vlivy na
definitivniho hostitele byly zkoumany také larvalni stddia v mezihostitelich, clenovcich. Pro
laboratorni inokulace jsou jako mezihostitelé nejCastéji vyuzivany zastupci roda Tribolium a Tenebrio.
Inokulace u jednotlivych druhti a potazmo genetickych variet mezihostitell 1 findlnich hostiteltt ma
ovsem sva specifika. Naptiklad Yan a Norman (1995) prokézali variabilitu v citlivosti riznych
genetickych typ rodu Tribolium k nakaze Hymenolepis spp. Keymer (1982) ani Shea (2005a; b)
nezaznamenali rozdily v intenzité¢ ndkazy mezi samci a samicemi brouki, nicméné se vzristajicim
vékem klesala jejich nachylnost k infekci. K naprosto opaénym zavérim dospél Shostak (2008), ktery
zaznamenal vétsi prevalenci cysticerkidi u samic T. confusum a vék broukit u obou pohlavi v jeho
studii nemél zadny vliv na uspésnost inokulace. Vliv nakazy na biologii mezihostitele a mechanismy
jeho odpovédi popsali jiz Heyneman a Voge (1971), Tan a Jones (1969), Lethbridge (1971) a Soltice
etal. (1971).

Pozornost byla vénovana také studiu obranyschopnosti, plodnosti, reprodukce a délky Zivota
broukti nakazenych rodem Hymenolepis. V ramci své Zivotni strategie - zvySeni Sance na pienos
infekce a dokonCeni vyvojového cyklu, dokaze ptitomnost cysticerkoidd HD ovliviiovat plodnost
(Maema, 1986), reprodukci (Hurd, 1998; Webb a Hurd, 1995; Worden et al., 2000), snizovat produkci
obranych sloucenin (Webster et al., 2000; Yan a Phillips, 1996) a prodlouzit délku zivota
mezihostitele (Hurd et al., 2001). Infekce vSak nema vliv na vadhové pfirtstky mezihostitele (Shea,
2005b). Vsechny tyto procesy usnadfiuji predaci brouki a tim i pfenos vyvojového stadia HD do
finalniho hostitele. Navic vajicka, kterd nepenetruji skrz sténu travici soustavy a neprojdou uspésné
vyvojem v télni dutiné mezihostitele, jsou opétovné vyluCovany ve vykalech a mohou tak byt znova
poziena (Pappas a Barley, 1999).

Nékaza cysticerkoidy HD ovliviluje také ekologii spolecenstev infikovanych bezobratlych
zivoCichl. Yan et al. (1998) popsali vliv tasemnice na kompetici mezi skupinami dvou mezihostitelil

rodu Tribolium castaneum/confusum. V prostfedi bez paraziti dominuje T. castaneum, je vSak také
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nachylngjsi k infekci HD nez T. confusum. Dalo by se tedy ocekavat, Zze nakaza vice zatizi a
znevyhodni T. castaneum. Studie ovSem odhalila zvySeni pravdépodobnosti vyhry tohoto druhu
v kompeti¢nim souboji, nebot’ infikovana skupina vykazovala vyssi popula¢ni hustotu nez skupina bez
parazitll.

Mnoho studii bylo také zaméteno na schopnost adaptace a prezivani dospélych HD v rtiznych
kmenech finalnich hostitelt — potkand. Ishih et al. (1992) porovnaval citlivost 6 kment laboratornich
potkanti k ndkaze HD a Sest tydnti po nakaze zaznamenal rozdily v poctu piezivsich parazitl i v jejich
hmotnosti. Oproti tomu Chappell a Pike (1976), ktefi porovnavali stejné parametry u dvou jinych
kmenti potkanii, nezaznamenali u tasemnic zadné rozdily. Dosud zjisténé vysledky zadavaji
predpoklad, Ze resistence k infekci HD ma geneticky dany zaklad. Stradowski (2004) zduraziiuje ve
své studii vliv nejen kmene hostitele, ale také konkrétniho kmene tasemnic, nebot’ vysledky zamétené
na citlivost k infekci HD ruznych kombinaci parazit/hostitel se mohou diametralng lisit. Krom¢ druhu
a kmene finalniho hostitele ovlivituje biomasu a vahu jednotlivych tasemnic také jeho vék (Chappell a
Pike, 1976; Pike a Chappell, 1981; Quinnell, 1988; Read, 1959). Chromanski (1981) zaznamenal
vyrazn€ niz$i procento uspéSnych experimentalnich nakaz HD b&hem zimniho obdobi roku (od
prosince do bfezna) a tuto skuteCnost vysvétluje vlivem environmentalnich podminek jak na
mezihostitele, tak na hostitele definitivniho.

Metodika zaloZeni experimentalni nakazy HD neni striktné stanovena, a proto existuje mnoho
modifikaci, vychazejicich z postupti riznych vyzkumnych pracovist' a laboratofi. Jako nejbéznéjsi
mezihostitelé se od pocatku pouzivaji pfislusnici Coleoptera Tenebrio molitor (napf. Blackburn et al.,
1995; Dwinell et al., 1994) nebo Tribolium confusum (Movsesyan et al., 2008). OvSsem Stradowski
(2004) vyuzival ve svém pokusu druh Tribolium destructor. Nakazu broukd provedli umisténim
malého rozmélnéného kousku gravidniho proglotidu HD na filtra¢ni papir, kde byli zastupci Tribolium
ponechani brouci po dobu 24 hodin pfi teplote 28 °C bez jiné¢ho zdroje potravy. Stejné postupoval také
Maema (1986), ktery ovSem inokuloval druh Tribolium confusum. Jiny zptsob realizovali Yan et al.
(1998), kteti druhtim Tribolium castaneum a Tribolium confusum na filtraéni papir podali vodou
ziedéné a rozetfené potkani feaces, obsahujici vajicka HD, a opét je ponechali 24 hodin bez jiné
potravy. Pfed samotnou inokulaci navic potkani neméli tyden piistup k potrave. Shostak et al. (2008)
pouzil pro nakazu pouze destilovanou vodu s piidavkem vajicek HD aplikovanou opét na filtracni
papir. Sheiman et al. (2006) ptimichali vajicka do jablecné $tavy. Po uplynuti tohoto pocate¢niho
obdobi jsou inokulovani brouci chovani ve standardnich podminkach s ptistupem k potravé (celozrna
mouka, ovesné vlo¢ky) ad libitum.

Inokulace potkani miize probihat bud’ pfirozenéjsi cestou, kdy jedinci poziou infekcni
cysticerkoidy jako soucast krmiva, napf. v uvafeném vajecném bilku (Stradowski, 2004), ¢i ve
fyziologickém roztoku (Starke a Oaks, 1999). Druhou variantou nakazy finalniho hostitele je aplikace
roztoku obsahujiciho cysticerkoidy pomoci zalude¢ni sondy, kterou vyuzivali napt. Choromanski

(1981) a Ishih et al. (1992). Pocty cysticerkoidii aplikovanych pfi nakaze potkanti se pohybuji
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v rozmezi od 2 (Choromanski, 1981), 10 (Ishih et al., 1992; Movsesyan et al., 2008) az po 35 (Starke a
Oaks, 1999). Lisi se také stari, ve kterém jsou metacestody tasemnic piredkladany k peroralni nakaze.
Napt. Ishih et al. (2003) i Stradowski (2004) vyuzivali cysticerkoidy staré nejméné 4 tydny, ale
Moczon (2006) pracoval s cysticerkoidy mlad$imi (20 - 23 dni).

2.1.5 Vliv na fyziologii hostitele

Hymenolepis diminuta ovliviiuje fyziologii hostitele. Zménam nékterych fyziologickych
parametrd u potkanii vyvolanych pfitomnosti HD se vénovali napt. Dwinell et al. (1994, 1997, 1998) a
Zimmerman et al. (2001), ktefi signalizaci vysilanou od parazita k hostiteli nazyvaji ,tieti drahou
komunikace®. Tasemnice se své svrchni epidermis (tegumentu) uvoliluji do lumenu stieva hostitele
cyklické guanosin monofosfaty, napt. 3°,5'-CGMP (Kroening et al.; 2002; 2003). Tim dochdzi ke
zméné pohyblivosti stfev a ke zpomaleni transportu natraveniny do dalSich ¢asti zazivaciho traktu
(Dwinell et al., 1994, 1995; Zimmerman et al., 2008). Béhem hymenolepid6z je proto narusen
predevsim pasivni transportni systému uvnitt stfeva definitivniho hostitele.

Kyselé produkty zmetabolismu glukozy uvnitt HD zplsobuji acidifikaci prostfedi stieva
hostitele (Mettrick, 1971a,b). Tento proces vede k redukci mikrobialni fauny v infikovaném stfevé
(Burmakh, 1970), coz nasledné zplisobuje sniZzeni schopnosti tasemnice absorbovat glukézu (Podesta a
Mettrick, 1974). Snizeni poctu aerobnich bakterii je dale spojeno s redukci pohybu stfeva, coz
omezuje schopnost téla hostitele vypudit gastrointestinalni parazity (Dwinell, 1997). Acidifikace je
také pri¢inou inhibice aktivity trypsinu v tenkém stfeve. Tento stav muze chranit parazita pied vlivem
travicich sloucenin hostitele (Uglem a Just, 1982). Movsesyan et al. (2008) zaznamenali zvySené
mnozstvi tukovych bun€k ve stfevé potkanti, coz bylo ziejmé nasledkem poruchy metabolismu tukt
vyvolané ptitomnosti HD. Poruchy travicich a absorpcnich procesti definitivniho hostitele popisuji
také studie Meada a Robertse (1972), Mettricka (1971) a Novaka et al. (1993). Jiz 8 dni po infikaci
definitivniho hostitele vyvolava ptitomnost HD zmény myoelektrickych pochodii uvniti stfeva
(Dwinell et al., 1995; 1998). Snizeni reaktivity stievniho svalstva chrani HD pfed vypuzenim,
usnadiiuje jeji migraci a zvySuje moznost absorbovat ziviny. 26 DPI vyvoldva HD mastocytdzu ilea a
zpusobuje ztenéeni jak mukoézy tak muscularis externa. Toto poskozeni, stejné jako zpomaleni
normalniho pohybu stfev, pfetrvava jest¢ 3 tydny poté, co je tasemnice z téla hostitele odstranéna
(Starke a Oaks, 1999).

Béhem hymenolepidéz byly zaznamenany rozlicné patologické, imunopatologické a
fyziologické zmény vnitinich organt hostitele (Arme et al., 1983; Arakcheeva, 1969; Raether a Hénel,
2003; Zubitskaya, 1974; Zubitskaya et al., 1972). U infikovanych potkani a mysi byly zaznamenany
malformace na jatrech, a to predevsim léze v jaternim vaskularnim systému (Andearssen et al., 1978;
Martin a Holland, 1984; McKay et al., 1990; Sanad 1991) a zmény na zlucovodech (Evans et al.,

1985). VSechny toxické produkty metabolismu parazita jsou neutralizovany v jatrech (Arakcheeva,
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1969; Rath a Walkey, 1987). Poskozeni jaterni tkané je proto zptisobeno soucasnym ptisobenim latek,
které produkuje parazit, a sloucenin, které vytvaii na svou obranu samotny hostitel.

Movsesyan et al. (2008) zaznamenal 24 dni po nakaze HD zmény ve stfevni sténé hostitele
zahrnujici 1éze a zjizveni mukozy, dilataci apikalnich ¢asti a splyvani klki, poskozeni vrstvy epitelu a
jeji nahrazeni plochymi bunkami. Autofi zaznamenali také zeslabeni kruhové vrstvy stfevni svaloviny
tunica muscularis i tunica submucosa a histopatologické zmény v tkani sleziny a nadledvinek. VySe
uvedené zmeény ve stfevni sténé hostitele mohou dle Huntera et al. (2007) a Movsesyana et al. (2008)
vyvolat vznik kolitidy. Oproti tomu dnes existuje fada studii (Melon et al., 2010; McKay, 2006;
Reardon et al., 2001), které¢ uvad¢ji pritomnost HD jako preventivni prostfedek proti vzniku stfevni
kolitidy u mysi. Tento rozdilny efekt je zpisoben tim, Ze u potkani je HD Casto oznacovana jako
symbiont a nevyvolava silnou imunitni reakci, zatimco u mys$i indukuje tvorbu interleukinu-10,
chraniciho je pted vznikem kolitidy (Hunter et al., 2005).

Nakaza helminty vyvoldva obecn¢ dramatické zvySeni poctu eosinofil, které se stavaji
dominantnim typem leukocytl a migruji do infikovanych tkani (Dent et al., 1990; Sanderson, 1991).
Jejich ptfesna uloha pii potlacovani infekce HD vSak zatim nebyla objasnéna. T¢€lo tasemnice jako
celek obvykle neni schopné vyvolat imunologickou reakci v lamina propria hostitele. Za jeden ze
zdroju antigend v tenkém stfeveé povazuji Hopkins a Barr (1982) skolex. Dal$im je pak dle Hoola et al.
(1994) povrch tasemnice. Reakce imunitniho systému na HD se vSak mohou u rtznych hostitelt
vyrazné liit. ZvySeni poctu zirnych bunék ve stievé hostitele dle Andreassena et al. (1990) zptisobuje
destrobilizaci a vypuzeni HD z téla mys$i. Na druhou stranu u potkant dochézi dle Hindsboa et al.
(1982) jen k malému zvySeni poctu téchto bunék i eosinofild v mukdze infikovanych jedinct. U
potkanii kmene Sprague-Dawley zpasobuje infekce HD produkci protilatek typu IgE (Harris a Turton,
1973). Ovsem mnozstvi IgE se velice li§i u riznych kmentd potkanti (Andreassen et al. 1999). U mysi
jako definitivnich hostiteltt HD prokézali Van der Vorst et al. (1988) ptitomnost IgA eozinofil.

Dale byly v souvislosti s infekci HD pozorovany poruchy hormonalni regulace metabolismu
tukd, které vedly ke snizeni syntézy mastnych kyselin v jatrech a varlatech hostitele. Dochazelo také
ke sniZeni hladiny krevni glukézy (Claveria et al., 2005; Mangoud et al., 1991; Rath a Walkey, 1987).
Isakk (1983) a Palmas et al. (1984, 1986) prokazaly ovlivnéni obranyschopnosti hostitele, realizované
protilatkami a T-lymfocyty. Dle Gabriele et al. (1986) tyto druhy imunitni odpovédi pifimo koreluji
s intenzitou infekce. Pfi slabSich infekcich (5 cysticerkoidi) je dle Hindsboa et al. (1982) hlavnim
divodem pro vypuzeni tasemnic ztéla hostitele reakce jeho imunitniho systému. Pfi silnéjsich
infekcich (25 - 30 cysticerkoidl), je jiz eliminace parazitl zpisobena predevsim ,,crowding efektem
samotnych parazitd (Harris a Turton, 1973; Chappell a Pike, 1976).

Pritomnost HD zptisobuje také zmény v reprodukénim chovani finalnich hostitelt. Willis a
Poulin (2000) zaznamenali, Ze samice potkana je schopna rozpoznat infekci HD ze stop v moci jejiho

potencialniho sexualniho partnera. S infikovanym samcem se proto nepafi.
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2.2 Toxikokinetika Pb v organismu terestrickych savcii

2.2.1 Vstup do zivocisného organismu / absorpce

Olovo vstupuje do zivociSného organismu inhalaci, ingesci a transkutidlné¢ (pouze
organoslouceniny) (Sinicropi et al., 2010). V zavislosti na mnoha faktorech (davka, délka expozice,
vék exponovaného jedince apod.) je obvykle po vdechnuti Pb prachu do krevniho fecisté vstiebano 30
- 40% Pb (Philip a Gerson, 1994). Jako rozhodujici se v téchto ptipadech jevi predevsim velikost
vdechovanych castic. Napf. u submikronovych ¢astic Pb dosahuje absorpce z dychaciho traktu az
95% (Hursh et al., 1969; Wells et al., 1975). Anorganické slouceniny Pb jsou jen minimalné
vstiebavany pokozkou. Oproti tomu skrze ni dobfe prostupuji tetractyl- nebo alkyl- olovo
(Papanikolaou et al., 2005).

Vzhledem k tématu této prace je zbytek podkapitoly 2.2 zaméfen na chovani Pb v organismu

peroralné exponovanych jedinct.

2.2.1.1 Lokalizace a mechanismus GI absorpce Pb

Gastrointestinalni (GIl) absorpce anorganického (AN) olova probihd piedev§im v tenkém
stievé (Mushak, 1991). Experimentalni studie na potkanech odhalily, ze k nejvyssi absorpci dochazi
v duodenu (9,7% z oralné piijatého Pb). V dalSich Castech tenkého stieva jiz absorpce Pb vyrazné
klesa, pficemz v jejunu se pohybuje okolo 3,9 % a vileu jen kolem 2,2 % z celkové pfijatého
mnozstvi. Castellino et al. (1995) uvadi, ze absorpci Pb v ostatnich partiich GI traktu (GIT) lze
povazovat za zanedbatelnou (0,88 % v Zzaludku a 0,14 % v tlustém stfevé). Elsenhans et al. (2011)
vSak prezentuji mySlenku, Ze absorpce Pb v zadni ¢asti tenkého stieva (ileu) mize byt fadoveé vyssi
nez v duodenu, nebot’ natravenina se zde zdrzi az 20krat déle nez v dvanactniku. Samotny
mechanismus vstiebavani Pb byl sledovan také in vitro na modelovych segmentech potkaniho stieva, i
in situ v prostfedi mysiho a kufeciho stieva (Aungst a Fung, 1981; Barton, 1984; Flanagan et al. 1979;
Mykkaken a Wasserman, 1981), dosud vSak neni plné objasnén.

Absorpce kovi ve stievé se obecné skladd ze dvou zakladnich krokd: a) transport pres
membranu z lumenu stieva do cytoplazmy bunék stfevniho epitelu, b) transport pies bazolateralni
membranu do ser6zni tekutiny a dale do krevniho fecisté. V interakci mezi bunikami stievniho epitelu
a Pb byly zatim zaznamenany dva zakladni procesy. Prvnim z nich je aktivni transport kovu do
tkanovych bunék nasledovany sérii transepitelarnich transportnich mechanismt (Barton et al, 1984).
Pocatek tohoto procesu probihé velice rychle a to jiz v prvnich 10 minutach kontaktu Pb se stfevni
mukozou. Dekaney et al. (1996) uvadi, Ze k prijmu a transportu Pb do stfevniho epitelu mohou byt
vyuzivany SH skupiny v bunécné membrané. Transepitelarni transport nasledujici po vstupu kationtti
Pb do bunék je naopak vyrazn¢ pomalejsi. Uvnitt stfevnich bun€k dochézi k reakci Pb s fosfatovou

skupinou za vzniku kovalentni vazby. Tento jev lze oznacit jako protektivni, nebot imobilizované Pb
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prestava byt dostupné pro dalsi epitelarni transport. Diky tomu je dle Blaira et al. (1979) k povrchu
serozy stfevnich bunék dopravena jen mala cast piijatého Pb.

Druhy mechanismus transportu Pb ze stfeva predstavuje pasivni difize bunkami stfevniho
epitelu, ktera probiha paralelné s absorpci vody (Blair et al., 1978). Pasivni difuze Pb je zavisla na pH
nebot’ pfi pH 4.4 probiha az 2X intenzivnéji nez pii standartnich hodnotach intestinalniho prostiedi.

Ze stfeva mize byt Pb absorbovano v ionizované podobé Pb*? i ve formé AN a organickych
(OR) komplexd. In vitro studie Oomena et. al. (2003a) ukazala, ze koncentrace absorbovaného
ionizovaného Pb*? jsou zanedbatelné oproti dominantnim fosfore¢nantim olova a komplexim olova
s kyselinou Zlu¢ovou. Komplexy s kyselinou cholovou ¢&i chenodeoxycholovou vSak mohou byt
labilni a tim zprosttedkovat transport ionizovaného Pb*? skrz bun&éné membrany (Barton a Conrad,
1978).

Celkova gastrointestinalni absorpce také kolisa v zavislosti na fyziologickém stavu (vek,
lacnéni, gravidita, dostateCny pfijem mineraltl) exponovaného organismu. Dal$im neméné dtlezitym
faktorem predurcujicim vstiebatelnost ANPb je pak fyzikalné-chemicka charakteristika poziené
slouceniny (velikost ¢astic, rozpustnost, speciace) a jeho davka. Nasledujici ¢ast této podkapitoly je

proto vénovana stru¢nému popisu vlivu jednotlivych vyse uvedenych faktord.

2.2.1.2 Vliv makro a mikroprvkii na absorpci Pb z GI traktu

Jak bylo uvedeno, mechanismus absorpce Pb z traviciho traktu zatim neni presné definovan.
Obecné se proto predpoklada, ze pronikani Pb stfevni mukozou a serdzou i uvnité bunék stfevniho
epitelu je analogické s jinymi bivalentnimi kationty, napf. Fe a Ca. Pb zfejmé vyuziva shodné
membranové pienaSece (Hammad et al., 1996; Yip et al. 1981); napt. mechanismus ozna¢ovany jako
transport bivalentnich kationt 1 (divalent metal transport 1 — DMT1 syn. DCT1 ¢i NRAMP2), ktery
je primarné urcen pro transport esencialnich kovii, ¢i kanalky pro transport Ca. Skute¢nost, ze DMT1
umoziuje kromé aktivniho transportu esencialnich kovi jako Fe, Zn, Mn, Cu, Co, (Ni) i pfenos
kationtdi Pb a Cd pies bun&¢né membrany potvrdil Gunshin et al. (1997). Mezi uvedenymi prvky a Pb
proto dochazi k tzv. kompetitivni kinetice, pii které méa ovSem napt. Fe 5x vyssi afinitu k DMT1 nez
Pb (Gunshin et al., 1997).

Jiz vroce 1978 prezentovali Ziegler et al. pfedpoklad, ze dostatek Fe v potravé dokaze
zabranit vstiebavani Pb ze stfeva. Pozdé&ji potvrdily prace Bradmana et al. (2001) i Mahaffeye a
Annesta (1986) spojitost mezi zvySenymi koncentracemi Pb v krvi (PbB) a deficitem Zeleza v dieté.
Bannon et al. (2002) dokonce uvadi, ze Fe mtze ptijem Pb kompletn¢ zablokovat. U potkanti vyvolal
nedostatek Zeleza ve vyzive zvysSeny piijem Pb, coZ bylo zfejm¢ zptisobeno navazanim Pb do proteini,
kam by se za normalnich okolnosti ve stievé navazalo zelezo (Bannon et al., 2003; Barton et al.,
1978b; Morrison a Quatermann, 1987). Na druhou stranu, prace Hershka et al. (1984), Lucase et al.
(1996) a Serwinta et al. (1999) neprokazaly zadné korelace mezi pfijmem Fe v potravé a mnozstvim

Pb v organismu. Pfi absorpci Pb z GI traktu se tedy zfejmé kromé€ mechanismu DMTI1, ktery je
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dominantni v duodenu, uplatiuje také proces nezavisly na DMT1 probihajici vileu, jak uvadi
Elsenhans et al. (2011).

Absorbci Pb ze zazivaciho traktu snizuje také dostatecny piijem vapniku (Bogden et al., 1992;
1995; Mahaffey et al., 1986). Mahaffey et al. (1986) a Ziegler et al., (1978) prokazali neptimou tméru
mezi mnozstvim piijatého vapniku a PbB u déti a Blake a Mann (1983) i Heard a Chamberlain (1982)
zdokumentovali niz§i mnozstvi absorbovaného Pb, pokud je podavano s uhli¢itanem vapenatym. Ke
stejnym zavéram dospél také Barton et al. (1978a) pti pokusu na potkanech. Naopak absence Ca
v tenkém stievé, ktera zplsobuje zmény v elektrickém naboji a velikosti extracelularnich kanalkd,
zvySuje vice neZ dvojnasobné pasivni transport Pb skrz té€sné spoje (zonulae occludens).

Podobné jako v pfipadé Fe/Pb a Ca/Pb muze dochdzet k interakcim s jinymi bivalentnimi

kationty: Cd, Co, K, Mg a Zn (ATSRD, 2007).

2.2.1.3 Vliv dalsich slouc¢enin na absorpci Pb z GI traktu

Mezi faktory redukujici mnozstvi vstiebaného Pb patii zvySeny obsah fosfatd, alkoholu a tuku
Vv potravé aj. (Blake et al., 1983; Blake a Mann, 1983; Barltrop a Meek, 1979; Barltrop a Khoo, 1975;
Heard a Chamberlain, 1982). Také kyselina askorbova (vitamin C) omezuje absorpci Pb ze stieva a to

" na Fe", ¢imz zvysi jeho vstiebatelnost a usnadni kompetici s Pb

tim, Ze v duodenu redukuje Fe
(Suzuki a Yoshida, 1979a,b). Inhibici absorpce Pb ze stfeva zprostitedkovanou kyselinou askorbovou
potvrzuji také Dawson et al. (1999), ktefi dale upfesiiuji, ze vitamin C ovliviiuje entero-hepatickou
recyklaci Pb diky katabolismu erytrocytll vice, nez zvy$ovanim mnozstvi Pb vylouceného renalnim
systémem. Pokud je vSak kyselina askorbova pfitomna ve stfevé spolu s tyrosinem, argininem ¢i
aminokyselinami s SH skupinou (cystin, cystein, metionin) je intestinalni absorpce Pb naopak zvysena
(Barton a Conrad, 1978; Garber a Wei, 1974). Uchikawa et al. (2009) a Beltcheva et al. (2012)
poukdazali na moznost, ze absorpce Pb z GI traktu mize byt omezena pfi konzumaci nckterych
potravinovych dopliik®, konkrétné pak fasy Parachlorella beyerinckii nebo zeoliti, které disponuji
vysokou sorpéni kapacitou pro Pb. Navazané Pb, které neni dostupné pro intestinalni absorpci, je pak
ve vét§i mife vyluGovano zexponovaného organismu ¢imZ se zefektivni proces detoxifikaci.
Khotimchenko et al. (2006) popsali vysokou sorpéni schopnost pro Pb u nékterych polysacharidi
(pektin a alginat) a prokazali, Ze ptitomnost téchto sloucenin v potravé omezuje absorpci Pb z GIT.
Zlu¢ oproti tomu vyrazng usnadiiuje transport kationtli Pb pfes mukézu epitelidlnich bungk.
V praci Bartona a Conrada (1978) vedlo podvazani zlu¢ovodt u potkani K redukci absorpce Pb az o
50 % (z 9,7 na 5,96 %). Obdobnych vysledkt dosahli také Cikrt a Tichy (1975), ktefi pfedpokladaji,
ze 7lu¢ obsahuje ligandy podporujici absorpci Pb. Absorpci Pb z GI traktu rostla také v piipadech, kdy
bylo Pb podavano spolecné se slouc¢eninami snizujici pH ve stfevé napft. citratem sodnym, kyselinou

citronovou a ovocnym dzusem (Garber a Wei, 1974).
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2.2.1.4Vvek

Bylo prokazano, ze gastrointestinalni absorpce Pb je vyssi v détstvi/u mladat (az 50 %),
zatimco dospéli jedinci vstiebavaji jen 10 — 15 % pfijatého mnozstvi (Heath et al., 2003; Markowitz,
2000a,b). Podobnych vysledki dosahli také Alexander et al. (1973, 1974) a Ziegler et al. (1978). Prace
Hearda a Chamberlaina (1982), Jamese et al. (1985), Rabinowitze et al. (1980) a Watsona et al. (1986)
uvadi pro dospélé dokonce pouze hodnotu 3-10% absorbovaného Pb pii oralnim podavani jeho
vodného roztoku. Vysoké podily absorbovaného peroralné pfijimaného Pb vykazuji naopak kojeni
jedinci oproti tém po odstavu (Cory-Slechta, 1990; Kostial et al., 1971). Intoxikovani mladi jedinci
opic absorbovali pfi peroralnim podavani octanu olovnatého 38% celkové davky, zatimco dospéli
jedinci pouze 26 % (Pounds et al, 1978) a mlad’ata potkand vstiebala z potravy dokonce 40 — 50 krat
vice Pb nez dospéla zvifata (Aungst et al., 1981; Forbes a Reina, 1972; Kostial et al., 1978). Tyto
rozdily mohou byt dle Weise a La Vella (1991) zpisobeny zménou potravy (z neonatalni na dospélou)
a postnatalnim vyvojem stfev. Vysoké procento potencialné¢ absorbovaného Pb a souCasna vysoka
frekvence specifického ,,hand-to-mouth® chovani u malych déti, predisponuje tuto skupinu lidské

populace Kk riziku zvySené peroralni expozice Pb.

2.2.1.5 Délka expozice a lacnéni

Experimenty prokazaly, Ze pii jednorazovém poZiti Pb piejde do krve pouze 6 % davky,
zatimco pii pravidelné konzumaci kontaminantu se toto mnozstvi zvysuje az na 60 — 80 % (ATSDR,
2007). Phillips at al. (2011) vsak ve svém 9 tydennim vyzivovém experimentu, realizovaném na
ovcich, nezaznamenali zmény v proporcialni absorpci peroraln€ podavaného Pb. Piijem Pb z traviciho
traktu zavisi také na mnozstvi piitomné natrdveniny. Cim vice je stfevo naplnéné, tim méné Pb
z traviciho traktu vstupuje do téla (Blake a Mann, 1983; Blake et al., 1983; Heard a Chamberlain,
1982, James et al., 1985, Maddaloni et al., 1998, Rabinowitz et al., 1980). James et al. (1985)
prokézali, ze pokud Pb pozie vyhladovély jedinec, vstieba se do jeho téla 63 % celkové davky, ovsem
pokud je Pb pfijimano jako soucast bézné potravy, absorpce ze stieva klesa pouze na 3%. Také Heard
a Chamberlain (1982) dosli ve své studii k podobnym zavérim. Na zakladé¢ uvedenych praci byl

stanoven koeficient absorpce u krmenych/la¢nicich intoxikovanych jedincd na 0,04 — 0,2.

2.2.1.6 Velikost davky

Beltcheva et al. (2012) stanovili ve své studii koeficient absorpce Pb stievni mukdzou jako
15% z peroralné ptijatého mnozstvi. Zda se tedy, Ze celkova GI absorpce Pb je zavisla na poziené
davce. Vztah mezi mnozstvim piijatého Pb a GI absorpci vsak neni zcela linearni (Conrad and Barton,
1978). Proces absorpce Pb ma ziejm¢ limitovanou kapacitu a proto se mize podil Pb, které je
absorbovano do t€la se vzristajici davkou naopak sniZzovat. Na zvifecim modelu popsali tento jev
Aungst et al. (1981), kdy po podani 1 mg Pb/kg absorbovali potkani 42 % davky, zatimco pfi podani
100 mg Pb/kg pouze 1 %. O slozitosti procesu absorpce Pb vypovida také fakt, Ze zatimco zavislost
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davka/mnozstvi Pb akumulovaného v tkanich (kost, jatra, ledviny) je linearni, pro vztah
davka/koncentrace Pb v krvi (PbB) linearita neplati (Casteel et al., 1997; Pocock et al., 1983; Sherlock
a Quinn, 1986, Sherlock et al., 1984).

2.2.1.7 Forma Pb

Intenzita absorpce Pb patrné piimo souvisi s formou Pb, které vstupuje do exponovaného
organismu. Nejéastéji jsou Vv této souvislosti zminovany 3 zakladni faktory: velikost Gastic,
rozpustnost slouéeniny a speciace Pb. Fleming (1998) uvadi, Ze mira absorpce je nepiimo imérna
velikosti pozienych ¢astic Pb. Stejny autor také uvedl, Ze z rozpustnych slou¢enin je Pb v Gl traktu
absorbovano ve vétsi mife nez z méné rozpustnych. Jak uvadi tabulka 1 rozpustnost slou¢enin Pb se

ovSem znacné lisi v zavislosti na tom, zda se jedné o vodu ¢i simulované st'avy GI traktu.

Tabulka 1: Rozpustnost vybranych slouc¢enin Pb (%)

Sloucenina Pb Uhli¢itan | Monoxid | Octan | Chlorat

H,0 0,8 0,5 99 97,4

Zalude¢ni §tava; pH 1,5
(HCI, pepsin, H,0) 96,1 90,7 | 996 | 984

Stievni §tava; pH 8,3

(NaHCO3), pankreatin, H,O) 31 0.5 174 0.6

Jiz Barltrop (1975) ve své studii porovnal absorpci sloucenin Pb s rliznou rozpustnosti,
pfi¢emz hodnotu 100% dostupnosti (rozpustnosti) ptfedstavoval octan olovnaty, s nasledujicimi
vysledky: Pb-kov (14%) < chroman olovnaty (44%) < naftenat olovnaty (64%) < octan olovnaty
(100 %) < uhlic¢itan olovnaty (164%). Vysokou hodnotu potencialni absorpce uhli¢itanu spojuje
olovnatému prokazal Barltrop (1975) u ftalatu, zatimco vstiebatelnost naftenatu a oktoatu byla vyrazné
niz$i. Freeman et al. (1994) dosli na zakladé méfeni PbB k zavéru, ze celkova biologicka dostupnost
peroralné piijatého octanu olovnatého je u potkant 15 %.

Podrobnéji se absorpci a nasledné toxikokinetice odlisnych forem Pb v exponovaném

organismu vénuje podkapitola 2.2.4.

2.2.2 Distribuce / akumulace v jednotlivych organech

Olovo, které vstoupi do organismu, je z99 % zabudovano do stén Cervenych krvinek ¢i
hemoglobinu a je zde navazano po dobu 30 - 40 dni u muz a o néco déle u déti a t€hotnych Zen
(Griffin et al., 1975; Chamberlain et al., 1978; Rabinowitz, 1991; Rabinowitz et al., 1976; O Flaherty
1993). Proces navazani Pb do krevnich bun€k je velice rychly nebot pouhych 5 minut po

intravenoznim podani Pb detekovali Hunder et al. (2000) v krvi 45 % administrovaného mnozstvi.
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V erytrocytech je Pb vazano né&kolika intracelularnimi proteiny, pfi¢emz primarnim vazebnym
ligandem je zde ALAD (dehydrataza kyseliny d-aminolevuové) (Bergdahl et al., 1997a; 1998; Sakai
et al., 1982, 2000; Xie et al., 1998). Zbylé 1 % absorbovaného Pb se nachazi v krevni plasmé a séru,
kde tvofi vazby hned s nékolika slozkami a proto Se zde existuje ve Ctyfech formach. Dle Al-
Modhefera et al. (1991) a Onga a Lee, (1980a,b,c) je 40 — 75 % Pb v krevnim séru a plasmé vazano na
albumin nebo jiné proteiny s relativné nizkou afinitou k Pb, napt. transferin (Brock, 1985). Dale se
muze Pb vyskytovat komplexované s ligandy s nizkou molekuldrni hmotnosti jakymi jsou amino-
nebo uhlovodikové kyseliny ¢i sulthydrilové slouceniny (napf. cystein, homocystein); mize byt ov§em
také pevné vazané na cirkulujici metalloproteiny. Extrémné nizké procento celkového mnozstvi Pb v
krevni plasmé pak tvoii volné (ionizované) Pb*" (Al-Modhefer et al., 1991).

Cirkulaci krve uvnitf téla je Pb po dobu 4 — 6 tydnt distribuovano do mékkych tkani — jater,
ledvin, aorty, mozku, plic, sleziny, ale také do kosti a zubll. U dospélych jedinct se ptijaté Pb z 80 —
95 % uklada do kosti (Hu et al., 2007; Rosin, 2009), u déti je tato hodnota pouze kolem 70 % (Barry,
1981; O’Flaherty, 1995). Proto maji déti v porovnani s dospélymi vyssi podil akumulovaného Pb
v mékkych tkanich (Patrick, 2006a). Hunder et al. (2000) prokazal, Ze jiz 5 minut po injekéni aplikaci
Pb je 15 % davky ulozeno v kostech a 10 dni po expozici je to az 95 %. Polo¢as odbouravani Pb
v kostech je mnohem del$i nez v erytrocytech a dosahuje podle riiznych autorii od 5-10 let (Drash a
Ott, 1988) az po 30 let (Rabinowitz, 1991). Ukladani Pb do kosti probiha pfedev§im v oblastech, které
prochazi nejintenzivngjsi kalcifikaci (Aufderheime a Wittmers, 1992). Mnozstvi Pb v kostech vzrista
S ptibyvajicim vékem (Wittmers et al., 1988) a v dospélosti je vétsina Pb v téle ulozena v kortikalnich
kostech a zubech (Rabinowitz, 1991). Drasch et al. (1987) ale prokazali, ze v urCitych kostech
(stehenni, panevni) dosahne akumulace maxima ve stfednim véku a poté postupné klesa.

Pb zabudované v kostech mize byt op€tovné mobilizovano a uvolnéno do krevniho obéhu
v procesu Gulsonem et al. (1996) nazyvaném endogenni kontaminace. Proto béhem nékterych
fyziologickych stavi jakymi jsou téhotenstvi, kojeni, osteoporéza spojenda s menopauzou nebo
chemoterapie stoupa mnozstvi Pb v krvi (Beaney et al., 1990; Berkowitz et al., 2004; Bonithor-Kopp
et al., 1986¢; Hermandes-Avila et al., 2000; Symanski a Hertz-Picciotto, 1995; Klein et al., 1998;
Markowitz a Weinberger, 1990; Nash et al., 2004; Silbergeld et al., 1988; Thompson et al., 1985).
Béhem téhotenstvi mize také Pb z kosti matky ptfechazet do kostry plodu (Gulson et al., 2003).

Mechanismus, diky kterému Pb vstupuje do mekkych tkani, dosud nebyl zcela objasnén
(Bressler et al., 2005). I zde ziejmé, podobné jako v ptipadé ¢ervenych krvinek, funguje interakce Pb
S transportnimi procesy Fe a Ca. Pb se v mekkych tkanich vyskytuje pfedevsim navazano na proteiny.
DuVal a Fowler (1989) a Fowler (1989) identifikovali cytosolické proteiny s vysokou afinitou k Pb
Vv ledvinach a mozku potkanti. Obdobné proteiny schopné vazat Pb izolovali Smith et al. (1998) také
v lidskych ledvinach. Ptitomnost specifickych proteinti pak zptsobuje odlisnou toxicitu Pb pro rizné

organy (Sinicropi et al., 2010). Pb se vaze také na metallothionein, ovSem na rozdil od kadmia ¢i
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zinku, neni povaZovano za jednoznacny spoustéé tvorby takovych proteinti (Eaton et al., 1980;
Waalkes a Klaassen, 1985).

Sohledem na mgkké tkané se nejvice Pb deponuje v jatrech a ledvinach (Barry, 1975;
Gerhardsson et al., 1986a; 1995b; Gross et al., 1975; Marques et al., 2006; Oldereid et al., 1993). Dalsi
podily jsou lokalizované sestupné (poradi dle koncentrace Pb) ve slinivce bfis$ni, vajecnicich, slezing,
prostaté, nadledvinkach, mozku, t€lesném tuku, varlatech, srdci a kosterni svaloviné. Schroeder a
Tipton (1968) definovali poradi jednotlivych organti s ohledem na podil celkového Pb akumulovaného
v téle nasledovné: jatra (33 %), kosterni svalovina (18 %), pokozka (16 %), pojivova tkan (11 %),
télesny tuk (6,4 %), ledviny (4 %), plice (4 %), aorta (2 %), mozek (2 %) a jedno procento ve zbytku
tkani. Orgény bézné testované na obsah Pb jsou svalovina, jatra, stievo, reprodukéni organy a ledviny
u savcu pripadné zabry u ryb a pefi u ptakl (de Buron et al., 2009). Projevem chronické expozice Pb je
zvySeni jeho koncentrace v celé fadé télnich struktur (Wachs, 1982). Naopak do¢asna expozice vys$§im
davkam Pb ¢i dlouhodobé piisobeni velice nizkych koncentraci, vede ke zvySeni jeho mnozstvi
piedevsim v jatrech a preferovanych organech akumulace té€Zkych kovi (Hofer a Lackner, 1995).
Polocas setrvani Pb v mékkych tkanich je dle Sinicorpi et al. (2010) nékolik tydni.

Pomér Pb akumulovaného v jednotlivych organech je pro rizné zivocisné druhy odlisny.
Napf. ledviny volné Zijicich rejska (Sorex araneus) v praci Tomaskové et al. (2003) obsahovaly 10
krat vice Pb, nez jatra, zatimco leradi et al. (2003) zaznamenali jen dvou — trojnasobné vyssi
koncentrace Pb v ledvinach v porovnani s jatry volné zijicich hlodavcid (Apodemus fluvicollis,
Clethrionomys glareolus). Torres et al. (2006) definovali hladiny Pb v jednotlivych organech volné
zijicich mysic v nasledujicim pofadi: ledviny > jatra > svalovina. Tersago et al. (2004) navic
upozoriuji, ze proces expozice a akumulace Pb v laboratornich podminkach se muze lisit od
ptirozeného zivotniho prostiedi.

Koncentrace Pb v mékkych tkanich jsou dle Barryho (1975) i Trebla a Thompsona (1997)
relativné konstantni po celou dobu Zivota. Nicméné Marques et al. (2005) detekoval niz$i koncentrace
Pb v kostech a ledvinach u starSich zvitat, zatimco hodnoty Pb v jatrech byly vyssi, nez u mladsich
jedinct. To mize vést k ndzoru, Ze distribuce Pb do jednotlivych organti a tkani se v pribchu Zivota
meéni. Zavislost akumulace Pb na vyvojovém stadiu jedince potvrzuje Kostial et al. (1978), kdyz zjistil,
ze u kojenych potkanti se v porovnani s dospélymi uklada vétsi podil administrovaného Pb do mozku,
nez do ledvin.

Mnozstvi Pb v téle obecné vzrista umérmné dobé expozice. Mysi, kterym bylo Pb podavano
V pitné vodé v mnozstvi 1 g.I't vykazovaly v jatrech po 15 dnech expozice koncentraci 4 pg/g susiny a
po 90 dnech uz dvojnasobné mnozstvi, tedy 8 pg/g (Marques et al., 2006). Topashka-Ancheva et al.
(2002) vsak zaznamenali béhem laboratorni expozice mys$i (Mus musculus) trvajici 120 dni vzristajici
jasny trend akumulace Pb pouze v kostech, zatimco koncentrace Pb v jatrech, ledvinach a sleziné

zacCaly po 60 dnech expozice vyrazné klesat.
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2.2.3 Metabolismus / exkrece

Metabolismus anorganického Pb (ANPb) se sklada predevsim z reverzibilnich reakei liganda
zahrnujicich vznik komplexti s aminokyselinami a thioly neproteinové povahy, ¢i vazbu s rozlicnymi
proteiny (DeSilva, 1981; Everson a Petterson, 1980; Goering a Fowler, 1987; Goering et al, 1986; Ong
a Lee 1980a; b; c; Raghavan a Gonick, 1977). Patrick (2006b) ov§em uvadi, Ze ANPb neni uvniti t€la
metabolizovano, ale je vyluCovdno v nezménéné podobé a to pfevazné v moci. Organické nebo alkyl-
olovo prochazi dle Bolanowské (1968) a Khoe a Thamanna (1931) v jatrech oxidativni dealkylaci na
metabolity s vysokou neurotoxicitou (triethyl- a trimethyl- Pb). Muze vSak probihat i kompletni
oxidace az na ANPb (Bolanowska, 1968).

Bez ohledu na zpiisob intoxikace je u dospélych jedincii béhem nékolika tydnd vylouceno
ztéla 99 % prijattho Pb zatimco u déti je v téle zadrzeno kolem 70 % Pb (ATSDR, 2007).
Intravenozné piijaté (i.v.p.) Pb je ztéla vylouCeno predevsim v moci a vykalech, pfi¢emz pomér
fekalni/urinalni exkrece je dle Chamberlaina et al. (1978) 0,5. Mechanismus fekalni exkrece i. v. p. Pb
neni dle Patricka (2006a) zatim zcela objasnén. Hunder et al. (2000) uvadi, Zze mize byt zplisobena
napt. deskvamaci intestinalnich enterocyti. Kazdopadné je ve vykalech z téla vyloucena asi 1/3 - 1/5
i.v.p. Pb (Robinowitz, 1976; Hunder et al., 2000). Samotné fekalni exkreci ziejmé predchazi sekrece
Pb do zluce (v jatrech), zalude¢nich §tav a slin. Exkrece Pb zluci byla prokazana kromée lidi také u
pst, potkanti a kralik (Klaassen a Shoeman, 1974; O Flaherty, 1993). Cast i.v.p. Pb je z organismu
eliminovana glomerularni filtraci a nasledné vylou¢ena mo¢i (Tsuchiya, 1986; Schramel et al., 1988).
Dle Hundera et al. (2000) jsou béhem 10 dni po i.v.p. renalni exkreci vylouéena vice nez 3 % Pb.

Po peroralni expozici Pb (300 ug/den) je vSak jeho vylucovani dosti odlisné, nebot’ ve
vykalech odchazi z organismu piiblizné 90 % denniho ptijmu a moci je odstranéno 12 % piijatého
prvku. Ostatni gastrointestindlni sekrece Pb zahrnujici napt. sliny, zalude¢ni §tavy, zlu¢ a produkty
pankreatu pak obsahuji asi 2,4 % denni davky Pb (Robinowitz et al., 1976). Pfi desetindsobné vysSich
davkach Pb (3 mg/den) vSak zaznamenal (Kehoe, 1987) pokles urindlni exkrece na pouhych 5 %.
Podobné jako u fekalni exkrece, neni jest¢ kompletné zdokumentovan ani proces, kterym je ANPb
vyluovano z organismu moci. Problémy ptedstavuje pfedevsim spravné méteni poméru glomerularni
filtrace (ATSRD, 2007). Olovo miize byt v mensi mife z té€la vylu¢ovano i nehty, slinami, potem nebo
v mateiském mléce (Hohnadel et al., 1973; Omokhodion a Cockford, 1991).

Za celem schematického popisu procesu absorpce, distribuce, akumulace a exkrece Pb u
intoxikovaného jedince byla vypracovana celda fada fyziologickych, farmakokinetickych a
farmakodynamickych modell. Farmakokinetické modely zahrnuji matematické vyjadieni piijmu a
dispozice prvku v organismu, ¢imz kvantitativn€ popisuji vztah mezi zédkladnimi biologickymi procesy
(Krishnan et al., 1994). Na jejich zaklad¢ je mozné odhadnout koncentraci Pb v cilovych organech
Vv zavislosti na rtiznych cestach pfijmu kontaminantu, jeho davce a druhu testovaného organismu

(Clewell a Andersen, 1985). Farmakodynamické modely pouzivaji matematicky popis procesu
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davka/odpovéd’, za ucelem kvantitativniho popisu vztahu davky, kterd dorazi do cilového organu a
reakce, kterou prvek vyvola, vetné jeho nésledné pfemény na metabolity.

Mnoho autorl sestavilo schémata piijmu Pb do organismu, jeho distribuce v téle a s tim
souvisejicich fyziologickych procesti, drah metabolismu i zptisobt vylucovani z téla (Krishnan et al.,
1994; Rabinowitz et al., 1976; O Flaherty, 1987; 1991b; 1993; 1995a; Legget, 1993; EPA, 1994 a; b;
Marcus, 1985a; b; c;). Zatim vSak neexistuje relevantni model biokinetiky ¢i biodynamiky Pb
Vv organismu zahrnujici pfitomnost a plsobeni gastrointestinalnich parazitli. Pro ucely této prace bylo
upraveno schéma US Environmental Protection Agency uvetejnéné v roce 1994. Z obr. 3 je patrné, ze
GI parazit mtze velice vyznamné ovlivnit chovani Pb v intoxikovaném organismu tim, ze zachyti ve
své tkani urcité mnozstvi kontaminantu, které by za normalnich okolnosti zasdhlo do nasledné
biokinetiky prvku, potencialné¢ by se ve vétsi mife akumulovalo v organech hostitele a piipadné
zvysilo intenzitu toxického efektu Pb na organismus. Neni dosud zndmé, zda parazit absorbovany
tézky kov také vylucuje z téla. Pokud ano, dostaval by se tento podil nepochybné do vykald hostitele a

navysil by tak podil fekalni exkrece Pb.

Obrazek 3: Schéma integrovaného modelu expozice/ptijem/biokinetika Pb v organismu
(upraveno dle EPA, 1994)
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2.2.4 Biodostupnost a toxikokinetika odliSnych peroralné prijatych forem

Pb

Pfi hodnoceni potencidlniho mnoZstvi kontaminantu, ktery se muze dostat do tkani
exponovaného organismu, se setkavame se dvéma ukazateli. Prvnim z nich je tzv. biodosazitelné
(bioaccessible - BAC ) mnozstvi, udavajici podil, ktery je organismu teoreticky piistupny po reakci
s médii zazivaciho traktu (Ruby et al., 1993). Biodosazitelnost se dnes hodnoti nejé¢asté&ji in vitro Gl
metodami (IVG) na zéakladé Physiologically Based Extraction Testu (PBET) (Ruby et al., 1996). Pii
ném jsou slouceniny sledovaného prvku rozkladany simulovanymi Stéavami zazivaciho traktu
(Zaludecni, pankreatické a intestinalni §t'avy, zlu¢ové kyseliny, sliny apod.) a sleduje se podil prvku
uvolnény do vzniklého roztoku. Predpokladad se, ze do exponovaného organismu muze byt realné
absorbovano pouze zjisténé rozpusténé mnozstvi prvku. GI $tavy mohou na slouceniny sledovaného
prvku pisobit odd€lené, ¢i v kontinudlnim procesu simulujicim co nejpfesnéji postupné stiidani
riznych trovni pH ¢i rizné délky zdrzeni v jednotlivych castech GI traktu. Data ziskand obéma
postupy se proto mohou i u stejnych slouc¢enin daného prvku poméme vyrazné lisit.

Druhym obecné uzivanym ukazatelem je pak piimo biodostupnost (bioavailability — BAV)
sledovaného prvku. Relativni biodostupnost, je experimentalné stanovovana in vivo, nebot udava
konkrétni podil prvku, absorbovany do tkani exponovaného organismu. Krom¢ samotné rozpustnosti
v médiich zazivaciho traktu, je BAV ovlivnéna schopnosti absorpce prvku skrz intestinalni epitel.
Ellickson et al. (2001) uvadi, Ze intestinalni absorpce je pfimo limitovana motilitou Gl traktu a
speciaci prvku (vazebné struktury — volné ionty vs. komplexy s exogennimi slouc¢eniny z potravy ¢i se
slou¢eninami Gl traktu). Hodnoty BAC jsou proto vyssi nez BAV (Ellickson et al., 2001).

Biodostupnost Pb je v porovnani s jinymi rizikovymi prvky hodnocena jako velmi nizka
(Phillips et al., 2011). To je patrné jeden z hlavnich divodi, pro¢ drtiva vétsina dosud publikovanych
védeckych studii hodnotila pfedev§im biodostupnost Pb piimo z kontaminované pidy. S ohledem na
zameéteni této disertacni prace vSak toto téma nebude dale podrobnéji feseno. Jen ojedinéle se setkame
s informacemi o BAC nebo BAV z béznych slozek potravy (napf. rostlinnych a zivoc¢isnych tkani).
Intawongse a Dean (2008) zdokumentoval za vyuziti PBET biodosaZitelnost Pb z riiznych druhi
zeleniny (salat, Spenat, mrkev a fedkvicka). Plisobenim simulovanych Zalude¢nich §tav byl v ramci
jejich studie uvolnén mensi podil (11 — 27 %) z celkového obsahu Pb v rostlinném materialu nez
pusobenim intestinalnich §tav (20 - 61 %). Biodosazitelnosti Pb z zivoci$nych tkani se vénovali Mateo
et al. (2011), ktefi dosli k zavéru, ze BAC podil Pb se vyrazné zvysi, pokud kontaminované tkané
projdou tepelnou upravou. Navic podil BAC Pb roste pfimo umérné hodnoté pH varného roztoku.
Regoli a Orlando (1994) v experimentu na myS$ich prokazali, ze se 1i§i BAV i uroven exkrece Pb
pochézejiciho z zivocisnych tkani (musli) a z octanu olovnatého. Tyto rozdily autofi pfi¢itaji odliSnosti
administrovanych chemickych forem Pb. Konkrétni specifikaci forem Pb pfitomného v muslich se

vSak tito autofi dale nezabyvali.
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2.3 Toxikologie olova

Existuji ¢etné védecké dikazy o tom, Ze Pb zpusobuje celou fadu zdravotnich problémi. Za
hlavni cilovy organ toxicity se dnes povazuje nervovy systém. Systémové ucinky Pb zahrnuji
gastrointestinalni poruchy, anemii, encefalopatii, hypertenzi, renalni selhani, poskozeni sluchu,
neuropatie, poruchy metabolismu vitaminu D, zpomaleni rastu, poruchy imunitniho systému,
dysfunkce nervového systému, behavioralni a kognitivni zmény, pokles inteligencniho kvocientu u
deti. Dale se toxicita Pb projevuje také poruchami vyvoje, nezadoucimi u¢inky na reprodukéni systém
a poruchami vedeni nervového vzruchu (ATSDR, 2007). Hromadéni Pb v organismu ovliviiuje vétsinu
zlaz s vnitini sekreci, oddaluje nastup puberty a snizuje plodnost u zen (Doumouchtsis et al., 2009). Pb
je specifické v tom, Ze u ného jako u jednoho z mala prvkil panuje mezi zainteresovanymi institucemi
(CDC, ATSDR, EPA) shoda o tom, Ze jeho toxické ucinky musi byt povazovany za bezprahové
(Patrick, 2006b).

Patogeneze toxicity Pb zahrnuje mnoho faktorG. Pb pfimo naruSuje aktivaci enzymd,
kompetitivné potlacuje absorpci nekterych dulezitych stopovych prvki, vaze se na thilové proteiny a
porusuje tak syntézu strukturalnich proteinii, ovliviiuje homeostazu vapniku a snizuje hladinu
dostupnych rezerv thiolovych antioxidantd uvnitf téla (Ercal et al., 2001). Stejn¢ jako jiné toxické
kovy mé Pb tendenci katalyzovat oxidativni reakce a vytvaret reaktivni formy kysliku (hydroperoxidy,
peroxid vodiku a singletni kyslik). Tim piispiva k produkci volnych radikali. Ni¢ivé G¢inky volnych
vyvolanych intoxikaci Pb (Patrick, 2006b), pficemz citlivost k vyvolanému oxida¢nimu stresu je
zé4visla na staii jedince (Tandon et al., 2002). Témto zménam Ize predchazet zvySenim dostupnosti
antioxidantd na bunécné Urovni. Mezi takové slouCeniny patti dle Gurera a Ercala (2000) napt. N-
acetylcystein (Ercal, 1996; Neal, 1997), zinek (Batra et al., 1998; Flora et al., 1982), vitamin Bg (Mc
Gowan, 1989; Tandon et al., 1987), vitamin C (Dalley et al., 1990; Patra et al, 2001) a E (Levander et
al., 1977, Chaurasia a Kar, 1997; Packer, 1991), selen (Flora et al., 1982; Othman a Missiry, 1988),
taurin (Selvaraj et al., 2006), methionein (Jurzus et al., 2006; Patra et al., 2001) a alfa-lipoova kyselina
(Pande a Flora, 1982; Packer a Witt, 1995; Sivaprasad et al., 2002;). Tyto latky potlacuji ni¢ivé Géinky
Pb a zvysuji efektivitu chelatl, vyuzivanych pfi odstrafiovani nasledki intoxikace Pb (Flora et al.,
1994; 2003; 2004; Sivaprasad et al., 2004). Dle studie Hofmanna a Segewitze (1975) vSak chelatové
terapie neni vhodna pfi feSeni akutnich intoxikaci Pb. Tandon et al. (2001) prokazal, ze negativni
ucinky pasobeni Pb byly u mysi redukovany konzumaci ¢erstvého Cesneku, ktery podnécuje tvorbu
gluthathionu, biosyntézu metalothioneneinli a podobnych proteind a ma antioxidaéni vlastnosti.

Kvalita fady védeckych zjisténi vSak dnes jeSté neni dostateéna k tomu, aby bylo mozné
provést relevantni odhady pro vS§echny znamé ucinky olova. Dostate¢ny objem informaci, pro seridézni
posouzeni vztah davka/odpoveéd byl ziskadn a popsan pro nasledujici vlivy Pb: neurotoxické ucinky

(pokles inteligencniho kvocientu), vzestup krevniho tlaku, gastrointestindlni u¢inky a anemie. Bylo
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vSak prokdzano, ze vztah davka/tCinek neni linearni, ale spiSe kvadraticky, nebot pii nizSich

hodnotach PbB je nartist projevi silngjsi nez pii vysokych hladinach PbB (ATSRD, 2007).

2.3.1 Vliv na gastrointestinalni trakt a jatra

Expozice vysokym davkam Pb vyvolava koliky GIT (ATSRD, 2007). Mezi dalsi symptomy
patii bolesti bficha, nevolnost, zvraceni, zacpa, paralyza stfev, poruchy pfijmu potravy a ubytky vahy.
Tyto pfiznaky se dle Mudipallho (2007) projevuji pii PbB 30 — 80 pg/dl zatimco dle studie ATSRD
(2007) pti PbB 100 — 200 pg/dl. Pozteni Pb je dle Mudipallho (2007) jednou z hlavnich pfi¢in jeho
toxického vlivu na jatra. Béhem intoxikace Pb se v jatrech zvySuje hladina metalothionein (Maitani
et al., 1986), coz predstavuje ochranny mechanismus proti toxickym vlivim Pb (Rosenman, 2000).

Pro testovani funkce jater jsou monitorovany hladiny AST (asparat aminotrasferazy) a ALT
(alanin aminotrasferazy) v séru ¢i jaternim homogenizatu. Singh et al. (1994) sledovali pokles obou
zminénych faktor v jaternim homogenizatu u potkanti intoxikovanych po dobu ¢tyf tydnl octanem
olovnatym. Phillips et al. (2011) prokazali negativni vliv Pb na proces traveni u piezvykavcu
projevujici se snizenou schopnosti stravitelnosti dlouhych ¢astic potravy. Vysoké davky Pb pak maji
primy patologicky ucinek na GI systém projevujici se napf. dilataci mikrocirkulace v Zalude¢ni sliznici
doprovazené odlupovanim povrchovych bunék sliznice (Verschoyle a Little, 1981) ¢i poruSenim
vrstvy glykokalixu doprovazené vyskytem degenerativnich 1ézi na povrchu stfevnich klku, jejich

deformacemi az uplnou absenci (Tomczok eta al., 1988).

2.3.2 Vliv na nervovy systém

Dle WHO (1996) jsou dnes neurotoxické uc¢inky Pb zvefejné zdravotniho hlediska
povazovany za nejvyznamnéjsi. Neurologicky efekt Pb je vysvétlovan schopnosti napodobovat nebo
inhibovat procesy, které jsou zavislé na pfitomnosti vapniku a také schopnosti Pb interagovat
S bunécnymi proteiny. S nejveétsi pravdépodobnosti sehrdva zasadni lohu substituce vapniku olovem,
resp. touto cestou zprostfedkovana interference Pb sroli Ca jako druhého posla v neuronech
(Needleman, 2004). Cheong et al. (2003) v in vitro experimentu prokazali, Ze transport Pb do
potkanich astrocyti probiha nejméné dvéma riznymi mechanismy. P¥i pH 5,5 vstupuje Pb do
astrocytl za vyuziti DMTla jeho pfijem je proto vyrazné inhibovan zvySenym mnoZstvim
extracelularniho Zeleza. Druhy mechanismus transportu, probihajici pfi pH 7,4 nebyl zatim jasné
definovan, mize vSak byt inhibovan specifickymi pifenaseéi aniontl. Pb inhibuje synaptickou
transmisi tim, ze blokuje napétim regulovany kalciovy kanal, ¢imz inhibuje vstup kalcia do bunky a
uvolnéni neurotransmiterti. Nejvaznéjsi neurologicky efekt Pb je encefalopatie vznikajici pti akutnich
intoxikacich (Needleman, 2004). K encefalopatii dochazi pii hodnotach plumbémie kolem 90 pg/dl (u
déti) a 140 ug/dl (u dospélych).
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Mezi prvotni neurologické pfiznaky intoxikace Pb patii neklid, podrazdénost, bolest hlavy,
snizend reak¢ni rychlost, ztrita paméti a porucha kognitivnich funkci. Dale jsou Siroce
zdokumentované poklesy 1Q u déti a behavioralni problémy vyvolané expozici Pb. Poruchy uceni byly
potvrzeny i studiemi na potkanech (Cory-Slechta, 1997). Tyto poruchy jsou ziejmé zpusobené
zménami transmitert v mozku (dopamin, cholin, glutamin), které expozice Pb vyvolava (Davis a
Svendsgaard, 1990). Nejvice neurotoxickych efektli v porovnani s vys$§imi hodnotami plumbémie
vznika pti PbB do 10 ug/dl. Divodem muize byt to, Ze nizké davky Pb v téle nevyvolaji obranné
mechanismy (indukce metalothioneninu a glutationu), eliminujici vlivy Pb (Bae et al., 2001; Cranfield,
2003).

2.3.3 Vliv na kardiovaskularni systém

Pb zpiisobuje rozliéné kardiovaskularni zmény u lidi i zvifat (Vaziri a Sica, 2004). Studie na
zviratech prokazaly, ze dlouhodoba expozice Pb mize vyvolat zvySeni krevniho tlaku u potkant
s nedostatky ve vyzivé (Carmignani et al., 1988; Iannaccone et al. 1981; Khalil-Manesh et al., 1993;
Victery et al., 1982a;b) a umoznili identifikovat pfipadné mechanismy tohoto vlivu (Carmignani et al.,
2000; Ding et al., 1998; Gonig et al., 1997; Purdy et al. 1997; Vaziri a Ding, 2001; Vaziri et al.,
1999a;b; 2001) Schwartzem (1995) provedena meta-analyza 15 praci odhalila signifikantni asociaci
mezi expozici Pb a zvySenim krevniho tlaku u muzské casti lidské populace. Dle tohoto autora pokles
plumbémie z 10 na 5 pg/dl koreluje s poklesem systolického tlaku o 1,25 mm Hg. Podobné vysledky
ve své praci prezentuji i Nawrot et al. (2002), Pirkle et al., (1998), Schwartz (1988), Staessen et al.
(1994) i analyzy dat ziskanych v ramci National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES
IT). Asociace mezi krevnim tlakem a expozici Pb u Zen neni dokumentovan tak dobfe. Nicméné dle
Nawrota et al. (2002) vyvola zdvojnasobeni koncentrace Pb v krvi u Zen vzestup systolického
krevniho tlaku o 0,8 mm Hg.

Zvysené hladiny Pb v krvi (20-29 pg/dl) vyznamné koreluji se vSemi obéhovymi poruchami a
umrtim na kardiovaskularni choroby (Lustberg a Silbergeld, 2002). Kishimoto et al. (1995) v in vitro
experimentu prokézal, Ze Pb inhibuje samotnou tvorbu krevnich kapilar. Expozice Pb zplsobuje
zmény v metabolismu tukti a to predevsim zvySeni peroxidace tuki a snizeni aktivity krevni superoxid
dismutazy (Adonaylo a Oteiza, 1999). Tim mtze dojit k naruseni tkdniovych membran, coz nasledné
vede ke zvySenému riziku vaskuldrnich onemocnéni. Skoczynska et al. (1993) zaznamenala u potkanti

po podavani malych davek Pb atrofii elastickych vlaken v aorté.

2.3.4 Poruchy krvetvorby

Olovo, jako dvojmocny kationt ovliviiuje diky své vysoké vazebné kapacité pro thiolproteiny
enzymy a strukturalni proteiny. Prostfednictvim inhibice enzymd, ucastnicich se na biosyntéze hemu

vede expozice Pb ke vzniku anemie. Vznik anémie pii intoxikaci Pb je zplisobovan kombinaci dvou
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faktorti. Jednak poklesem syntézy hemoglobinu (v dasledku poruchy syntézy hemu a globulinu), za
druhé pak zkracenim doby pfezivani erytrocytd (ATSDR, 2007; National Research Council, 1995).
Mezni hodnota plumbémie pro iniciaci nepfiznivych vlivli na krvetvorbu je udavana kolem 50 pg/dl u
dospélych a o 10 pg/dl méné u déti. Schwartz et al. (1990) vSak posouva hranici pro hematologické
ucinky na hodnotu 20 pg/dl a naopak studie institutu ATSDR (2007) pracuje v souvislosti s anemii
S hodnotou nékolikanasobné vyssi, 70 pg/dl u déti a 80 pg/dl u dospélych.

Mezi dobfe zdokumentované zmény krevnich parametrii vyvolané expozici Pb patii napf.
snizeni poctu Cervenych krvinek, hematokritu, a MCH (stfedni korpuskularni hemoglobin) (Marques
et al., 2006; Rice, 1996). Ve studii Topashka-Ancheva et al. (2002) byl po expozici Pb zaznamenan
pokles hemoglobinu, a celkového poctu bilych krvinek, zatimco hodnoty cervenych krvinek a
hematokritu béhem 120 dni expozice naopak stouply. Béhem uvedené expozice se také snizila télesna
teplota pokusnych zvifat a jejich té€lesnd vaha. Oproti tomu Mahaffey et al. (1981) nezaznamenali
behem administrace Pb zadné tibytky na vaze ani snizeny pfijem krmiva. Z hlediska hematologickych
parametrit uvadi tito autoii v dusledku Pb zvySeni poctu cCervenych krvinek a pokles hladiny
hematokritu i hemoglobinu. U potkani perordlné exponovanych extrémné znecisténé puadé

zaznamenali Szakova et al. (2012) obranou reakci manifestovanou nartistem poctu leukocytt.

2.3.5 Vliv na renalni systém

Intoxikace Pb zptisobuje poskozeni proximalnich tubulll, glomerularni sklerézu a intersticialni
fibroézu. Pfiznaky zahrnuji enzymurii, proteinurii (pti PbB > 30 ug/dl), poruchy transportu glukézy a
organickych aniontdi a snizeny pomér glomerularni filtrace (pti PbB < 10 ug/dl) (Diamond, 2005;
Goyer, 1989; Loghman-Adham, 1997). Chronicka expozice nizkym davkam Pb je spojena s rozvojem
chronické renalni nedostate¢nosti (pii PbB > 50 ug/dl) (Pollock a Ibels, 1988). Riziko chronické
poruchy renalniho systému spojené s poklesem glomerularni filtrace vSak nastava jiz pti PbB < 6 pg/dl
(ATSRD, 2007). Hodnoty PbB nad 50 pg/dl vedly u pokusnych zvitat az ke glomerularni skleroze
(Aviv et al., 1980, Khalil-Manesh et al. 1992a; 1992b). Az k 50% poklesu glomerularni filtrace navic
dochazi bez jakychkoliv méfitelnych zmén exkrece kreatininu do krevniho séra (Brady et al., 2000).
Oproti tomu nartst glomerularni filtrace byl Khalil-Maneshem et al. (1992a) pozorovén pii pocatecni
fazi chronického poskozeni ledvin u potkant.

Jako dusledek intoxikace Pb jsou poté pfi histologickém vySetfeni tkané ledvin casto
pozorovatelné patomorfologické zmény, napft. téliska intranuklearnich inkluzi, tmavé otoky a zdufeni
mitochondrii (Biagini et al., 1977; Cramer et al., 1974, Mahaffey et al., 1981; Wedeen et al., 1975;
1979). U pokusnych hlodavcti vyvolala expozice Pb dokonce nadory renalniho systému (ATSRD,
2007)
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2.3.6 Ostatni vlivy expozice Pb

Pb interferuje s pfeménou vitaminu D na 1,25-dihydroxyvitamin D — jeho aktivni hormonalni
formu (Mahaffey, 1982) a zvySené hodnoty Pb v krvi (nad 62 pg/dl) souvisi se snizenim vapniku
v krevnim séru. Nicmén¢ vliv Pb na vitamin D se neprojevi, pokud strava obsahuje dostatek Ca,
vitaminu D a fosforu a pokud jsou hodnoty PbB pod 20 pg/dl (Koo et al., 1991). Olovo je dle Agency
for Research on Cancer povazovéano za potencialni lidsky karcinogen — tfida 2B (Rousseau et al.,
2005) a jeho anorganické slouceniny za karcinogen pravdépodobny — tida 2A (Garcia-Leston et al.,
2010). Expozice Pb snizuje u potkanti piijem potravy (O’Flaherty et al., 1986). Ztratu chuti k jidlu u
intoxikovanych jedinct potvrzuje také Ma (1996).

Octan olovnaty je dalezity imunotoxicky faktor pro aktivitu fagocytl, stejné jako humoralni a
bunéénou imunitu (Bunn et al., 2001; Bishayi a Sengupta, Dietert et al., 2004; 2006; Institoris et al.,
1999). Pb zpusobuje zmény v subpopulaci T-bunék a zvysené hladiny PbB jsou spojeny se zvy$enou
hladinou IgE v krevnim séru. Studie ATSRD (2007) uvadi, ze vliv na bunééné komponenty imunity je
vyznamnéjsi, zatimco humoralni imunitni systém neni Pb pfili§ ovlivnén. Vyzkumy provadéné na
zvitatech vSak potvrzuji zmény jak v bunécné, tak v humoralni imunité exponovanych jedincd,
pficemz k ovlivnéni mize dochézet také v situacich, kdy je vlivu Pb vystaven organismus matky pfi
samotném téhotenstvi, ¢i pfi nasledném kojeni. Oba zminéné ptipady vedou k poklesu protilatek,
poklesu 19G v krevnim séru, snizeni aktivité lymfocytt, poklesu hmotnosti brzliku a jinym alternacim
imunitniho systému mlad’at (Bunn et al., 2001a; Faith et al., 1979, Luster t al., 1978; McCabe et al.,
1999; Talcott a Koller, 1983; Snyder et al., 2000). Vysledky ziskané v pokusech se zvifaty vSak
samoziejmé nelze zcela bez omezeni extrapolovat na lidskou populaci, nebot’ imunitni funkce zavisi
na druhu zvifete, pohlavi i vyvojovém stadiu jedince (ATSRD, 2007).

Zménény imunitni status jedince mtize také souviset s naslednym napadenim parazity. Béhem
expozice Pb prokazali Tersago et al. (2004) sniZzenou rezistenci mySice lesni (Apodemus sylvaticus) k
GI hlistici Heligmosomoides polygyrus, ov§em vyskyt jinych podobnych paraziti Syphacia stroma ¢i
ektoparazitickych roztoct (larvy klistat) se se vzrstajicim mnozstvim kontaminace zivotniho
prostfedi Pb nijak neménil.

Americka Agency for Toxic Substances an Disease Registry uvetejnila naposledy v roce 2007
souhn doposud publikovanych studii, vénujicih se vlivim Pb na zdravi jak u lidi, tak u zvitat

Vv zavislosti na riiznych zpiisobech ptijmu Pb (inhalace/ingesce/perkutanni vstup) viz obr 4.
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2.4 Akumulace rizikovych prvkii v GI helmintech

2.4.1 Mechanismy absorpce rizikovych prvki v tkani GI helminti

lonty Pb mohou prochazet paracelularni difuzi pies epitelarni membranu Gl traktu hostitele a
vstupovat do jeho krevniho obéhu. Tim jsou distribuovany do riznych organii v celém téle. Portalnim
ob¢hem se dostavaji i do jater. Zde je vétSina Pb z krve odstranéna a vylucovana zluci zpét do
traviciho traktu (stfeva) hostitele. Pb vazané v Zluci poté muize byt opétovné resorbovano stfevni
sténou, vylouceno ztéla ve vykalech anebo v pfipad¢ pfitomnosti gastrointestinalniho parazita
absorbovano jim. Tento proces je proto zdkladem potencidlni akumulace tézkych kova (nejen Pb)
v tkani gastrointestinalnich parazit, ve kterém hraje dle Surese a Sidalla (1999) vyznamnou ulohu
prave zluc.

Prvotni studie zabyvajici se obsahem tézkych kovi v parazitech vznikaly v polovingé 19.
stoleti, ovSem tykali se pfedev§im jednobunécnych parazitd. Z 80. let minulého stoleti pochazi prvni
prace tykajici se vyskytu rizikovych prvki (i Pb) v helmintech, konkrétné ve skrkavkach Ascaris suum
(Greichus a Greichus, 1980; Ince, 1976). O n¢kolik let pozdéji se pak Riggs et al. (1987) vénuje
dospélym tasemnicim Bothriocephalus acheilognathi. Za zakladni prace v oboru akumulace tézkych
kovii gastrointestinalnimi parazity (helminty) dnes miZzeme povazovat studie Surese at al. (1994a; b;
c; 1999), Surese a Taraschewskeho (1995) a Zimmermana et al. (1999).

Béhem uplynulych dvou dekéad pak bylo publikovanych mnoho vysledku, které¢ prokazuji, ze
gastrointestinalni parazité (tasemnice, hlistice, vrtejsi) jsou schopni akumulovat ve svych tkanich
nekteré t€zké kovy a rizikové prvky (Barus et al., 2001; 2007; Genc et al., 2008; Jankovska et al.
2007; 2008; 2010; Landsberg et al. 1998; Retief et al., 2006; Schludermann et al., 2003; Sures 2003,
2004; Sures a Sinddall, 2003; Thielen et al., 2004; Tekin-Ozan a Kir, 2005, 2008; Tenora et al., 2000;
Torres et al., 2004, 2006; Turcekova et al., 2002). Helminty vSak nelze povazovat za univerzalni
akumulatory vSech slouCenin. GI parazité maji ve své tkani jen velmi nizké procento tukd, a proto
nejsou schopni koncentrovat napiiklad organické latky a polutanty, které jsou prevazné lipofilni, ve
veétsi mife, nez organy hostitelt (Heinonen et al., 1999). Z téchto divodu dle Evanse et al. (2001)
ovliviiyje pfitomnost paraziti predevsim hostiteliv ptijem hydrofilnich slouc¢enin a n¢kterych kovi.

V navaznosti na tato zji$téni, stanovili Sures et al. (1999) tzv. bioakumulaéni faktor,
vypovidajici o poméru prvku akumulovaného v parazitovi ku mnozstvi v tkani jeho hostitele:

BF = C (prvek) V parazitovi/ C ek V tkéni hostitele.

Tento faktor se dnes hojné pouziva ve studiich, které se vénuji akumulaci prvka (tézkych
kovil) v parazito/hostitelském systému. V souvislosti s tim, je také nutné zminit faktor biokoncetra¢ni
(BF), ktery udava pomér mezi prvkem akumulovanym v tkéni zivo¢icha ku mnozstvi prvku v okolnim

prostiedi, ale nemé pfimy vztah k systému hostitel/parazit.




Byly prokazany také rozdily ve schopnosti jednotlivych skupin gastrointestinalnich parazitl
V urovni bioakumulace kovt (Barus et al., 2003; Jankovska et al., 2010a; Sures et al., 1997; Tenora et
al., 2000 Vidal-Martinez et al. 2009). Dle Surese et al. (1995, 1997) byly nejvétsi koncentrace kovii
odhaleny u vrtejs$t a tasemnic (dospélcl, uvnitf stfeva hostitele). Niz§i mnozstvi rizikovych prvku
dokazi akumulovat vyvojova stadia tasemnic, Zijici v télni dutin¢ mezihostitele (Gabrishanska a
Nevada, 1996; Pascoe a Cram, 1997). Urovné akumulace t&Zkych kovi u hlistic se velice lisi mezi
jednotlivymi studiemi a nelze je zatim pfili§ zobecnovat. V piehledu de Burona et al. (2009) se
setkavame s nazorem, Ze tasemnice a vrtejsi akumuluji tézké kovy efektivnéji nez hlistice a motolic a
Sures et al. (1999) upfesnuje, ze vrtéjsi akumuluji vice tézkych kovt nez tasemnice. Toto tvrzeni vSak
nelze brat jako jednoznacnou pravdu, nebot’ samotnd akumula¢ni schopnost parazita je ovlivnéna
mnoha Ciniteli.

Mezi faktory, které hraji roli v mnozstvi Pb akumulovaného v Gl parazitovi (tasemnici) patii
napi. vék a velikost. Zatimco Woelfl et al. (2008) uvadi, Ze pomér obsahu Pb prikazné¢ klesa
s pribyvajici velikosti téla tasemnice (uvazovana hmotnost susiny) a mensi jedinci tak akumuluji az 80
krat vice Pb nez ti velci, Sures et al. (1997) zaznamenal pifimou pozitivni umérnost mezi velikosti téla
tasemnice a mnozstvim Pb v ni naakumulované¢ho. Woelfl et al. (2008) si své vysledky obhajuje tim,
ze mens$i jedinci maji v poméru k celkovému objemu téla vétsi plochu tegumentu, ptes ktery dochazi
k absorpci vsech slouc¢enin. Oproti tomu Sures et al. (2003) uvadéji, ze mensi rozméry vykazuji mladsi
jedinci, u kterych je také krat$i doba dosavadni expozice a tedy i potencidlné men$i moznost
akumulace pfislusného prvku. Riggs et al. (1987) a Sures et al. (1997) prokazali, Ze nejvice Pb se u
tasemnic koncentruje v gravidnich proglotidech, a proto je pro standardizaci stanoveni obsahu tohoto
prvku nutna dokonald homogenizace strobily tasemnice. V téle vrtej$a je Pb distribuovano nasledovné

cementové zlazky > testes > lemnisky > vaji¢ka = tegument (Sures et al., 2000b).

2.4.2 Terénni studie

Prvotni z4jem byl v této problematice vénovan parazito/hostitelskym spolecenstvim ve
vodnim prosttedi. I kdyz se cela fada studii vénuje marinnim ekosystémtum (MacKenzie et al., 1995),
mnoho praci dokumentuje hostitele ze sladkovodnich biotopti a pochazi piimo od ¢eskych autori.

Pokud jsou parazité pritomni volné v t€lni dutiné (mezi)hostitele jako napt. plerocerkoidy
tasemnice Ligula intestinalis nebo hlistice Philometra ovata, byly v nich zdokumentovany 15 krat,
respektive 106 krat vyssi koncentrace Pb nez ve svaloviné jejich hostitele (Tenora et al. 2000). Jirsa et
al. (2008) analyzoval obsah Pb v tasemnici Caryophyllaeus laticeps a organech jejiho finalniho
hostitele ostroretky st€éhovavé (Chondrostoma nasus). V jeho studii byly koncentrace Pb v tasemnici
9,7 krat vyssi nez v jatrech ostroretky, které obsahovaly nejvice Pb ze vSech sledovanych organt.

Jednim z recentnich zdokumentovanych vysledkl je 11 nasobna akumulacni schopnost pro Pb u
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vrtejst (Acanthocephalus lucii) parazitujicich ve stievech okount (Perca fluviatilis) (Jankovska et al.,
2011).

Cetné prace, dokladajici bioakumulaéni schopnosti GI paraziti u volné Zijicich zvifat, se
zaméfila na ptaky, jako findlni hostitele tasemnic. Baru§ et al. (2000) zdokumentoval vys$si
koncentrace Pb v tkani dospé€lce Liguli intestinalis v porovnani se svalovinou a jatry jejiho
definitivniho hostitele kormorana velkého (Phalacrocorax carbo). Price Kra¢mara et al. (2000) a
Tenory (2000) potvrzuji tyto zjisténi i u jinych dvou druht tasemnic (Confluaria capillarioides,
Mesocestoides perlatus) a jejich finalnich ptacich hostitelt (Podiceps cristatus, Accipiter gentilis).
Dalsi podobné zévéry piinasi také studie Torrese et al. (2010). I oni detekovali vyssi mnozstvi Pb,
akumulovaného v tasemnici (Raillietina micracantha), nez v mé&kkych tkanich holubi (Columba
livia). Pii srovnani nékolika druhi ptaéich tasemnic zjistil Baru§ (2000) nejvyssi koncentraci Pb ve
strobile Cladotaenia globitera parazitujici u kdnéte lesniho (Buteo buteo).

Jako tfeti oblast zajmu vyzkumnych pracovnikli 1ze oznacit terestrické prostiedi, na které se
jejich pozornost upira teprve nékolik poslednich let. Jankovska et al. (2010) sledovali obsahy
rizikovych prvkd v organech lisky obecné (Vulpes vulpes) a jejich parazitt Mesocestoides spp.
(Cestoda) a Toxascaris leonina (Nematoda). U zvifat, kde byli pfitomni oba tito parazité, vykazovaly
tasemnice 52 krat (hlistice 8 krat) vyssi koncentraci Pb nez jatra a ledviny parazitovanych zvirat. U
napadenych hostitell se v souvislosti S vyskytem paraziti dle autorG 2 — 3 krat snizil obsah Pb
V ledvinach. Barus§ et al. (2003) oproti tomu odhalili vyssi obsahy Pb v hlisticich (Protospirura
muricola) neZ v tasemnicich (Inermicapsifer arvicanthidis) rypose stiibfit¢ého (Heliophobius
argenteocinereus). 1 presto byly koncentrace Pb v parazitech vétsi nez ve svaloviné a jatrech
definitivniho hostitele.

Studie tykajici se akumulace tézkych kovt GI parazitll v suchozemském prostiedi jsou z velké
¢asti vénovany drobnym, volné Zijicim hlodavcim (Jankovska, 2008, 2009, Sures et al., 2003; Torres
et al.,, 2004, 2006). Sures et al. (2003) a Torres et al. (2004) zdokumentovali vysokou akumula¢ni
schopnost pro Pb u tasemnice Gallegoide sarfaai a o dva roky pozdéji pro tasemnici Skrjabinoteania
lobata v jeho pfirozeném definitivnim hostiteli, mySici lesni (Apodemus sylvaticus). Bioakumula¢ni
faktor byl u téchto dvou druhti 6 a 8,5 pro ledviny, 20 a 53,2 pro jatra a konecné 24 a 81,4 pro
svalovinu. O n¢kolik let pozdé€ji publikovali podobna zjisténi Jankovska et al. (2008, 2009), jejichz
prace potvrzuje vysoké pro jatra (37 a 36) i ledviny (7,3 a 4,7) u tasemnice Paranoplocephla dentata
u drobnych hrabost (Microtus agrestris) a nornikt (Clethrionomys glareolus). Je vhodné podotknout,
ze ve studii Jankovské et al. zroku 2008 nebyl prokdzan typicky pokles obsahu Pb v organech

parazitovanych zvifat oproti jedinctim neparazitovanym. Tento rozdil se vSak projevil u zinku.
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2.4.3 Experimentalni studie

Dle Vidal-Martineze et al. (2009) je pro pochopeni vztahii mezi parazitismem a expozici
hostitele specifickym kontaminantem nezbytné experimentalni ovéfeni poznatkl ziskanych z polnich
studii. Proto v poslednich letech dochazi ke spojeni toxikologickych a parazitologickych experimentu.
Vysledkem téchto pokust jsou zmény fyziologickych parametrii, vyvolané soucasnym piasobenim
parazita a expozice kontaminantem pii definovanych podminkéch.

Cela tfada praci se vénuje zménam imunologickych reakci a zvySené citlivosti k infekci
gastrointestinalnimi parazity vyvolané pusobenim rizikovymi prvky a tézkymi kovy. Boroskova et al.
(1993) sledovali vliv pramyslovych emisi obsahujicich Hg, Cu, Pb a Zn na T- a B- lymfocyty a
peritonealni makrofagy prasat nakazenych Skrkavkou Ascaris suum. Jiz paty den expozice doSlo k
prikaznému snizeni po¢tu T- i B-lymfocytl ve sleziné a byla naruSena aktivita makrofagt v porovnani
s infikovanymi jedinci, ktefi ovSem nebyli vystaveni vlivu emisi. To zna¢né uleh¢ilo migraci larev
skrkavek do plic hostitele, kde pak byla indikovana jejich zvySena hustota. Nejvice piekvapivy byl
vSak vyznamny pokles imunitnich odpovédi u jedinci, ktefi byly exponovani emisim, ale nebyli
infikovéni. Na zdklad¢ vySe uvedenych zjiSténi, o schopnosti Skrkavek akumulovat ¢ast hostitelem
ptijatych rizikovy prvkl, bychom mohli usuzovat, Ze i v tomto ptipadé¢ mohlo dojit k pohlceni jistého
podilu kontaminantu parazitem, a jeho snizené mnozstvi poté nevyvolalo tak silny pokles T- a B-
lymfocytl. Nicméné v této studii nebyly koncentrace prvkid v organech hostitele a tkani parazita
sledovany, a proto nelze tuto domnénku s jistotou potvrdit. Snizenou odolnost infekci manifestovanou
zvySenym poctem larev Ascaris suum Vv plicich pfi peroralni expozici Pb potvrzuji také Pistl et al.
(2008), ktefi jako alternativni hostitele vyuzivali laboratorni potkany kmene Whistar. B€hem migrace
larev do plic, kdy za normalnich okolnosti dochazi k nastartovani obranného systému hostitele
(zvySeni metabolické aktivity fagocytll), nebylo tato imunologicka reakce u potkanti exponovanym Pb
zaregistrovana. Imunosupresivni efekt emisi obsahujici tézké kovy, konkrétné Hg, potvrzuji také
Krupicer et al. (1996), ktery ho popsal u jehnat infikovanych motolici Fasciola hepatica. Expozice
médi zapficinila také zvySenou prevalenci gastrointestinalnich hlistic u jehinat (BoroSkova et al., 1995;
Pistl et al., 1995) i u ovci (Krupicer, 1995; Krupicer a Pesko, 1992).

Jako dalsi hledisko soucasného piisobeni parazita a expozice tézkymi kovy, byly sledovany
zmény v hladinach stresovych hormont u pokusnych zvitat. Oba tyto vlivy, pfitomnost parazita
(Barnard et al., 1998) i peroralni podavani kontaminantu (Cd), zptisobuji snizeni hladiny kortisolu u
laboratornich potkantl, ptficemz nejvyssi pokles jeho trovné byl zaznamendn pfi souc¢asném pulisobeni
obou faktort (Klar a Sures, 2004), ¢im zpomaluje reakci organismu hostitele na stres.

Jen né€kolik malo védeckych praci se vénovalo pfimo analyze obsahu kontaminantu
v organech hostitele a jeho gastrointestinalnich parazitech pii definovaném mnozstvi davky, které byl
hostitel vystaven nebo ktera mu byla piimo podana. Jednou z takovych studii je publikace Surese et al.

(2002). Autoii sledovali mnozstvi Pb ve svaloving, jatrech, ledvinach, stievni sténé potkana a tkani
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tasemnice Hymenolepis diminuta po pétitydennim peroralnim podavani octanu olovnatého. Jedinym
organem hostitele, kde bylo Pb detekovano, byly ledviny. Koncentrace v ostatnich organech byla pod
detek¢énimi limity (60 ng/ml) pouzité metody stanoveni. Oproti tomu parazit akumuloval 17 krat vice
olova nez ledviny hostitele. Mnozstvi Pb nahromadéného v ledvinach bylo pfitom nizsi u infikovanych
pokusnych zvitat. Jankovska et al. (2010) podavali octan olovnaty ovcim (Ovis aries) infikovanym
tasemnici Moniezia expansa. Expozice v jejich studii trvala pouze tyden. I pfes to byly pozorovany
obdobné vysledky jako u Surese et al. (2002), kdyz koncentrace Pb byly 458, 5 a 4 krat vyssi v tkani
tasemnice nez ve svaloving, jatrech a ledvinach hostitele. I v tomto piipadé byly nejvice zatizenym
organem ledviny a parazitovana zvifata me¢la v tkanich (ledviny, jatra, krev) nizsi obsahy Pb nez ta bez
parazitii. V praci Jankovské et al., (2010) je poprvé definovan podil davky Pb absorbovany tasemnici a
to cca 3%. S dalsim experimentalnim modelem vrtej§ (Moniliformis moniliformis)/ potkan (Ratus
norvegicus) se setkdvame v praci Surese et al. (2000), u kterych trvala expozice pokusnych zvifat
olovem 3 tydny. Po této dobé autofi odhalili rozdilné koncentrace Pb v jedincich pfisluSnym
Kk jednotlivym pohlavim parazita. Samice vrtej$t vykazovaly vy$$i koncentrace Pb nez samci, pii¢emz
nejvice kovu bylo akumulovano v jejich vajiCkach. Koncentrace v samcich byly obdobné jako
V ledvinach hostitele. Absorpce Pb do téla vrtejSe byla parazita byla prokazana také rozdilnymi
koncentracemi Pb ve vykalech infikovanych a neinfikovanych zvifat, jelikoz parazitovana pokusna

zvitata vykazovala niz§i mnozstvi Pb vylucovaného z téla.

2.4.4 Vyuziti GI parazit pro biomonitoring kontaminace ZP tézkymi kovy

Interakce (synergistické ¢i antagonistické) mezi parazity a kontaminanty Zivotniho prostiedi
byly az na vyjimky (Brown a Pascoe, 1989; Pascoe a Cram, 1977) dlouhou dobu ignorovany. Na
vyskyt polutantii bylo nahlizeno bud’ jako na faktor zvysujici nachylnost hostitele k infekci parazitem
(Arkoosh et al., 1998; Zelikoff, 1993) nebo jako C¢initel ovlivitujici biodiverzitu parazitického
spolecenstva (Dusek et al.,, 1998; Sebelova, 1998). Teprve postupem ¢asu za¢ala byt vnimana
komplexnost této problematiky a parazitismus byl zahrnut pii hodnoceni environmentalnich stresori
(Hudson et al., 2006; Lafferty a Kuris, 1999; Moller, 1987; Schludermann et al., 2003; Sures, 2006;
Sures a Siddall, 1999; Vidal-Martinez et al., 2009).

Analyzy zivoéisnych a potazmo i rostlinnych tkani maji v monitoringu kontaminace ZP
nezastupitelné misto, nebot’ pfinasi informace o podilu kontaminantu, ktery je dostupny pro zivé
organismy. Proto jiz Phillips (1977) doporucuje kromé analyz abiotickych slozek prostiedi, provadét
také rozbory piislusnych organismii. Diky své schopnosti akumulovat tézké kovy predstavuji
tasemnice uzite¢ny indikator biologicky dostupnych kovti ve vodnim prostfedi, jejichz méfeni ve vodé
¢i sedimentech neni dostate¢né presné (Galli et al. 1998). Vhodnost tasemnic jako ukazatell

kontaminace zivotniho prostiedi potvrzuji také Azmat et al. (2008). Dle Surese et al. (1997b, 1999b)
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jsou napft. vrtejsi diky své extrémni schopnosti akumulovat Pb, lepsimi indikatory znecisténi vody nez
slavicka mnohotvarna (Dreissena polymorpha), pouzivana bézné k témto tiéelim.

Vyznamnym zjisténim bylo, Ze tkan¢ parazitovanych zivocicht, vykazuji ve stejném prostiedi
a tedy pii shodné ptsobicich abiotickych faktorech, niz8i obsahy kontaminantli nez organy a tkané
neparazitovanych jedinct (Dural et al., 2011; Eira et al., 2009; Jankovska et al., 2008, 2009, 2010;
Malek et al., 2007; Sures a Siddall, 1999; Turckova et al., 2002). Tento fakt mize vyznamné zkreslit
data ziskana pouhou analyzou tkani Zivocicha, pokud neni zohlednéna ptipadna pfitomnost parazitl
v jeho téle. Udaje, které maji vypovidat o urovni kontaminantu v prostiedi, pak mohou byt vyrazné
podhodnoceny (Evans et al., 2001; Jankovska et al., 2009; Moller, 1987), nebot’ vétsi ¢ast piijatého
prvku je akumulovana v tkani parazita a nedostane se do organt hostitele. Pfipadné je jeho transport
do béznych cilovych organii vyrazné opozdén, protoze parazité mohou ovlivnit reakci hostitele na
expozici kontaminantu zménou jeho fyziologie a tolerance ke znecisténi (Sures et al., 2002, 2003a;
Sures 2006, Sures a Radszuweit, 2007; Turcekova et al., 2002). Souhrn o vztazich mezi parazitismem,
kontaminanty a jinymi environmentalnimi stresory pfindsi Vidal-Martinez et al. (2009), ktery ve své
praci pfinasi také doporuceni pro realizaci dalSich vyzkumt v oblasti parazit/hostitel/kontaminant tak,
aby byla zvysena efektivnost monitoringu ZP.

Nezbytné podminky, které musi organismus (potazmo parazit) spliiovat, aby mohl slouzit jako
vhodny akumulacni indikdtor zneCiSténi, uvadi Kennedy (1997). Populace hostitele musi byt
dostatecn¢ pocetna, rozsifend v monitorovanych oblastech a jedinci by méli byt lehce ziskatelni
(odlov). Parazit oproti tomu musi byt distribuovan v dostatecn¢ velké ¢asti populace, mit vysokou
prevalenci i abundanci.

Tekin-Ozan a Kir (2005) prokazali v plerocerkoidech Ligula intestinalis 1,6 - 37,4 krat vyssi
obsahy Cu, Fe, Zn a Mn nez ve vodé¢, sedimentech i v tkanich (svaly, jatra, zabry) samotnych ryb.
Autofi sledovali také hodnoty Pb a Cd, ty vSak byly u vSech vzorkt pod detek¢énimi limity. Na zaklad¢
svych vysledkt proto uvadi, Ze tasemnice jsou vhodny organismus pro biomonitoring kontaminace
vodniho prostiedi té€Zkymi kovy, pifedevs§im proto, ze citlivéji odrazi jejich mnozstvi v sedimentech.
Tekin-Ozan a Barlas (2008) ovSem s timto ndzorem nesouhlasi a tvrdi, Zze vyvojova stadia tasemnic,
ktera nejsou lokalizovana piimo ve stfevé hostitele, nejsou vhodné pro posouzeni znecisténi vodniho
prostiedi. Retief et al. (2006) prokazal, Ze tkané tasemnic, konkrétné Botriocephalus acheilognathi
obsahuji dokonce vice Pb (i nékterych jinych rizikovych prvkid) nez voda, ve které Zziji jejich
definitivni rybi hostitelé. Olovo patfilo mezi 8 z 23 mérenych prvkd, jejichz nejvyssi koncentrace byla
naméfena praveé v tkani parazita. V navazujici praci se pak stejni autofi vénuji bioindikacnimu
potencialu tohoto druhu GI parazita.

K monitoringu ZP prostiedi se ve velké mife pouZivaji holuby (Hutton a Goodman, 1980;
Nam a Lee, 2006; Schilderman et al., 1997). Torres et al. (2010) pfichazi s nazorem, ze jejich
gastrointestinalni parazité, tasemnice, pfinasi uzite¢né a relevantni informace piedevsim v oblastech,

kde je celkové znecisténi nizké na to, aby se projevilo pifimo v tkanich ptaki, zatimco tkan¢ tasemnic
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ve stejnych piipadech dosahuji mnohem vysSich koncentraci, které je pak mozné presné stanovit.
Stejnych poznatkl, i kdyZz ve vodnim prostfedi dosdhli Woelfl et al. (2008), ktefi analyzovali
svalovinu, jatra a stfeva u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) i v tkani tasemnic z jeho Gl
traktu. Zatimco urovné Pb ve vySe uvedenych tkanich byly pod detekénimi limity, koncentrace
Vv tasemnicich byly bez problému stanovitelné.

Sures et al. (2003b) a Torres et al., (2006) vyuzivali k monitoringu znecisténi priméestskych
oblasti systém tasemnice/hlodavec. V praci Surese et al. (2003b) byly analyzovany organy potkanti a
tkang jejich paraziti (Hymenolepis diminuta - dospélci, Teaenia taeniaeformis - larvy) ze dvou rizné
kontaminovanych oblasti v okoli mésta Kéahiry. Na obou sledovanych plochach byly zaznamenany
vysSi koncentrace Pb v dospélych tasemnicich poté v ledvinach hostitele a pak teprve v larvach
tasemnic, coz odpovidd vySe prezentovanym zjisténim o akumulacnim potencidlu jednotlivych
vyvojovych stadii tasemnic (Gabrishanska a Nevada, 1996; Pascoe a Cram, 1997). Na mén¢
kontaminovanych lokalitich dosahovaly tasemnice vice nez dvojnasobného pii porovnani s tkani
stfeva, jater 1 ledvin nez na plochach vice kontaminovanych olovem.

U systému hlodavec/tasemnice byl opakované prokazan velky bioindika¢ni potencial pro
monitoring zne€isténi Zivotniho prostiedi tézkymi kovy a to konkrétné pro piipady Apodemus
sylvaticus/Gallaegoides arfaai (Torres et al., 2004), Apodemus sylvaticus/ Skrjabinotaenia lobata
(Torres et al., 2006), Microtus agrestris/Paranoplocephala dentata a Clethrionomys glareolus/
Paranoplocephala dentata (Jankovska et al., 2009). Naopak jako nepfili§ vhodny bioindika¢ni model
se dle Eira et al. (2005) jevi systém kralik divoky (Oryctolagus cuniculus)/ tasemnice (Mosgovoyia

ctenoides) nebot’ tento parazit ma nizky.
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Hi:

H,:

Hj:

Hj:

H5:

3 Védecké hypotézy

Na zéaklad¢ vySe uvedené literarni reSerSe obsahujici souhrn dosavadnich poznatkll v ramci

studované problematiky byly stanoveny nasledujici védecké hypotézy:

Toxikokinetika sledovanych forem Pb (octan olovnaty vs. P. stratiotes) v organismu

laboratorniho potkana je odliSna
Toxikokinetika sledovanych forem Pb je odli$na mezi zvifaty s nizkou a vysokou tirovni expozice

H. diminuta vykazuje akumulaéni schopnosti pro ob& sledované formy Pb a akumuluje Pb ve

veétsi mife nez tkang hostitele
Parazitace H. diminuta ovlivni toxikokinetiku Pb v organismu finalniho hostitele

Tasemnice H. diminuta pfijima piedevsim Pb, které proslo enterohepatickym cyklem
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4 Cile prace

Hlavnimi cili pfedlozené disertacni prace bylo:

1. experimentalni stanoveni vlivu parazitace H. diminuta na akumulaci Pb v téle lab. potkana
a

2. analyza toxikokinetiky riznych forem Pb v tomto hostitelsko/parazitickém systému

Za ucelem ovéteni jednotlivych vySe uvedenych hypotéz byly vytyCeny nasledujici dil¢i cile prace:

C]_:

C,:

Cg:

C4:

C5:

Na zaklad¢ stanoveni koncentraci Pb v jednotlivych tkanich, faeces a mo¢i U neparazitovanych
jedincii exponovanych octanu olovnatému nebo P. stratiotes bude definovan piipadny rozdil

v akumulaci a exkreci téchto forem Pb v/z organismu laboratorniho potkana

U neparazitovanych potkani bude na zaklad¢ zjiSténych koncentraci Pb porovnana uroven

akumulace a exkrece jednotlivych forem Pb pfi nizké a vysoké expozici

Na zékladé¢ zjisténych koncentraci Pb v tkdnich tasemnic a jejich hostiteld bude definovan
bioakumulacni potencial a biokoncentra¢ni faktory H. diminuta pro ob¢ administrované formy

Pb a tyto ukazatele budou nasledné porovnany

Na zakladé stanoveni koncentraci Pb v jednotlivych tkanich parazitovanych a
neparazitovanych potkani bude stanoven piipadny vliv H. diminuta naukladani Pb v

organismu hostitelll

Na zéklad¢ stanoveni koncentraci Pb ve faeces potkanii 24 a 72 hod po podani davky budou
stanoveny rozdily v dynamice vylu€ovani Pb mezi parazitovanymi a neparazitovanymi jedinci,
¢imz bude ovéien predpoklad, ze tasemnice nepiijimaji Pb ptimo z primarniho chymu, ale

absorbuji predevsim Pb vylucované do tenkého stieva spolecné se zluci
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5 Material a metodika

Pro ucely této disertacni prace byl vyuzit in vivo experimentalni model parazit/hostitel -
Hymenolepis diminuta/Rattus norvegicus. Zakladni metodika pokusu vychazi ze studie Surese et al.
z roku 2002.

5.1 Experimentdlni inokulace

5.1.1 Ziskani a chov pokusnych zvirat

V pokusu byli pouziti samci potkana (Rattus norvegicus) kmene Wistar (celkem 36 jedinct)
ziskani z komeréniho chovu Fyziologického tistavu AV, CR v Praze, pfi hmotnosti min. 200 g.
Tabulka 2 Design pokusu uvadi konkrétni poéty zvitat pro jednotlivé varianty. Pro ovéfeni absence
intestinalnich paraziti bylo u vSech neprodlené provedeno koprologické vySetieni. Zvifata byla
chovana v prostorach Pokusné staje FAPPZ (Praha-Suchdol) a to jednotlivé ve standardnich boxech
typu E4 (1730 cm?) pii teplotd 2242°C a napajena a krmena ad libitum komeréng vyrabénym krmivem

(ST-1, Velaz, CR). Obsahy vybranych prvki v krmné smési jsou uvedeny v tabulce 3.

5.1.2 Experimentalni inokulace

Pro inokulaci 18 potkant tasemnici krysi (H. diminuta) byl vyuzit pfirozena mezihostitel -
potemnik skladistni (Tribolium confusum, Coleoptera) pochazejici z experimentalniho chovu KZR.
Brouci (cca 60 jedinc) byli nakaZeni pozienim vaji¢ek tasemnice, ziskanych separaci z faeces
potkanti z experimentalniho chovu KZR (Pokusna staj FAPPZ) a aplikovanych spolu s cukernatym
roztokem na filtra¢ni papir v Petriho misce. Vyvoj cysticerkoidti v téle mezihostiteli probihal v
inkubatoru pfi konstantni teploté 29°C 12 dni. Po uplynuti této doby byl proveden test piitomnosti a
zralosti cysticerkoidi u 3 nahodné vybranych jedinct. Nasledné byli zbyli brouci zkrmeni pokusnymi
potkany (3 ks na 1 potkana). Usp&snost inokulace finalnich hostitelti byla ovéiena koprologickym
vySetfenim 5 tydnt po inokulaci. Pfitomnost H. diminuta byla detekovana nalezem vaji¢ek ve feaces

hostitele.

Tabulka 2: Design pokusu

Varianta | Pocet | Piitomnost parazita | Expozice C,HsPbO,4.3H,0 | Expozice Pb z rostlinného materialu
zvitat (T) (Mt) (P
00 6 - - -
oT 6 + - -
OMt 6 - + -
OPI 6 - - +
TMt 6 + + -
TPI 6 + - +
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5.2 Priprava materialii pro expozici Pb

Mladé odnoze babelky fezanolisté (Pistia stratiotes, L., 1753, Araceae) byly ziskany
z Botanické zahrady (PiF UK, Praha) a byli kultivovany v pokusném skleniku CZU v Praze v 60
littovych PE nadobach sroztokem obohacenym o Pb(NO3), (Lach-Ner,Neratovice, Czech
Republic). Vypéstované rostliny byly ususeny. Vznikly rostlinny material byl homogenizovan a
metodou Optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) v ném
byla stanovena celkova koncentrace Pb, kterda dosahovala 41475 mg Pb.kg™ (priméma
hodnota ze tii samostatnych méteni). Pfislusné davky obou forem Pb byly administrovany v
podobé homogenatu se syrovym masem (5 g), jehoz koncentrace Pb dosahovala 0,021 +
0,003 mg/kg ¢.h. (stanoveno metodou ICP-OES).

5.3 Expozice Pb a bilancni faze pokusu

Po ovéfeni nakazy tasemnici H. diminuta byli potkani rozdéleni do piedem definovanych
skupin (viz. tab. 2 Design pokusu) a pfesunuti do metabolickych kleci v prostorach Pokusné stije
FAPPZ. Bilan¢ni faze experimentu zahrnujici expozici Pb probihala 6 tydni. Tato délka expozice byla
zvolena predevSim proto, Zze béhem by v ni m+lo dochazet k nejintenzivnéj§i akumulaci Pb jak
v tkanich hostitele (Teodorova et al., 2003) tak v tkani parazitt (Sures and Siddall, 2003). Expozice Pb
byla realizovana perordlnim podanim 12 davek vodného roztoku octanu olovnatého-trihydratu
C4HePb0O,4.3H,O (Analytika Ltd., CR) ¢&i ekvivalentniho mnozstvi suSené biomasy rostlinného
hyperakumulatoru P. stratiotes v mnozstvi 7 ug Pb na 1 g Zzivé hmotnosti potkana. Za tcéelem
presného stanoveni aktudlnich davek byli potkani pravidelné 2x tydné€ vazeni. Pro zjisténi dynamiky
exkrece Pb byly pravidelné odebirany vzorky moci a feaces a to vzdy 24 a 72 hod po davce. Mimo
peroralniho pfijmu administrovanych davek Pb byla zvitata v prabéhu bilan¢ni faze pokusu krmena a

napajena ad libitum, stejné jako v obdobi navykani a inokulace.

Tabulka 3: Obsahy vybranych prvka v krmné smési ST-1 a biomase P. stratiotes stanovené metodou

ICP-OES (uvedena hodnota reprezentuje pramér ttech jednotlivych méieni)

Al | As | Ba|cd|cul| Fe|mMn|Mo| Ni| Pb | sr| zn

Smés
ST-1

Pramér 154| 169| 17,3| 0,14| 23,0| 344| 113| 1,38| 3,28 187| 32,6| 79,2

SmOD 1,10| 0,19| 1,01| 0,02| 528| 24,3| 044| 0,17| 055 0,40| 0,86| 6,50

Pistia
stratiotes

Promeér | 1287| 6,01 42,1| 043| 252| 991| 295| 251| 511| 14349| 91,2| 73,2

SmOD 93,6| 068| 446| 0,03| 0,59| 78,7| 254| 3,62| 0,56 1720| 8,50 10,9
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5.4 Odbér, priprava a analyza vzorkii

5.4.1 Organy hostitele a tkan paraziti

Po ukonceni bilan¢ni fize experimentu byla pokusna zvifata euthanisovana (intraperitonealni
aplikace kombinace sedativ a analgetik — komeréni nazev vyrobku T61). Za Géelem ziskani vybranych
tkani, ve kterych byly nasledné stanoveny koncentrace Pb, byla v laboratofi Katedry zoologie a
rybaistvi, FAPPZ, CZU v Praze provedena pitva experimentilnich zvitat. Teflonovym naginim
(pinzety, ntizky), dikladné ocisténym redestilovanou vodou, byly pfi pitvé odebrany nasledujici
organy: jatra, ledviny, svalovina, kost, varlata a sténa tenkého stfeva. U inokulovanych jedinct byly z
tenkého stfeva vyjmuty pfitomné tasemnice, VSechny ziskané tkané hostitelt a tasemnic byly 3x
omyty redestilovanou vodou, ponechany na filtraénim papiru za ucelem osu$eni, zvazeny, uloZeny
Vv plastovych Petriho miskach a zamrazeny (-20°C) aZz do chemickych analyz.

Pied vlastni analyzou byly vzorky tkani lyofilizovany a mineralizovany dle Madera a Curdové
(1997) za pomoci nasledujiciho vybaveni: mikrovinna pec Ethos 1 (Milestone, Némecko) a
mineralizator Apion (Ceska republika). Analyza obsahu Pb probé&hla v laboratoiich Katedry chemie,
FAPPZ za vyuziti metody Atomové absorpéni spektroskopie s elektrotermickou atomizaci (GF-AAS)
pomoci pristroje VARIAN AA280Z, (Varian, Australie), vybavenym Kyvetovou hlavou (grafitovym
plamenovym atomizérem) GTA-110Z. Tkané s vysokymi koncentracemi Pb (v8echny tasemnice, a
kosti spolu s jatry a ledvinami exponovanych skupin) byly analyzovany v laboratoti Katedry
agroenvironmentalni chemie a vyzivy rostlin (FAPPZ) metodou ICP-OES na pfistroji Varian-
VistaPro s automatickym davkova¢em SPS-5 (Australie). Spravnost vysledka byla ovétena soucasnou
analyzou certifikovanych referenénich materialas (BCR 194-196, GBW 9133-9134). Udaje o kvalit&
obou analytickych procesti jsou uvedeny v tabulce 4. VSechny pouZzivané chemikalie byly ziskany z
komercnich zdrojli a dosahovali stupné Cistoty p.p. pro analyzy a p.a. pro louhovani a cisténi

laboratorniho skla a nagini.

5.4.2 Moc a ve feaces hostitele

Vzorky vykala byly pfed analyzou obsahu Pb vysuSeny standardnim opera¢nim postupem
(Anonymus, 2005) a nasledné v laboratoiich Katedry chemie (FAPPZ) mineralizovany na suché cesté
dle modifikované metody Madera et al. (1998). Celkem bylo zpracovano 864 vzorki. Kazdy dvanacty
mineralizat pfedstavoval slepy vzorek (celkem 79), pfipraveny za shodnych podminek jako realné
vzorky. Slepé vzorky slouzily k monitoringu pozad’ové hodnoty Pb ve stopové laboratofi a na zakladé
koncentraci Pb namétenych v tomto souboru byl kalkulovan detekéni limit stanoveni (trojnasobek
smérodatné odchylky). Kvuli velkému poctu vzorkt faeces, byla analyza rozdélena do Ctyft etap.

Vzorky moci (celkem 864) byly analyzovany pifimo, bez piedchozich tprav. Koncentrace Pb

ve vzorcich moci a feaces byly stanoveny V laboratoii Katedry agroenvironmentalni chemie a vyzivy
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rostlin (FAPPZ) metodou ICP-OES na pfistroji Varian-VistaPro s automatickym davkova¢em SPS-5
(Australie). Spravnost vysledkli byla ovéfena souCasnou analyzou certifikovaného referenéniho
materialu (Seronorm, batch 904). Vzorky s obsahem Pb pod a na hranici detekénich limitt metody

ICP-OES (30 mg Pb.I"") byly proméfeny vyse zminénou citlivéjsi metodou GF-AAS.

Tabulka 4: Hodnoceni kvality analytického procesu

Detekéni limit (ng.ml™) Stanovena hodnota (ng.g™) | Certifikovana hodnodnota (ug.g™)
(primér + 3x smér. odch. | CRM — BCR 12-02-01 CRM - BCR 12-02-01
slepych vzorki) (primér = smér. odch.) (primér £ smér. odch.)
Pb | 0.21 (AAS) 0.746 + 0.088 0.710 £ 0.08
1.9 (ICP-OES)

5.5 Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla zpracovdna za pomoci statistickych softwardt STATISTICA v. 9.0 (data
tykajici se akumulace jednotlivych forem Pb v organismu laboratorniho potkana, tkani H. diminuta a
vlivu parazitace na toxikokinetiku Pb v organismu hostitele) a IBM SPSS Statistics v. 19 (data tykajici
se exkrece jednotlivych forem Pb pfi nizké i vysoké expozici).

Zakladni metodou pro vyhodnoceni rozdili mezi jednotlivymi variantami byly rizné podoby
t-testl, analyza rozptylti a jeji neparametrické obdoby. Metod linearni regrese a korelace pak bylo
vyuzito pro popis vztahu mezi zménami mnozstvi Pb v tkani tasemnice a v tkanich hostitele.

Pred kazdou analyzou byly pfislusné soubory dat podrobeny testim normality rozdéleni a
homogenity rozptyl, jejichz pozitivni vysledek byl nezbytnou podminkou pro pouziti parametrickych
metod statistického vyhodnoceni. Pokud analyzovana data tyto parametry nespliovala (nenormalni
rozdéleni ¢i nehomogenni rozptyly), bylo pro vyhodnoceni rozdilii mezi variantami pouzito
neparametrickych obdob analyzy rozptyli a to Mann-Whitney U-testu ¢i Kruskal-Wallisova testu.
Pouzité statistické metody jsou uvedeny u jednotlivych vysledki v kapitole Vysledky.

Rozdily mezi sledovanymi veli¢inami a vliv sledovanych faktorti byly povazovany za
signifikantni, pokud hladina vyznamnosti piesdhla 95 % (p < 0,05). V zavislosti na charakteru pouzité
metody stat. zpracovani byla data vyjadfovana bud’ jako primér + smérodatna chyba, nebo jako
median + smérodatna odchylka. Déle byly u n€kterych dat uvedeny 95% pravdépodobnostni intervaly.

Pro vizualizaci dat bylo vyuzito grafii z tabulkového procesoru Microsoft Excel 2010 ¢i
statistického softwaru STATISTICA v. 9.0. Pii vyuziti Box-Ploti byly nejcastéji pomoci bodl
zachyceny stfedni hodnoty (mediany) jednotlivych skupin, pomoci boxt jejich interkvartilové rozpéti
(Q2-Q3, 25-75%), pomoci svorek neodlehlé hodnoty (+ 1,5 interkvartilového rozpéti) a krouzky
odlehl¢é hodnoty, piesahujici podminky pro neodlehlé hodnoty. Piipadné extrémni hodnoty byly pred
zapocetim samotného hodnoceni identifikovany pomoci Grubbsova testu, jednotlivé posouzeny a

z naslednych analyz nejcastéji vyfazeny, proto nejsou v grafech zachyceny.
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6 Vysledky

V ramci paraziticko/toxikologického experimentu bylo pro stanoveni koncentrace Pb ziskano
celkem 234 vzorku tkani laboratornich potkanti a jejich paraziti H. diminuta. V pribéhu bilanéni faze
pokusu bylo pro analyzy Pb odebrano a zpracovano celkem 864 vzorkd faeces a stejné mnozstvi
vzorkl moci.

Tii ze Sesti tsp&$né infikovanych potkant, kteti méli byt zatazeni ve skupiné TPt, na zacatku
exprimentu spontalné vyloudili tasemnice pfitomné v jejich Zazivacim traktu. Oproti ptvodnimu
designu pokusu se proto zménily finalni pocty jedinct ve skupindch OPt na 9 a TPt na 3. Biomasa H.
diminuta v jednom z potkant skupiny TPt navic nedosahovala potiebného mnozstvi pro relevantni
stanoveni obsahu Pb, proto nebyla zahrnuta do vétSiny vyhodnocovacich analyz.

Nebot’ davky Pb pfimo zavisely na aktudlni hmotnosti jedinct, liSila se mirn€ Groven expozice
jednotlivych zvifat. Pro zvySeni vypovidaci schopnosti ziskanych vysledkti nebyla proto data
vyjadfovana pouze v koncentracich, ale byla piepoctena také na redlné podily z piijaté davky Pb. Tato
forma interpretace hodnot umoznila objektivni porovnani vysledki mezi jednotlivymi potkany napiic
testovanymi variantami.

Pro vypocet podilt pfijat¢tho Pb akumulovaného v tkanich hostitele byly pouzity hodnoty
koncentraci Pb vyjadiené v pg.g" Cerstvé hmotnosti. Tyto hodnoty byly nasledné vynasobeny
koeficientem publikovanym Hunderem et al., (2000) udavajici hmotnost jednotlivych organt jako
definovany podil celkové hmotnosti zvifete. V ramci zachovani objektivity vysledkt byly tyto
koeficienty pouzity i u organd, které byly pii pitvach odebrany kompletni (jatra, ledviny, varlata) a
jejiz realna hmotnost byla tedy znama. Tomuto kroku predchazelo porovnani realné¢ namétenych
hmotnosti s témi, které byly stanoveny pomoci uvedeného koeficietu, ve které byla mezi hmotnosti

L1 X tin v ’ . s 1 s 2
realné zjisténou a stanovenou pomoci koeficientu odhalena velmi silna korelace (r° = 0,93).
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6.1 Toxikokinetika sledovanych forem Pb v organismu potkana

(octan olovnaty vs. Pistia stratiotes)

a)akumulace

Pro toto hodnoceni byly porovnany koncentrace Pb a % davky akumulované Vv jednotlivych organech

neparazitovanych potkanti exponovanych bud’ octanu olovnatému nebo biomase P. stratiotes.

Tabulka 5: Koncentrace Pb (mg.kg™ susiny) v tkanich laboratornich potkanti — zakladni vysledky

TKax N N Priamér Priumér t sv SD SD = D
OMt | OPt oMt OPt oMt OPt

jatra 6 9 0535 | <* 1,062 2,56 | 13| 0,288 0,444 2,378 0,024
ledviny 6 9 6,228 | = 6,338 | -0,07 | 13| 2,686 3,431 1,631 0,612
svalovina 6 9 0,100 | = 0,157 | -1,79 | 12 | 0,036 0,070 3,781 0,162
kost 6 9 9,046 | = 7,100 0,90 | 13| 3,907 4,206 1,159 0,911
stifevo 6 9 0,258 | = 0,251 0,11 | 13| 0,116 0,109 1,145 0,821
varlata 6 9 0,238 | = 0,176 0,75 | 13| 0,101 0,184 3,280 0,207

" — signifikantni rozdil mezi skupinami OMt a OPt (t-test, p < 0,05)

Graf 1: Koncentrace Pb v tkani laboratornich potkanti - octan olovnaty vs. P. stratiotes
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Nejvyssi koncentrace Pb (mg.kg™ susiny) vykazovaly po expozici obou formam Pb kosti (9,1 a 7,1) a

ledviny (6,2 a 6,3) potkant (viz. tab 5 a graf 1). Hladiny Pb v tkanich potkanti exponovanych octanu

olovnatému byly obecné vyssi nez po expozici P. stratiotes. Opacny trend byl ov§em zaznamenan u

jater, kdy signifikantné vyssi (p = 0,024) koncentrace dosahovala jatra potkanti ze skupiny OPt.
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Tabulka 6: Podil davky Pb (%) akumulovany Vv tkanich laboratorniho potkana — zakladni vysledky

Tkan N N Pramér Pramér t Y SD SD F p
OMt | OPt OMt OPt oMt OPt

jatra 6 9 0,008 | <* 0,013 | -2,262 | 13 | 0,004 0,005 1,562 0,041
ledviny 6 9 0012 | = 0,011 0,185 | 13| 0,006 0,007 1,352 0,856
varlata 6 9 0,000 | = 0,000 0,776 | 13| 0,000 0,000 2,274 0,452
svalovina 6 8 0,015 | = 0,017 | -0,521 | 12 | 0,004 0,010 5,534 0,611
kost 6 9 0855 | = 0,610 1,172 | 13| 0,404 0,391 1,072 0,262
stiF‘evo 6 9 0,002 | = 0,001 1,857 | 13| 0,001 0,000 5,763 0,086

" — signifikantni rozdil mezi skupinami OMt a OPt (t-test, p < 0,05)

Graf 2: Podil davky Pb akumulovany Vv tkani laboratorniho potkana - Octan olovnaty vs. P. stratiotes

Median; Krabice: 25%-75%; Svorka: Rozsah neodleh.
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* - signifikantni rozdil (t-test; p < 0,05)

Nejveétsi podil davky z obou administrovanych forem Pb byl akumulovan v kostech laboratornich
potkani a to praimérné 0,6 % v piipadé P. stratiotes a 0,9 % z davky octanu olovnatého. Vsechny
ostatni sledované mekké tkan€ na konci experimentu obsahovaly zanedbatelny podil piijatého Pb
(jatra, ledviny a svalovina okolo 0,01 %; varlata a stfevo jen okolo tisiciny procenta, viz. tabulka 6 a
grafy 2 a 3). Signifikantni rozdil v Grovni akumulace Pb z octanu olovnatého nebo z rostlinného

hyperakumulatoru byl opét zaznamenan pouze u jater (t-test; p = 0,04).




Graf 3: Rozd¢leni davky Pb akumulované v jednotlivych tkanich laboratornich potkant
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V tomto hodnoceni byly porovnany celkové podily davek sledovanych forem Pb vyloucené

z organismu laboratorniho potkana mo¢i a vykaly.

Tabulka 7: Podil davky jednotlivych forem Pb vylouceny ve vykalech a mo¢i (mediany skupin)

Varianta | Vykaly n Mo¢ n Celkem n
OMt 72,993** 67 0,156* 69 73,201** 68
OPt 53,165** | 104 0,090* 103 53,327** 101

* - signifikantni rozdil v exkreci sledovanych forem Pb (Kruskal-Wallis test, *; ** = p < 0,05; 0,01)

Majoritni podil obou forem Pb byl zexponovaného organismu vyloucen ve vykalech (73 % Pb

zoctanu olovnatého a 53 % v piipadé Pb vazaného v P.stratiotes. Moci bylo eliminovano

zanedbatelné procento Pb (0,2 % u skupiny OMt a jen 0,1 % u OPt). Pb z octanu olovnatého bylo

z organismu vylucovano signifikantné vice nez Pb z rostlinného hyperakumulatoru (tabulka 7).
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6.2 Toxikokinetika Pb pri nizké a zvysené tirovni expozice

a)akumulace

Pro toto hodnoceni byl porovnan podil z davky Pb v jednotlivych tkacich neparazitovanych potkand,

kterym nebyly podavany davky Pb (OO) s témi, ktefi davky Pb v obou formach pfijimali (skupiny

OMt a OPt byly v ramci této analyzy slouceny, nebot’ v akumulaci vykazovaly podobny trend, graf 4).

Tabulka 8: Popisné statistiky - koncentrace Pb (mg.kg™ susiny) v organech potkana

Varianta | Tkan N platnych | Prumér | -95% | +95% | Sm. chyba
3 Jatra 6 0,171 -0,122 0,464 0,139
S Ledviny 6 0,551 -1,846 2,948 1,136
>4e) Svalovina 6 0,052 0,007 0,098 0,022
=2 Kost 6 0,139 -2,898 3,176 1,439
s Stievo 6 0,066 -0,018 0,151 0,040
Z varlata 6 0,085 0,027 0,143 0,028
3 % Jatra 6 0,535 0,185 0,884 0,161
S & Ledviny 6 6,228 3,311 9,145 1,339
%% £ [ Svalovina 6 0,100 0,048 0,153 0,024
s =0 Kost 6 9,046 5313 | 12,779 1,713
2 £ Stievo 6 0,258 0,155 0,361 0,047
5O varlata 6 0,238 0,172 0,304 0,030
3 Jatra 9 1,106 0,803 1,408 0,139
N3 Ledviny 9 6,465 3,038 8,092 1,160
%% = | Svalovina 8 0,157 0,112 0,202 0,021
s 852 Kost 9 7,400 4,168 | 10,633 1,484
2o Stievo 9 0,256 0,041 0,167 0,041
> varlata 9 0,117 0,060 0,174 0,026

Graf 4: Koncentrace Pb (mg.kg™ susiny) v organech potkana — varianty 00,0Mt a OPt
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Tabulka 9: Podil davky Pb akumulovany v tkanich lab. potkana pfi nizké a zvySené tirovni expozice

Expozice Nizka Vysoka P
N 6 15
jatra Primér 0,102 > 0,013 <0,001
Sm.Ch. 0,010 0,006
-95,00% 0,081 0,000
95,00% 0,124 0,026
ledviny Praimér 0,046 > 0,016 0,036
Sm.Ch. 0,010 0,006
-95,00% 0,025 0,002
95,00% 0,067 0,029
svalovina Primér 0517 > 0,021 <0,001
Sm.Ch. 0,094 0,060
-95,00% 0,320 -0,104
95,00% 0,714 0,145
kosti Prumér 0,444 = 0,733 0,102
Sm.Ch. 0,148 0,093
-95,00% 0,135 0,537
95,00% 0,753 0,928
stirevo Primér 0,049 > 0,002 <0,001
Sm.Ch. 0,008 0,005
-95,00% 0,033 -0,008
95,00% 0,064 0,012
varlata Pramér 0,017 > 0,001 <0,001
Sm.Ch. 0,003 0,002
-95,00% 0,010 -0,003
95,00% 0,024 0,005

Graf 5: Porovnani podili davky Pb akumulovanych v tkanich lab. potkana pti nizké a vysoké expozici

1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8

0,6

0,4

0,2

Podil davky akumulovany v tkani

Median; Krabice: 25%-75%; Svorka: Rozsah neodleh.

|

: B
0,0 o gl o i g @ g
02 L _*%k% * *kk *%k* *k*x
Jatra Ledviny Svalovina Kosti Stfevo Varlata
Tkan

[B] Nizka expozice
o Odlehlé

[ Vysoka expozice
o Odlehlé

*: signifiakntni rozdil nizka/vysoka expozice (Kruskal-Wallis test, *; **; *** = p < 0,05; 0,01; 0,001)
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b)exk

rece

V tomto hodnoceni byla porovnana dynamika fekalni a urinarni exkrece mezi exponovanymi a

neexponovanymi zviraty. Mnozstvi Pb ve vykalech a moci bylo u vSech skupin vyjadieno jako podil

Z piijaté davky.

Tabulka 10: Porovnani dynamiky vylu¢ovani Pb mezi exponovanymi zvitaty a kontrolni skupinou

Varianta Vykaly Mo¢ Vykaly + mo¢ dohromady
0-24h 25—-72h | Celkem 0-24h | 25—-72h | Celkem | 0-24h 25—-72h | Celkem
OMt 52,549 | 16,072" 72,9937 [ 0,050™" | 0,108 | 0,156 | 53,075 | 16,166 73,2017
OPt 38,8217 | 10,439 53,165 | 0,037 | 0,054 |0,0007 | 38,604 | 10,599 | 53,327
00 9,585 7,618 17,312 | 2,292 7,884 12,173 | 12,139 | 15,43 27,512

* - signifikantni rozdil vi¢i kontrolni skupiné (Kruskal-Wallis test, *; **; *** = p < 0,05; 0,01; 0,001)

Graf 6: Porovnani dynamiky fekalni exkrece Pb u exponovanych a kontrolnich zvifat
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Graf 7: Porovnani dynamiky urinarni exkrece Pb u exponovanych a kontrolnich zvifat
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Dynamika fekalni exkrece piijatého Pb se signifikantné 1iSi mezi exponovanymi a neexponovanymi
zvitaty. Zvirata exponovana oboum sledovanym formam Pb vylou¢i béhem prvnich 24 hod po
administraci vice nez 3x vyssi podil davky nez v nésledujicich dvou dnech. Kontrolni skupina (OO)
oproti tomu vykazovala vyrovnanou troven fekalni exkrece, nebot’ pfijimala stabilni a velmi nizké
mnozstvi Pb pouze zkomercniho krmiva. Celkové vyloucila kontrolni skupina ve vykalech
signifikantn€ nizsi podil z ptijatého Pb nez ob¢ exponované skupiny.

V piipadé urinarni exkrece byl zaznamenan obdobny trend mezi vSemi 3 sledovanymi skupinami.
Podil davky vylouceny mezi 2 a 3 dnem piedstavoval dvojnasobek mnozstvi vylouceného v prvnich

24 hodinach. Z toho lze usuzovat, Ze urinarni exkrece je béhem prvnich 3 dni po pfijeti Pb stabilni.

Graf 8: Porovnani jednotlivych slozek exkrece Pb mezi skupinami OO, OMt a OPt
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Vysoka expozice Pb vyvolava u obou exponovanych skupin jeho vyraznou eliminaci z organismu (%2
az % piijatého mnozstvi). Oproti oboum exponovanym skupinam vyloucila kontrolni skupina necelou
pétinu davky Pb. T kdyZ realné ptijimala kontrolni skupina jen nepatrné mnozstvi Pb a koncentrace Pb
ve vykalech i mo¢i jsou vyrazné niz$i nez u exponovanych skupin, vyjadiime-li toto mnozstvi

Vv procentech, existuje pti nizkém ptijmu Pb riziko akumulace vétsiho podilu davky v organismu.
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6.3 Ovéreni akumulacni schopnosti H. diminuta pro Pb

a)akumulace Pb - tasemnice vs. tkané hostitele

Tabulka 11: Koncentrace Pb (mg.kg™ DW) v tkanich H.diminuta a lab. potkant (primér + SD)

]
C
g N Tasemnice Jatra Ledviny Svalovina Kost Stievo Varlata
S
TO 5 0,35+0,06 | 0,08+0,05 | 0,26+0,31 | 0,08+0,04 | 019+0,30 | 0,11+0,06 | 0,12+0,10
TMt| 6 241+11,9 | 0,63+0,26 | 486+1,36 | 0,11+0,06 | 841+548 | 031£0,24 | 0,41+0,42
TPt | 2/3" | 257+7,10 | 1,03+0,14 | 543+0,13 | 0,11+0,03 | 494+232 | 0,52+0,36 | 0,23+0,10
"N = 3 v piipadé tkani hostitele, N =2 v piipadé tasemnic
Graf 9: Pram&mé koncentrace Pb (mg.kg™ DW) v tkanich H.diminuta a lab. potkani
Median; Svorka: 25%-75%
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Tkané tasemnice H. diminuta vykazuji signifikantné vyssi koncentrace Pb nez tkan¢ hostitele a to jak
po nizké tak po vysoké urovni peroralni expozice u jejich hostiteltt — laboratornich potkant (viz. tab

11 a graf 9). Vyjimku ptedstavuji pouze kosti a ledviny skupiny TO, kde rozdily nebyly stat. prukazné.
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Tabulka 12: Porovnani koncentrace Pb v tkanich tasemnice a hostitele (t- test pro zavislé vzorky)

(3]
.g Porovnani | Pramér Sm.odch. N t Y Int._;ps)c())/loehl. Int;zgg/lfhl.
>
jatra 0,074 0,054
tasemnice 0,348 0,061 5 -889% 4 0,001 -0,361 -0,189
ledviny 0,156 0,189
tasemnice 0,348 0,061 5 -2511 4 0,066 -0,406 0,020
svalovina 0,086 0,041
o [tasemnice 0,348 0,061 5 -7,816 4 0,001 -0,356 -0,169
P Tkost 0,338 0,635
tasemnice 0,348 0,061 5 -0,039 4 0,971 -0,773 0,751
stievo 0,113 0,062
tasemnice 0,348 0,061 5 -4593 4 0,010 -0,378 -0,093
varlata 0,099 0,083
tasemnice 0,348 0,061 5 -638 4 0,003 -0,358 -0,141
jatra 0,633 0,260
tasemnice 24,099 11890 6 -4,866 5 0,005 -35,864 -11,069
ledviny 4,858 1,365
tasemnice 24,099 11890 6 -3,761 5 0,013 -32,391 -6,091
svalovina 0,105 0,061
5 tasemnice 24,099 11890 6 -4934 5 0,004 -36,496 -11,492
F | kost 8,414 5,477
tasemnice 24,099 11,890 6 -2,667 5 0,045 -30,805 -0,567
stfevo 0,313 0,235
tasemnice 24,099 11,800 6 -4921 5 0,004 -36,212 -11,362
varlata 0,406 0,423
tasemnice 24,099 11890 6 -4953 5 0,004 -35,991 -11,396
jatra 0,975 0,142
tasemnice 25,461 5064 3 -8558 2 0,013 -36,797 -12,175
ledviny 5,200 0,407
tasemnice 25,461 5064 3 -7,077 2 0,019 -32,579 -7,943
svalovina 0,165 0,104
& |tasemnice 25,461 5064 3 -8675 2 0,013 -37,842 -12,750
P [kost 5,916 2,357
tasemnice 25,461 5064 3 -4831 2 0,040 -36,954 -2,136
stfevo 0,523 0,253
tasemnice 25,461 5064 3 -8,124 2 0,015 -38,145 -11,730
varlata 0,253 0,079
tasemnice 25,461 5,064 3 -8,498 2 0,014 -37,971 -12,444
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Tabulka 13: Biokoncentra¢ni faktory H. diminuta v porovnani s jednotlivymi tkdnémi hostitele

Skupina Tkan hostitele

Ledviny Jatra Svalovina Stievo Kost Varlata
TO 4,1 3,5% 7,5° 4,4° 5,3 4,3°
TMt 5,8 40% 352° 181° 4,9 1331
Tth i 4,7 25 243 70 6,2 128
a, b, C,

— statisticky vyznamné rozdily mezi variantami (Kruskal-Wallis test, a: p < 0,05; aa: p < 0,01)

Pfi nizkém pfijmu Pb vykazuje tasemnice jen 3,5x — 7,5x vyssi koncentrace Pb nez tkané jejiho
hostitele. Pfi vysoké trovni expozice biokoncentracni faktory vyrazn€ rostou a to piedevsim u stieva
(az 181), varlat (az 133) a svaloviny (az 352). V pfipad¢ BF H. diminuta Vv porovnani s jatry,
svalovinou, stfevni sténou a varlaty hostitele exponovaného octanu olovnatému byl mezi nizkou a
zvySenou urovni expozice prokazan statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05). I kdyz u skupiny TPt byl
zaznamenan obdobny narist BF u téchto tkani, rozdily nebyly statisticky prukazné (patrné diky

nizkému poctu reprezentativnich vzork v této varianté).

Tabulka 14: % z davky Pb akumulované v tkanich H.diminuta a laboratornich potkant (primér + SD)

]

<

g N Tasemnice Jatra Ledviny Svalovina Kost Stievo Varlata
S

TO 5 0,015+0,03 0,028 £ 0,02 0,006 + 0,02 0,333 +0,14 0,144 +1,43 0,019+0,01 0,004 +0,01
TMt 6 0,037+0,03 0,010 + 0,00 0,013 £ 0,00 0,016 £ 0,01 0,822+ 0,57 0,003 + 0,00 0,001 +0,00
TPt 3/2* 0,032+0,01 0,011 +0,00 0,010=0,01 0,015+0,01 0,559 + 0,20 0,003 + 0,00 0,001 +0,00

* N = 3 v pripad¢ tkani hostitele, N =2 v ptipadé tasemnic

Graf 10: Porovnani % z davky Pb akumulované v tkanich H.diminuta a laboratornich potkanti
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Tabulka 15: Podil z davky Pb akumulovany v tkani hostitele/tasemnice (t-test pro zavislé vzorky)

Primér Sm.odch. N t sV p Int. Int.
spolehl.  spolehl.
-95%  +95%

% Pb jatra 0,018 0,014

% Pb tasemnice 0,032 0,023 12 -1669 11 0,123 -0,033 0,005

% Pb ledviny 0,009 0,006

% Pb tasemnice 0,032 0,023 12 -3,330 11 0,007 -0,039  -0,008

% Pb svalovina 0,142 0,181

% Pb tasemnice 0,032 0,023 12 1,943 11 0,078 -0,015 0,235

% Pb kosti 0,712 0,995

% Pb tasemnice 0,032 0,023 12 2,360 11 0,038 0,046 1,313

% Pb stifevo 0,010 0,011

% Pb tasemnice 0,032 0,023 12 -2514 11 0,029 -0,042  -0,003

% Pb varlata 0,003 0,004

% Pb tasemnice 0,032 0,023 12 -4,003 11 0,002 -0,045  -0,013

Graf 11: Podil z davky Pb akumulovany v tkani hostitele/tasemnice (spole¢né pro sk. TO, TMt a TPt)

*[** - signifikantni rozdil oproti tkani tasemnice (*;** - p < 0,05; 0,01)
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H. diminuta akumuluje pritkazné vyssi podil peroralné piijatého Pb nez ledviny, varlata a stievni sténa

exponovaného laboratorniho potkana, zaroven ale také pritkazné méné nez jeho kosti.
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Tabulka 16: Porovnani akumula¢niho potencialu H.diminuta a ledvin hostitele (primér + SD)

Hmotnost Koncentrace Pb Celkové mnozstvi Pb Podil davky akumulovany
© (ng.g" FW) (ng) v tani (%)

Varianta
Davka Pb
(ug.g-1)

ée
tasemnic

Tasemnice Ledviny | Tasemnice Ledviny Tasemnice Ledviny Tasemnice Ledviny

TO | 1200 | 55+29 | 2,49+0,77 | 3,23+0,25 | 0,08+0,14 | 0,02+0,08 | 0,18+0,39 | 0,08+0,24 | 0,015+ 0,03 | 0,006 + 0,02

TMt | 32011 | 6,8+4,1 | 3,34+1,54 | 3,51+0,27 | 404+1,69 | 1,24+0,38 | 13,00+9,50 | 4,18 +1,30 | 0,037+ 0,03 | 0,013 + 0,00

TPt | 35951 | 55+21 | 2,66+0,86 | 299+0,43 | 438+0,24 | 1,26 +0,19 | 11,59+ 3,04 | 3,69+ 0,20 | 0,032+ 0,01 | 0,010+ 0,01

Pro detailni porovnani akumula¢niho potencidlu H. diminuta byla vybrana tkan ledvin a to z
nasledujicich divodu: i. ledviny vykazovaly nejvyssi koncentrace Pb ze vSech mékkych tkani
hostitele; ii. Cerstva hmotnost ledvin byla velmi podobna Eerstvé hmotnosti H.diminuta v jednom
hostiteli. Pfi srovnatelné Cerstvé hmotnosti akumuluje tkan H. diminuta cca 3x vyss$i podil

administrované davky Pb nez ledviny hostitele (pro obé sledované formy Pb).
b)akumulace Pb v tkani H. diminuta — octan olovnaty vs. P. stratiotes

Graf 12: Koncenrace Pb v tkanich tasemnic ze skuiny TO, TMt a TPt
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Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v koncentracich Pb v tkani tasemnic po expozici
octanem olovnatym a P. stratiotes. Lze tedy usuzovat, ze akumula¢ni potencial H. diminuta je pro obé
sledované formy Pb shodny. Vysledek vSak mohl byt vyznamné ovlivnén nizkym poctem relevantnich

vzorkl ve skupin¢ TPt a bude nutné ho jesté overit.




6.4 Vliv H. diminuta na toxikokinetiku Pb v organismu hostitele

Pro toto porovnani byly pouzity vysledky skupin OO vs. TO a OMt vs. TMt. Skupiny OPt a TPt

nebyly do podrobného hodnoceni zatazeny z divodu nizkého poctu reprezentativnich vzorku sk. TPt.

Tabulka 17: Koncentrace Pb (ug.g”* DW) v tkani tasemnic a potkant (median + SE pro jednotlivé sk.)

Varianta Jatra Ledviny Svalovina Kosti Stievo Varlata Tasemnice
N 21 21 22 21 23 21 11
00 0,08 + 0,01 ™! 0,13 +0,03°Mt 0,04+0,03 0,09+0,01°M™  007+0,02 006+002 X
TO 0,06 + 0,03°M™t 07+ 0,02°M ™! 011 +0,02 0,05+0,00°M™  012+0,04 0,06+0,01 0,37+0,05™
oMt | 0,48+0,12™ 526+0,92°°T°  009+0,03 10,56+1,90°°T 026+0,11 0,20+0,09 X
TMt 0,58 + 0,24 09T 498+1,25™ 0,11+0,06 9,01+500°°™  031+0,21 023+0,11 23,16+10,85™
OO-TMt

— signifikantni rozdil (p < 0,05) v porovnani se skupinou v indexu (Kruskal-Wallis test)

Tabulka 18: Korelace mezi mnozstvim Pb v tkanich hostitele a tasemnic, jejich abundanci a biomasou

2

Uroveii expozice Sledovany vztah r t-test
Nizka Podil davky akumulovany -  Pocet tasemnic v 1 hostiteli 0,98 p <0,001
v tkani H. diminuta
- Cerstva hmotnost tasemnic 0,83 p <0,05
Podil davky akumulovany v -  Pocet tasemnic v 1 hostiteli 0,0004 p=0,97
ledvinach hostitele
- Cerstva hmotnost tasemnic 0,09 p=0,63
Tasemnice Cpy - Jatra hostitele Cpy 0,08 p=0,65
- Ledviny hostitele Cpy, 0,18 p=0,47
- Svalovina hostitele Cpy 0,002 p=0,94
- Kosti hostitele Cpp 0,15 p=0,52
- Stfevo hostitele Cpy 0,53 p=0,17
- Varlata hostitele Cpp 0,09 p=0,63
Zvysena Podil davky akumulovany v -  Podet tasemnic v 1 hostiteli 0,21 p=0,36
tkani H. diminuta
- Cerstva hmotnost tasemnic 0,04 p=0,28
Podil davky akumulovany v -  Pocet tasemnic v 1 hostiteli 0,004 p=0,9
ledvinach hostitele
- Cerstva hmotnost tasemnic 0,31 p=0,33
Tasemnice Cpy - Jatra hostitele Cpy 0,09 p=0,56
- Ledviny hostitele Cpy, 0,18 p=0,42
- Svalovina hostitele Cpy 0,13 p=0,47
- Kosti hostitele Cpp 0,08 p=0,59
- Stfevo hostitele Cpy 0,05 p =0,67
- Varlata hostitele Cpy 0,18 p=0,40

Crp — koncentrace Pb v tkani (ug.kg™ v susing),
- statisticky vyznamné korelace uvedeny tu¢nym pismem

Pfi stejné turovni expozice nebyl u zadného organu prokazan statisticky vyznamny rozdil

v koncentracich Pb mezi parazitovanymi a neparazitovanymi zvifaty (viz. grafy 13 a 14). Narist




mnozstvi Pb v tkani tasemnice nekoreloval se zménou mnozstvi Pb v zadné tkani hostitele (viz. tab.
18) Pti nizké urovni expozice parazitace mirn¢ ovlivni toxikokinetiku Pb v téle hostitele, kdyz u
parazitovanych zvitat vzorstly koncentrace Pb ve svaloving a stfevni sténé. Podil Pb akumulovany

v tkani tasemnice pozitivné koreluje s mnozstvim jedincti v jednom hositeli a jejich biomasou.

Graf 13: Koncentrace Pb v tkanich hostitelti a H. diminuta po nizké Grovni expozice
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Graf 14: Koncentrace Pb v tkanich hostiteld a H. diminuta po zvySené urovni expozice
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6.5 Moznost prijmu Pb z enterohepatického cyklu u H. diminuta

Pro potvrzeni tohoto predpokladu byly porovnany podily Pb vylouceného ve vykalech mezi

parazitovanymi a neparazitovanymi zvitaty v riznych odbérovych intervalech

Tabulka 19: Podil Pb vylouceny parazitovanymi a neparazitovanymi zvifaty v obou intervalech (t-test)

Primér | Primér Poc.plat | Poé.plat. | Sm.odch. | Sm.odch.
Interval oMt | TMt t vl P OMt TMt OMt TMt
0-24 hod 44,795 53,024 -1,812 134 | 0,072 68 68 24,906 27,947
25-72 hod 22,848 14,718 2,668 139 | 0,009 71 70 20,999 14,547

Graf 15: Porovnani podilu vylou¢eného Pb mezi skupinou OMt a TMt

Median; Krabice: 25%-75%; Svorka: Rozsah neodleh.
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Zatimco podily Pb vyloucené béhem prvich 24 hodin po pfijeti davky se mezi parazitovanymi a
neparazitovanymi zvifaty neli$i, v nasledujich dvou dnech se podil Pb vylouéeného ve vykalech
signifikantné 1i§i (viz. tab. 19 a graf 15). Na zakladé tohoto vysledku lze proto usuzovat, Ze H.
diminuta pfijimad piedev§im Pb, které bylo primarné absorbovano do organismu, proslo

enterohepatickym cyklem a do stfeva bylo uvolnéno spole¢né se Zluci.
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7 Diskuse

7.1 Rozdilna toxikokinetika Pb z octanu olovnatého a z rostlinného

hyperakumulatoru v organismu laboratorniho potkana

Jak hospodarska, tak volné zijici zvifata mohou V potravé pfijimat zvySené mnoZzstvi
kontaminantti. Napiiklad Wilkinson et al. (2003) uvad¢ji, ze pice pochazejici z oblasti
kontaminovanych Pb mtize obsahovat az 40 mg tohoto prvku na kilogram su$iny. Takové mnozstvi
nékolikanasobné piesahuje normy Evropské Unie (Anonymus 2002), stanovujici maximalni
pripustnou koncentraci Pb v krmivech na 10 mg/kg™. Ptitom dlouhodoba konzumace krmiv s
vysokym obsahem Pb prokazatelné negativné plsobi na zdravotni stav exponovanych zvifat (Faix et
al., 2005; Liu, 2003).

V provedeném experimentu bylo laboratornim potkaniim po dobu 6 tydna peroraln¢ podano
12 davek obou sledovanych forem Pb v celkovém mnozstvi 35 + 1 mg Pb (primér na 1 potkana). Tuto
dobu expozice lze vzhledem Kk celkové délce Zivota laboratorniho potkana povaZovat za sub-
chronickou. Design provedeného experimentu tak simuluje podminky kratkodobé konzumace diety
kontaminované Pb a na zaklad¢ ziskanych vysledkd nelze ptesné modelovat vliv dlouhodobé
konzumace krmiva s variabilnim pomérem rtznych kontaminantt, ktery byl jiz popsan fadou
ptedchozich praci (Angelova et al., 2010; Liu, 2003; Skalicka et al., 2002; Wilkinson et al., 2003).

Cilem toxikologické ¢asti pokusu bylo detailni srovnani toxikokinetiky odlisnych forem Pb,
zahrnujici popis jejich akumulace v organismu a zptsob a dynamiku jejich vylucovani. Testovanou
formou Pb byla susena biomasa P. stratiotes, nebot’ o toxikokinetice Pb vazané¢ho v rostlinnych
hyperakumulatorech v dosavadni védecké literatuie chybi informace. Ayodae et al. (1982) navrhovali
vyuziti P. stratiotes jako krmiva pro hospodaiska zvifata. Rada nové&jsich studii (Espinoza-Quinones et
al., 2009; Odjegba at Fasidi, 2004; Vesely at al., 2011) vSak jasn¢ prokézala, ze pletiva této rostliny
dokazi akumulovat enormni mnozstvi Pb. Pokud by tedy byla péstovana v prostfedi kontaminovaném
Pb, mizZe byt jeji vyuziti v krmivech zna¢né problematické. Pro porovnani byla zvolena standartni
forma olovnaté soli (octan olovnaty), jehoZ chovani v organismu bylo jiz pomémé zevrubné popsano
predchozimi studiemi. Jako standard je octan olovnaty v toxikologickych studiich pouzivan predevsim
diky vysoké rozpustnosti, ktera umoziiuje jeho vysokou biodostupnost (Smith et al., 2008). Oproti
tomu, o osudu Pb vazaného v rostlinném materialu v téle exponovanych jedinci zatim existuje
mnohem méné relevantnich informaci.

Dosud publikované studie nejcastéji hodnotily oddélené bud’ akumulaci Pb z rostlinnych
krmiv v tkanich a organech nebo naopak jeho vylucovani z téla (Farmer et Farmer, 2000; Skalicka et
al., 2002; Wilkinson et al., 2003). Vyjimku pfedstavuje napf. prace Parkera a Hamra (2001), kteti
zdokumentovali koncentrace kontaminantii jak v krmivu rostlinného ptivodu (listi stromt a traviny),

tak v tkanich a vykalech voln¢ Zijicich piezvykavcu. Tito autofi uvadéji, ze koncentrace Pb v mékkych
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tkanich jelenti jsou velmi podobné primeérné koncentraci Pb v rostlinné potrave, kterou zvirata
konzumuji. Naopak koncentrace Pb ve vykalech je vice nez 3x vyssi nez jeho koncentrace v piijimané
potravé. Vysledky provedeného experimentu vSak nevykazuji tento trend, nebot koncentrace Pb
v krmivu (+ patficné davky Pb) byly vyssi nez koncentrace ve vykalech, moci i tkanich potkant.

Absorbce, distribuce a detoxifikace Pb do/v pletiv/ech hyperakumulujicich rostlin probiha
jinak, nez do/v téch, pro které je vysoky piijem Pb toxicky. Zatimco Vv klasickych rostlinach probiha
detoxifikace pfijatého Pb jeho navazanim do ligandi s vysokou molekulovou hmotnosti (napf.
fytochelatiny) a kontaminanty mohou byt nasledn¢ imobilizovany zabudovanim do bunéénych struktur
¢i vakuol, hyperakumulici rostliny disponuji ve svych pletivech velkym mnoZstvim malych
organickych molekul, a divalentni kationty (Pb®") se mohou navazat na volné aminokyseliny, jakymi
jsou naptiklad histidin nebo nikotinamin (Callahan et al., 2006). V rostlinnych hyperakumulatorech
tak zustava absorbované Pb zna¢né mobilni a miize byt transportovano z kofenti do stonkd, listt apod
Visioli et Marmiroli (2013). Proto je nezbytné ovéfit hypotézy, Ze Pb z hyperakumuljicich rostlin bude
V organismu reagovat odlisn€ oproti Pb z anorganickych sloucenin, izolovanych organickych soli, ¢i
Z klasickych rostlin.

Analyzy Sharmy at al., (2004) ¢i Saretta et al., (2001) odhalily, ze Pb se v rostlinnych
hyperakumulatorech vyskytuje nejcastéji ve formé octand, sulfati a sulfidd (v druhu Sesbania
drumondii, Fabaceae) ¢i jako uhli¢itany (v druhu Phaseolus vulgaris, Fabaceae). U druhu P. stratiotes
sice obdobné analyzy zatim nebyly provedeny, ovSem na zakladé nizkych hodnot celkové exkrece Pb
u zvifat exponovanych této formé Pb v provedeném experimentu lze ptredpokladat, ze i v jeho
pletivech se Pb vyskytuje v podobych slouceninach, pfedev§im pak v uhli¢itanech. Absorbce
uhli¢itanu olovnatého z traviciho traktu je totiz jesté vyssi neZ u octanu olovnatého (Barltrop et Khoo,
1975). Absorbce Pb mtize byt také podpoiena ptitomnosti aminokyselin napf. cysteinu (Garber et Wei,
1974), jehoz zvySené koncentrace v rostlinnach akumulujicich Pb zaznamenali Gupta et al. (2010).

Smith et al., (2008) prokazal, ze ¢im vys$i je peroralni pfijem Pb, tim vy$s$i jsou jeho
koncentrace ve vykalech, coz je plné v souladu s primarnimi vysledky provedeného experimentu (data
v kapitole Vysledky jsou jiz pfepocitana a vyjadiena pouze v % z pfijaté davky). Predchozi prace
zabyvajici se exkreci Pb uvadéji, ze ve vykalech mtize byt vylouc¢eno az 90 % peroralné ptijatého Pb
(Hunder et al., 2000). Fekalni exkrece zjisténa v nasi studii v§ak nedosahovala této urovné ani u jedné
ze sledovanych forem Pb. Expozice pouzita v naSem experimentu méla za nasledek vylouceni % (u
skupiny OMt) a % pfijatétho mnozstvi (u skupiny OPt). Celkova fekalni exkrece jedinct ze skupiny
OMt (73 %) je velice blizka hodnotam exkrece Cd (75 %) zjisténych Reevesem a Vanderpoolem
(1998) a Phillipsem et al. (2005), ktefi provedli experimentalni vyzivové studie s Cd vazanym ve
slune¢nicovych semenech (u potkant) a v rostlinném krmivu (u ovei). OvSem hodnoty fekalni exkrece
Pb vazaného v P. stratiotes (jen 53 %) byla vyrazné niz§i nez ve vSech vySe uvedenych pracich.
Dtivodem pro takto nizkou troven exkrece mize byt jednak vySe zminénd odlisna forma Pb vazaného

v hyperakumulatorech, nepatrné delsi sbérné obdobi pouzité v piedchozich studiich a rozdily v Grovni
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intestinalni absorbce mezi Pb a Cd. Nicméné celkové jsou ziskana data velmi podobna vysledkiim
Phillipse et al., (2005), kteti prokazali, Ze exkrece anorganickych forem Cd je vyrazné vyssi nez téch
z rostlinného materidlu. Relevantni informace obdobného charakteru tykajici se ptimo exkrece Pb vsak
zatim ve védecké literatuie chybi. Experiment provedeny v této disertacni praci tak pfinasi prvotni
data o celkové toxikokinetice Pb pochazejiciho z rostlinného hyperakumulatoru v savéim organismu.

Kromé celkového mnozstvi Pb eliminovaného z organismu laboratornich potkanti byla
v ramci provedeného experimentu sledovana i dynamika jeho vylucovani ve vykalech a moci. Dle
predchozich stfednédobych studii, popisujicich dynamiku fekalni exkrece té€zkych kovi po peroralnim
pfijmu dusi¢nanu olovnatého, Pb-cysteinu ¢i Cd, je béhem prvnich 5 dni po expozici ve vykalech
vylouceno az 84 % pftijatého t¢zkého kovu a v nésledujicich dnech pak tato ekrece rapidné klesa (pod
5 %) (Aungst et al., 1981; Phillips et al., 2005; Rabinowitz et al., 1980). Dynamika fekalni exkrece
obou sledovanych forem Pb determinované v provedeném experimentu se s t¢mito udaji plné shoduje.
Oproti studii Rabinowitze et al., (1980), kterd zachycovala vyluovani v delSich ¢asovych intervalech,
V prezentovaném experimentu byly vzorky odebirany po 24 a 72 hodindch. Diky tomu bylo mozné
odhalit, ze exkrece obou sledovanych forem vykazuje shodné schéma, ve kterém je majoritni podil
Z organismu eliminovan jiz béhem prvnich 24 hodin po expozici Pb. V nasledujicich dvou dnech je
pak celkové mnozsvi vylouceného Pb (u obou forem) cca 3x niz$i nez prvni den a exkrece Pb
vazaného ptivodné v rostlinném hyperakumulatoru je dokonce podobné nizka jako u neexponovanych
zvifat.

Na zéklad¢ prukazné rozdilnych Grovni celkové exkrece mezi sledovanymi formami Pb by se
dalo oc¢ekavat, ze Pb z P. stratiotes bude v tkanich potkant akumulovano ve vétsi mife nez to z octanu
olovnatého. Tento piedpoklad vSak analyzy obsahu Pb ve vybranych tkanich nepotvrdily. Celkové Ize
fici, Zze podily pfijatého Pb determinované v jednotlivych tkanich byly velmi nizké. Vysvétlenim
tohoto stavu muze byt to, Ze analyzam obsahu Pb nebyla podrobena krev, ve které je vyznamné
mnozstvi Pb po absorbci do organismu navazano. Obsahy Pb v krvi by se tedy velice pravdépodobné
po expozici jednotlivych sledovanych forem Pb vyznamné liSily. Mély by se proto stat nedilnou
soucasti dalSiho podobného experimentu.

Existuje také moznost, ze priCinou nastalé situace, kdy byly V porovnani s jinymi pracemi
souCasn¢ vylouceny 1 akumulovany necekané nizké podily Pb pochézejiciho z rostlinného
hyperakumuléatoru, mtze byt nedokonale provedena ptiprava vzorku pifed analyzou obsahu Pb. Pouzité
metody stanoveni (jak ICP-OES tak GF-AAS) jsou dnes velice piesné a jejich relevantnost je
ovefovana soucasnou analyzou referenéniho materialu. Pfipadnd odchylka samotného méfeni je tak
zanedbatelna. Zvoleny zplsob mineralizace (suchy rozklad v pfipadé vykali a mikroviny rozklad
Vv pfipad¢ tkani) sice vychazel z dfive ovétenych a publikovanych metodik (viz. kapitola Material a
metodika), ale zpétné bohuzel neni mozné ovétit, Ze veskeré formy Pb, které vzorky po expozici P.
stratiotes obsahovaly, ptesly 100% do anorganické podoby. Relevantnost téchto krokd vedouci

k ziskani pozadovanych vysledki by proto bylo vhodné ovéfit v samostatném experimentu.
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Zajimavym zjiSténim vyplyvajici z provedeného experimentu byla prikazné intenzivngjsi
akumulace Pb z rostlinného hyperakumulatoru v potkannich jatrech, zatimco vSechny ostatni tkané
vykazovaly vyssi koncentrace Pb po expozici octanu olovnatému. Sabbioni et Marafante (1976)
zjistili, ze nejvyssi podil Pb akumulovaného v jatrech na subcelularni Grovni, je vazany v proteinech
jadernych memran. Jatra Zivocichli exponovanych rizikovym prvkim totiz produkuji za uGcelem
ochrany a detoxifikace organismu specifické formy proteini a enzymua (Gonick, 2011). Ty jsou poté
schopné ionty polutantll absorbované do organismu pevné navazat, imobilizovat a tim eliminovat
jejich dalsi toxické uéinky. Nejvyznaméjsi z nich pfedstavuje v pfipadé Pb dehydratasa kyseliny delta-
aminolevulové (ALAD). Je tedy pravdépodobné, ze formy Pb vyskytujici se v P. stratiotes mohou
zvysit produkci téchto ochrannych a detoxifikacnich sloucenin a v jaterni tkané se poté uklada vétsi

podil ptijatého Pb.

7.2 Rozdilna toxikokinetika Pb pri nizké a vysoké urovni expozice

Provedeny experiment jednoznacné prokazal rozdily v urovni exkrece Pb béhem nizké a
zvysené expozice tomuto prvku. Obé skupiny, kterym byly administrovany davky Pb vyloudily ve
vykalech 3x — 4x vétsi podil pfijatého Pb nez jedinci z kontrolni skupiny. Tato skutecnost je patrné
zpusobena tim, ze intestinalni absorbce Pb ma pouze limitovanou kapacitu. Presto Ze tedy vystavime
organismus potkana nadmérnym davkam Pb, dokaze ze stieva absorbovat jen jeho omezené mnozstvi
a zbytek kontaminantu odchazi neprodlené ztéla spole¢né s vykaly, jak potvrzuje i porovnani
dynamiky fekalni ekrece mezi exponovanymi a neexponovanymi potkany. Vysledky ziskané v ramci
tohoto pokusu jsou proto shodné s Aungstem et al. (1981), O’Flahertym et al. (1996) i Rabinowitzem
et al. (1976), kteii v této souvislosti uvadéji, 7e procento Pb absorbovaného ze stieva do
intoxikovaného organismu se se zvysujici se davkou snizuje. Tento jev funguje jako primarni ochrana
organismu pied nebezpecné vysokym piijmem Pb. Hladinu absorbce, pii které je uz trasportni
kapacita skrz intestinalni epitel nasycena, se vSak zatim nepodafilo pfesné stanovit. Proto je pfi
toxikologickych studiich vzdy nezbytné uvadét uroven expozice, pii které byla absorbce ¢i exkrece Pb
sledovana.

Zatimco dynamika fekalni exkrece se mezi exponovanymi a neexponovanymi jedinci vyrazné
lisila, prubéh urinarni exkrece byl béhem 72 hodin po podani davky stabilni u vSech tiech
porovnavanych skupin. Celkové velmi nizké procento pfijattho Pb vyloueného Vv moci u
exponovanych skupin ptimo vyplyva ze skutenosti uvedenych v ptredchozim odstavci — To jest, Ze pfi
peroralni expozici pfechdzi do organismu jen omezené mnozstvi Pb. Takto absobované Pb je navazano
v krevnich buiikach a trasportovano do cilovych organt akumulace. Pouze Pb, které se v organismu
nezachyti, prichazi poté spolu s krvi do ledvin, kde je jeho ¢ast diky procesu glomerularni filtrace
vylouéena z t€la spolu s mo¢i. Nicmén¢ finalné vylouc¢ené mnozstvi je uz vyznamé redukované o

podily zachycené v tkanich hostitele (véetné samotnych ledvin).
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Také pii porovnani podild davek Pb akumulovanych V tkanich exponovanych a
neexponovanych jedincl se potvzuje fakt, ze pfi vysokém piijmu kontaminantu, klesa jeho podil
zachyceny v organismu. PrestozZe se tedy po expozici Pb vyrazné zvysily jeho koncentrace v potkanich
tkanich (nejvyraznéji u jater, ledvin a kosti), vztdhneme-li toto mnozstvi k celkové pfijaté davce Pb
zjiStujeme, Ze podily akumulované v jednotlivych tkanich jsou (s vyjimkou kosti) pritkazné nizsi nez u

kontrolni skupiny.

7.3 Ovéreni akumulacni schopnosti H. diminuta pro obé sledované
formy Pb a pri nizké a vysoké expozici

Prestoze cela tada védeckych studii prokdzala, ze gastrointestinalni helminté, ptfedevSim
tasemnice a vrtej$i, akumuluji nékteré rizikové prvky a tézké kovy v nckolikandsobné vyS$Sim
mnozstvi nez tkané jejich hostiteld, zatim se v z4dné z publikovanych praci nesetkavame s jejich
zafazenim mezi hyperakumulujici organismy. Oznaceni hyperakumulétor je dnes striktné pouzivano
pouze V rostlinné fisi. Aby byla rostlina, dle stupnice navzené Bakerem a Brooksem v roce 1989,
oznaCena jako hyperakumulujici, musi koncentrace olovnatych iont v jejich stoncich a listech
dosahovat nejméné 1000 mg.kg™?, a nejevit pfitom znamky toxicity. Ackoli byla tyto hodnota
stanovena bez obecné diskuze, je ptiblizné o jeden tad vyssi nezZ ty, které se uvadi pro bézné druhy
rostlin.

Koncentrace Pb stanovené u H. diminuta vtomto experimentu se pohybovaly pouze
v desitkach mg.kg™, a stejného fadu dosahuji i koncentrace zji§téné mnoha jinymi autory jak u
tasemnic z volné zijicich hostiteli (Jankovska et al., 2010), tak ty ziskané v experimentalnich studiich
(Sures et al., 2002;). Nicméné stabilné byvaji minimalné o jeden fad vyssi neZ nejvice zatizené tkané
jejich hostitel. To je ovSem zatim jedind skute¢nost, diky které by mohly byt tasemnice mezi
hyperakumulujici organismy zafazeny, nebot’ neni zcela objasnén ani vliv kontaminantd, které
akumuluji, na jejich fyziologii. Brazdova a Hanzelova (2012) v této souvislosti zachytily zvySeny
vyskyt morfologickych abnormalit u tasemnic z kontaminovanych oblasti, ve srovnani s jedinci
z referencnich (nezneciSténych) lokalit. Tyto zmény zahrnovaly napt. deformace pohlavnich soustav
(ptedevsim vajecnikil), zdvojeni poctu pohlavnich orgénti a poruchy strobilizace (nedokonalé odd¢€leni
dvou po sob& nasledujicich ¢lankid). I presto vSak zastupci tfidy Cestoda dokazi v silné
kontaminovanych oblastech piezivat a Uspésné¢ se rozmnozovat. Samotné fungovéni jejich
fyziologickych procesu tak ziejmé toxickymi vlivy prostfedi neni vyznamné ovlivnéno (Hoole et al.,
2010).

Vysledky provedeného experimentu neodhalily rozdil v akumulé¢nim potencialu H. diminuta
pro sledované formy Pb, které jejich hostitel peroralné ptijimal. Toto zjiSténi vSeobecn¢ dobie
koreluje s daty potvrzujicimi akumujici vlastnosti tasemnic v nejriznéjSich typech prostredi (jak

vodni, tak terestrické), kde se kontaminanty bézné¢ vyskytuji v riznych formach, speciacich a
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slouceninach. Je tedy pravdépodobné, Ze pokud se rizikové prvky ¢i tézké kovy dostanou do
organismu hostitele a zapoji se do jeho metabolickych procesd, jsou tasemnice schopné ptijimat dané
prvky ze Sirokého spektra jejich sloucenin.

Je ale nutné zduraznit, ze pocet jedinci zahrnutych pro finalni hodnoceni ve skupiné
exponované rostlinnému hyperakumulatoru byl extrémné nizky a pro jednoznacné ovéfeni uvedenych
predpokladii bude nutné tuto ¢ast experimentu zopakovat v podminkach in vivo nebo in vitro
s relevantnim poctem tasemnic.

Na druhou stranu ziskané vysledky jasné potvrdily vysoky potencial druhu H. diminuta
akumulovat Pb, prezentovany jiz Suresem et al. (2002; 2003). Koncentrace naméiené v tkani
tasemnic byly pifi obou trovnich expozice signifikantné nejvy$si v celém hostitelsko/parazitickém
systému. Tato skutecnost je pln€ ve shod¢ s fadou dosud publikovanych praci, ve kterych dospélé
tasemnice vykazovaly i né€kolikandsobné vyssi akumulaci Pb nez tkané jejich hostitelt (Barus et al.,
2000, Sures et al., 2002; 2003; Torres et al., 2004; Malek et al., 2007).

V ramci realizovaného experimentu vSak byla ziskana i néktera unikatni data. Diky tomu, zZe
experiment probihal v kontrolovanych laboratornich podminkach a byla pfesné znama davka Pb,
kterou potkani piijali, mohl byt pfesné vyjadien podil této davky zachyceny v tkani tasemnic. Tyto
informace by napf. ve volném prostiedi nebylo mozné ziskat, nebot’ nelze jednoznacné definovat
mnozstvi kontaminantu vstupujiciho do téla hostitele. Design provedeného pokusu to vSak umoznil.
Bylo tak zjisténo, ze pfi srovnatelné Cerstvé hmotnosti s ledvinami hostitele akumuluje H. diminuta az
3x vetsi podil piijatého Pb nez nejvice zatizena mekka tkan hostitele a to jak pii nizké tak pifi zvysené
expozici. Podil davky akumulovany tasemnici pii nizké Grovni expozice navic silné pozitivné
koreloval s celkovou biomasou (Cerstvou hmotnosti i po¢tem) paraziti v téle jednoho hostitele.
Obdobny vztah mezi intenzitou infekce tasemnicemi (Oochoristica tuberculata) a koncentracemi Pb
v nich popsal Soliman (2012) u jestéru, zatimco Nachev et al., (2010) zastavaji nazor, ze uroven
akumulace tézkych kovt v tkanich vrtej$u nijak nesouvisi s velikost jejich infrapopulace v rybach.
Woelfl et al. (2008), ktefi sledovali akumulaci Pb u larvarnich stadii tasemnice Diphyllobotrium latum
uvedli, Ze mnozstvi zachyceného Pb se se vzrstajici biomasou parazita sniZzuje a Ze mensi jedinci
akumuluji az 80x vice Pb nez ti velci. Toto tvrzeni se ale neshoduje s diive prezentovanymi ndzory
Baruse et al., (2001) a Surese et al., (2003), kteii pfedpokladali, Ze mensi a tedy zaroven i mladsi
jedinci byli kontaminantu vystaveni po krat$i dobu a stihli proto akumulovat néné Pb neZ ti s vé&tsi
biomasou (star$i). V provedeném experimentu ovsem nebyly hodnoceny korelace mezi exaktni
velikosti kazdé tasemnice, ale vzorek byl vzdy reprezentovan celkovou biomasou vsech jedinct H.
diminuta v daném hostiteli. Pfimé srovnani s vysledky téchto autort by proto nebylo zcela objektivni.
Odlisnost vysledki Woelfla et al., (2008) je ovSem velmi pravdépodobné zplsobena také tim, zZe
nedospéla stadia tasemnic osidluji v hostiteli jina predilekéni mista nez dospélci (svalovina / tenké

stievo), ¢imz se podstatné 1isi 1 jejich piistup k riznym formam a davkam kontaminantt.
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Enormni schopnost pfijimat Pb, déla z hymenolepidnich tasemnic idealni nastroje bioindiakce
zneCisténi Zivotniho prostedi, coZz prezentovali jiz Sures et al. v roce 2003 ¢i Torres et al. v roce
2011. Jako vhodni akumulujici bioindikatoti znecisténi t€Zzkymi kovy byly ovSem doporuceny i dalsi
druhy tasemnic parazitujici u hlodavcu napt. Gallegoides arfaai ¢i Skrjabinotaenia lobata u
Apodemus sylvaticus v praci Torres et al. (2004, 2006) a Paranoplocephala dentata u Clethrionomys
glareolus a Microtus agrestris v praci Jankovské et al. (2009).

Efektivita akumulace pfislusného prvku mezi tkani hostitele a parazita se dnes rutinn€ udava v
podobé biokoncentracni faktoru. Proto bylo toto vyjadieni pouzito i V prezentovaném experimentu.
Pii nizké arovni expozice byly BF mezi tasemnici a viemi sledovanymi tkanémi hostitele pfiblizné
vyrovnané a pohybovaly se v pomérné uzkém rozpéti (3,5 pro jatra — 7,5 pro svalovinu). Tzn., ze pti
bézné trovni piijmu Pb (pouze z komeréniho krmiva) nalezneme v tkdni tasemnice cca 4x veétsi
koncentrace Pb nez u jejiho hostitele. Pti zvySeném piijmu Pb jsou vSak rozdily v koncentracich Pb
mnohem markantnéjsi a dosahuji az hodnot 181 pro sténu stieva, 133 pro varlata a 352 pro svalovinu.
Vyjimkou v tomto schematu jsou kosti a ledviny hostitele. U téchto tkani BF pii zvySené expozici
zustava priblizné stejny jako pfi nizké Grovni. Z toho vyplyva, ze tempo narastu koncentrace Pb v
tkani tasemnic a Vv téchto dvou tkanich hostitele je pfi subchronické expozici ptiblizné shodné.
Nejprukaznéjsi rozdil mezi BF pfi nizké a vysoké expozici pak statisticka analyza odhalila u jater. |
kdyz zde byl narust jen cca desetinasobny, naméfené hodnoty byly velmi konzistentni a prikaznost
rozdil proto vysoka.

V ptipadé srovnani ziskanych vysledku s jiz publikovanymi daty, musime vychazet ze studii,
které také hodnotily BF pfi nizké a zvySené trovni expozice hostitele. Ty realizovali Sures et al.,
(2003) nebo Torres et al. (2006) u volné zijicich hlodavci z kontaminovanych a referenénich oblasti
nebo Jankovska et al. (2010) u ovci experimentalné intoxikovanych octanem olovnatym. Ve vsech
vyse zminénych pracich byl analyzovan men$i pocet tkani hostitelli, proto lze prezentovany
experiment opét oznacit za nejkomplexngjsi. Detailni srovnani ziskanych vysledkt z vyse uvedenymi

pracemi piinasi nasledujici stabulka (tabulka 20).

Tabulka 20: Porovnani BF tasemnic u terestrickych hostitell pfi nizké a vysoké Grovni expozice Pb

Autor studie Hostitel/Parazit Expozice BF H. diminuta v porovnani s tkanémi hostitele

Ledviny Jatra Svalovina Stievo Kosti Varlata

Tento_ Rattus norv_eglc_us_/ Nizké 41 35 75 4.4 5.3 43
experiment Hymenolepis diminuta
Vysoka 5,8 40 352 181 4,9 133
Sures et al. Rattus norvegicus/ s
(2003) Hymenolepis diminuta Nizka 6 29 36
Vysoka 11 87 87
Torres et al. Apodemus sylvaticus/ (s
(2006) Skrjabinotaenia lobata Nizka 56 331 52,4
Vysoka 8,5 53,2 81,4
Jankovska et Ovis aries/ s
al. (2010) Moniezia expanza Nizka 0.2 03 0.9
Vysoka 4 5 458
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Stejné jako v téchto tfech porovnavanych studiich, zvySena troven expozice vzdy vedla
k nardstu BF. Je-li expozice dlouhodoba, jsou rozdily v BF jen 2-3 nasobné (Sures et al., 2003; Torres
et al., 2006). Naopak kratkodoby pfijem velmi vysoké davky kontaminantu jako v pfipadé studie
Jankovské et al. (2010) vede extrémnimu rozdilu mezi BF exponovanych a neexponovanych zvirat
(20-500i nasobny). V prezentovaném experimentu se koeficient mezi BF pii nizké a zvySené expozici
pohyboval od 11 (pro jatra) az po 47 (u svaloviny). Z tabulky 11 lIze vysledovat, Ze zatimco
koncentrace Pb ve stfevu, varlatech a svaloviné se pii rozdilnych trovnich expozice pfiliz nezménily
(dvoj - trojnasobny nardst), koncenrace Pb v tkani tasemnice vzrosty vice nez 70x. Z toho jasné
vyplyva, Ze tasemnice akumuluje Pb velice rychle. Tato zjisténi je shodné s nazorem Surese et al.,
(2003) i Oyoo-Okotha et al., (2012), ktefi uvedli, ze GIH akumuluji rizikové prvky rychleji nez
mékké tkané hostild. Autofi dale tvrdi, Ze koncentrace kontaminantl v tkanich GIH rostou velmi
rychle béhem prvnich tydni expozice, cca po 4 tydnech se ustdli a nasledn¢ se rozdily
v koncentracich mezi tkani hostitele a parazitita opét postupné snizuji. Velice pododobné tvrzeni
prezentoval Sures et al., jiz v roce 1999, kdyz uvedl, ze pomér mezi koncentraci Pb v parazitovi a ve
svaloviné hostili mize urcovat délku expozice, pficemz niz§i BF by mély indikovat delsi expozici
tomuto prvku.

Pti porovnani vysledkd provedeného subchronického experimentu s daty ziskanymi jednak pii
akutni (a vysoké), tak chronické (a pomérné nizké) dobé expozice je tento trend pomérné patrny.
Nicméné pro jednoznacéné potvrzeni zavislosti BF na délce a urovni expozice by bylo nutné provést

podrobné;jsi experiment, ve kterém by byl vyuzit postupny gradient obou téchto faktori.

7.4 Vliv H. diminuta na toxikokinetiku Pb v organismu hostitele

Tenké stievo je soucasné jak predilekénim mistem H. diminuta, tak mistem nejintenzivnéjsi
absorbce Pb z gastrointestinalniho traktu. Proto lze predpokladat, Ze tasemnice mize s Pb v duodenu
interagovat a ovlivnit tim jeho osud ve stievé i jeho absorbci do organismu hostitele. Proto se jednim
z hlavnich cild provedeného parazitologicko/toxikologického experimentu stalo zdokumentovani
potencialniho vlivu parazitace H. diminuta na toxikokinetiku Pb v téle hostitele.

Design pokusu ptimo vychazi ze studie Surese et al., (2002), vyznamné vsak rozsifuje jimi
prezentovana data, nebot’ jejich vysledky poskytly informace pouze o koncentacich Pb v tasemnici a
ledvinach hostitele. Mnozstvi Pb ve vSech ostatnich tkanich bylo v jejich praci pod mezi detekce
pouzité analytické metody. Diky vyuziti citlivéjsi analytické metody (srovnatelna princip stanoveni,
ovSem s niz§imi detek¢nimi limity) a mirnému navySeni administrovaného mnozstvi Pb (12 davek
misto 10i) byly v ramci provedeného experimentu determinovany obsahy Pb v Sesti riznych tkanich

hostiteld a samoziejmé také v pritomnych tasemnicich. Navic byly soucasné stanoveny i obsahy Pb v
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exkrementech exponovanych jedincd. V tomto ohledu poskytuje provedeny experiment dosud
jednoznacné nejkomlexnéjsi obraz osudu Pb v terestrickém hostitelsko/parazitickém systému.

Za standartnich podminek je vétSina peroralné ptijatého Pb ukladana v kostech exponovanych
jedinci a vysoké koncentrace Pb byvaji detekovany také v ledvinach. OvSem tento stav je platny u
neparazitovanych jedincd. Zahrneme-li do celkového toxikologického modelu také pFitomné GIH,
predominantni mista ukladani Pb v organismu se mohou zménit. Vysledky nasi studie potvzuji tuto
hypotézu pouze pfi nizké tUrovni expozice. Pfi zvySeném pifijmu Pb vykazuji parazitovana i
neparazitovana zvifata shodny model ukladani Pb (svalovina < varlata < stievni sténa < jatra < ledviny
< kosti), ktery se dobfe shoduje sudaji prezentovanymi v fadé toxikologickych studii (Topaska-
Ancheva et al., 2003; Gregus et Klaassen, 1986; Hayashi et al., 1993; Hunder et al., 2000; Sadykov et
al., 2009).

OvSem pfi nizké Urovni expozice vykazavaly tuto standartni posloupnost s nejvy$§imi
koncentracemi Pb v ledvinidch a kostech pouze tkané neparazitovanych zvifat. Oproti tomu u
parazitovanych zvifat byly nejvyssi koncentrace Pb necekané detekovany ve svaloving a sttevni stén¢.
Tyto zmény v toxikokinetice Pb v organismu hostitele mohou byt zplsobeny pravé piitomnosti
tasemnice. Parazitace GIH totiz naruSuje homeostasu vnitiniho prostfedi, moduluje imunologickou
regulaci hostitelského organismu a snizuje produkci ochranych sloucenin, jakymi jsou napf.
metalothioneiny (Baudrimont et Montaudouin, 2007; Oyoo-Okoth et al., 2012). Celkové vsak byly
zmeny V mistech akumulace Pb mezi parazitovnymi a neparazitovanymi jedinci jen velmi malé a proto
nelze rozdily zaznamenané v provedeném experimentu zobecnit na v§echny GIH pozitivni hostitele.

Jiz delsi dobu se setkavame se studiemi, ve kterych autofi zaznamenali potencidlni vliv
parazitace GIH na koncentrace kontaminantti (pfedev§im tézkych kovid) v tkanich zivocichl
pouzivanych k biomonitoringu znec¢isténi vodniho (Sures et al., 1997, 1999; Sures and Siddall, 2001;
Azmat et al., 2008) ¢i terestrické (Jankovska et al., 2009; Sures et al., 2003; Torres et al., 2004; 2006)
prostfedi. VEtsina téchto autord predpoklada, ze pokud je hostitel vystaven ptisobeni kontaminantu a
jeho ¢ast je zachycena v tkani GIH, snizi se mnozstvi prvku, které by mohlo byt absorbovano do
organismu hostitele. Pokud by tedy byly provedeny analyzy obsahu prvkl v organech parazitovanych
zvitat, byly by detekovany snizené koncentrace kontaminantd, ¢imz by mohla byt zkreslena data,
vypovidajici o zatézi okolniho prostiedi. V praci nékterych autorit (Azmat et al., 2008; Jankovska et
al., 2012, Sures et al., 2003) se dokonce mizeme setkat pfimo S nazorem, ze pritomnost GIH muze
ochranit hostitele pied zvySenou akumulaci kontaminanti v jeho organismu. Tyto ptfedpoklady také
vychazi z vysledki, ve kterych byly v tkdnich parazitovanych zvitat z volného prostiedi detekovany
nizs§i koncentrace kontaminantd nez u neparazitovanych jedinci.

Jednim z hlavnich cilti provedeného experimentu proto bylo jednoznacné zdokumentovat vliv
samotné parazitace tasemnici H. diminuta na vysledné koncentrace Pb v tkanich hostitele. Proto byl
pokus realizovan v kontrolovanych podminkach, v rameci kterych byly minimalizovany vSechny

ostatni faktory ovliviyjici akumulaci Pb v organismu hostitele (zvifata stejné stara, stejného pohlavi,
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drZzena ve standartizovanych podminkach s identickym pfistupem k vod¢€ i krmivu, prostd nakazy
jinymi GIH). V tomto prostfedi vSak nebyl vliv pfitomnosti tasemnice na vysledné koncentrace Pb
v tkdnich hostitele jednoznacné prikazny. Lze se tedy domnivat, Zze rozdily popsané ve vyse
uvedenych pracich mohly byt zptisobeny i jinymi vlivy, které ve volném prostiedi na hostitele i
parazity pusobi a které autofi ve svych vysledcich nezohlednili. Na zakladé nasich vysledkd proto
parazitace GIH nemusi jednozna¢né piedstavovat vyznamny faktor zkreslujici informace o zatézi
zivotniho prostiedi. Je ale nutné pfipustit, ze vysledky experimentu nebyly tak prikazné, jak bylo
puvodné ocekavano. Pro ziskani jednoznacnych vysledkti by patrné bylo nutné provést experiment
s vétsim poétem pokusnych zvitat a v kazdém z nich zajistit stejnou intenzitu infekce.

Vysledky ziskané Vv provedeném experimentu pro jednotlivé tkdn¢ parazitovanych a
neparazitovanych zvitat byly béhem obou trovni expozice velice riznorodé a nelze v nich vysledovat
jasny trend. Piipadny vliv parazitace na toxikokinetiku Pb v organismu hostitele se tedy jevi jako
velice komplexni problematika a nelze ho ziejmé jednoduSe interpretovat. Presto, ze mezi
parazitovanymi a neparazitovanymi zvifaty byly zaznamenany rozdily ve stfedich hodnotach
koncentraci Pb v jednotlivych tkanich, zadny z téchto rozdili nebyl pii shodné urovni expozice
statisticky prikazny a rtizné tkan¢ se pii odliSné davce piijimaného Pb chovaly odlisn€. Pouze kosti a
ledviny, mista nejintenzivnéj$i akumulce Pb, vykazovaly shodny trend pii nizké i vysoké expozici a
stiedni hodnoty koncencentraci Pb v nich byly vzdy nizsi u parazitovanych zvitat. Patrné diky souhie
vysokého rozptylu ziskanych hodnot a pomémné nizkému poctu pokusnych zvitat v jednotlivych
skupinach, vsak ani tyto rozdily nedosahovaly hladiny statistické pruikaznosti.

S podobné rtiznorodymi vysledky se mizeme setkat i v celé fadé diive publikovanych studii.
Nesignifikantné niz$i koncentrace Pb v ledvinach parazitovanych zvifat jsou shodné se zjisténim
Surese et al., (2002), ten vSak ve své praci nepfinesl data tykajici se zadné jiné tkané hostitele.
Vysledky ledvin a jater potkanti exponovanych Pb jsou velmi podobné datim ze studie Jankovské et
al., (2010), ve které parazitované lisky z kontaminovanych oblasti vykazovaly vyS$i koncentrace
Vv jatrech a niz$i v ledvinach nez ty neparazitované. Na druhou stranu tasemnici nakazeni hlodavci ze
stejnych oblasti vykazovali dle stejné autorky (Jankovskd et al., 2008) niz$i koncentrace Pb
Vv ledvinach i jatrech. Ov8em stejné jako v provedeném experimentu, rozdily mezi koncentracemi
Vv tkanich parazitovanych a neparazitovanych zvirat v zadné z vySe uvedenych praci nebyly statisticky
prikazné. Takové rozdily ptinesl zatim pouze jediny experiment provedeny na terestrickych
hostitelich a to studie Jankovské et al., (2010), ve které byl ovcim po dobu jednoho tydne podavan
octan olovnaty ve vodném roztoku. Vysledky ziskané¢ béhem provedeného experimentu zahrnujici
sub-chronickou 6i-tydenni expozici v8ak nepotvrdila, Ze by parazitace GIH mohla vést k redukci
mnozstvi Pb v tkanich hostitele, nebot’ v nekterych tkanich parazitovanych zvifat byly detekovany
dokonce vyssi obsahy Pb nez u téch neparazitovanych podobné jako ve studiich Khaleghzadeh-
Ahangara et al., (2011) nebo Jankovské et al., (2010 a,b).
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V souvislosti s diskutovanou problematikou je tieba poznamenat, ze v soucasné dobé existuje
cela fada studii, popisyjicich rozdilné Grovné akumulace rizikovych prvkl v tkanich parazitovanych a
neparazitovanych ryb. OvSem toxikokinetika Pb v aquatickych a terestrickych organismech se
pomérne vyrazng lisi, a proto by nebylo srovnani vysledkti provedeného experimentu s daty ziskanymi
na vodnich hostitelsko/parazitickych systémech zcela objektivni.

Prestoze tkan tasemnice akumuluje velké mnozstvi Pb, mize jeji pfitomnost v tenkém stieveé
hostitele paradoxné usnadnit ¢i dokonce zvysit absorbci Pb do organismu hostitele. To mize byt
zpusobeno napt. tim, ze kyselé produkty metabolismu glukézy u H. diminuta, které vylucuje do svého
okoli, snizuji pH stfeva aZ na hodnoty mensi nez 6 (Mettrick, 1971). V kyselém prostiedi pak
potencidlné vzrista biodostupnost Pb. Samotna strobila tasemnice navic dle Dwinella et al., (1997)
CasteCné ucpavd lumen stfeva. Tim zpomaluje transport natraveniny dale do traviciho traktu a
prodluZzuje tak dobu zdrZeni natraveniny v oblasti nejvyssi absorbee rizikovych prvki. V neposledni
fad¢ tasemnice z potravy hostitele od¢erpava pro vlastni vyzivu nékteré esencialni prvky, predevsim
Ca, Mg a Fe. Snizené mnozstvi téchto prvkil v primdrnim chymu pak muize uvolnit kapacitu
v transportnich kanalcich, které za normalnich okolnosti slouZzi k jejich vstfebavani ze stfeva do téla
hostitele. Absorbce Pb se tak muze jesté zvysit, nebot’ Pb vyuziva dle Bartona et al., (1987a,b) i
Morrisona a Quatermanna, (1987) stejné cesty pienosu skrz intestinalni epitel jako vySe zminéné
prvky. Oyoo-Okoth et al., (2012) navic ve své praci poukazali na to, ze paraziti mohou ovlivnit
metabolismus kontaminantti v téle hostitelti tim, ze narusi jejich ochranné procesy. Z tohoto diivodu
infikovani hostitelé nevylucuji polutanty ztéla dostate¢né efektivné a v jejich tkanich muzeme
detekovat zvysené mnozstvi rizikovych prvka.

Béhem zvysené expozice Pb v provedeném experimentu byla hypotéza o mozné vyssi
absorbci Pb u parazitovanych zvifat Castecné potvrzena, a to piekvapivé u organd s nizkymi
koncentracemi Pb (méné nez 1 mg.kg™ DW), jakymi byly jatra, svalovina, sténa stieva a varlata. Sténa
duodena, skrze kterou Pb pii absorbci do téla prochazi, vykazovala pfi obou trovnich expozice vys$si
koncentrace Pb u prazitovanych zvitat. I tento fakt miize byt povazovan za nepiimy dikaz, ze
piitomnost tasemnice ve stievé potencialné zvySuje absorbci Pb do organismu hostitele.

Po vzoru studie Nacheva et al., (2013) byla testovana zavislost zmény koncentrace Pb v tkani
parazita a hostitele. ZvySovani mnozstvi Pb v tkani H. diminuta vSak nijak nekorelovalo s pfipadnym
snizovanim jeho mnozstvi v jakékoli tkdni hostitele, zatimco praveé Nachev ve své studii demonstroval
zavislost mezi mnozstvim Pb v organismu hostitelskych ryb a v larvach parazitickych hlistic
(Eustrogylides sp.). Rozdily ve vysledcich obou pokustt mohou byt ovSem zpiisobeny celou fadou
faktorti, napt. rozdilnou lokalizaci a metabolismem larev hlistic a dospélych tasemnic ¢&i rozdilnou
toxikokinetikou prvkd v rybim a savéim organismu. Obdobn¢ jako v pracich Nacheva et al., (2013) a
Oyoo-Okotha et al., (2010), kterym se nepodafilo prokazat souvislost mezi mnozstvim Pb v téle
hostitele a intenzitou infekce larvami tasemnic ¢i dospélci vrtejst, byla v ramci provedeného

experimentu testovana také zavislost mnozstvi Pb akumulovaného v ledvinach hostitele na celkové
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biomase parazita (pocet jedincl a Cerstva hmotnost tasemnic v jednom hostiteli). Ani zde vSak nebyl
zadny vyznamny vztah prokazan.

Celkov¢ vzato, ziskané vysledky indikuji, ze H. diminuta neni schopna aktivné ochranit svého
hostitele pfed nadmérnou akumulaci Pb. Lze tedy pfedpokladat, ze tasemnice ptijima predev§im Pb,
které se nenachazi v primarnim chymu, ale teprve to, které bylo do stfeva vylouceno sekundarné, poté
co bylo absorbovano do organismu (blize diskutovano v nasledujici podkapitole 7.5).

Sures et al, (2000) zaznamenali u potkani experimentalné¢ infikovanych vrtejsem
Moniliformis moniliformis nizs$i koncentrace Pb ve vykalech neZ u neparazitovanych jedinct. V ramci
poskytnuti komplexnich informaci o vlivu tasemnice na celkovou toxikokinetiku Pb v hostitelském
organismu bylo proto i v tomto experimentu provedeno srovnani koncentraci Pb v exkrementech mezi
parazitovanymi a neparazitovanymi zvifaty. Na rozdil od vrtej$t, u kterych je nejvétsi podil Pb
akumulovan v pfedni ¢asti téla (prosoma) (Sures et al., 2000), a ktefi do vykali hostitele uvonuji
pouze samotna vaji¢ka (ze zadni ¢asti téla, tedy metasoma), vykazuje tasemnice H. diminuta odlisné
charakteristiky. Jednd se o apolyticky druh tasemnice, coZ znamena, Ze spolu s vykaly hostitele
odchazi z jeho téla i celé skupinky terminalnich proglotidi se zralymi vaji¢ky, a k jejich rozpadu
dochézi az ve volném prostfedi. Tato tkan (odd€lené termindlni proglotidy a zrala vajicka) ptitom
vykazuje dle studii Khalila et al., 2009; Riggse et al., (1987) i Surese et al., (1999) vysoké
koncentrace Pb a mize tak podstatné navysit celkové obsahy Pb ve vykalech hostitele.

V ramci provedené¢ho pokusu se bohuzel nepodafilo tyto casti z vykalt efektivné a beze
zbytku separovat. Celkové mnozstvi Pb vylou¢eného ve vykalech parazitovanych a neparazitovanych
zvitat se za téchto okolnosti vyznamé nelisilo, kdyZ skupina bez paraziti vyloucila cca 65 % a jedinci
parazitovani H. diminuta cca 67 % pfiijatého Pb. Je ovSem pravdépodobné, Zze pokud by se podafilo
zminované ¢asti tkani tasemnic, které ,,uméle” navysSuji celkovy obsah Pb ve vykalech, odstranit,

mohlo by byt dosazeno vysledk podobnych tém ze studie Surese et al., (2000).

7.5 Moznost prijmu Pb z enterohepatického cyklu u H. diminuta

Impulsem pro ovéfeni této teorie byla prace Surese et Siddalla (1999), ve které v podminkach
in vitro prokazali, ze dospéli jedinci vrtejsu ryb akumuluji Pb efektivnéji, pokud je do kultiva¢niho
roztoku ptidana kyselina Zlucova. Dale lze v tomto ohledu vychazet ze studie Surese et al., (1998),
popisujici vysoké koncentrace Pb v motolici (Fasciola hepatica, Digenea), vyskytujici se ve
zluovodech skotu. Jedinci tohoto druhu nepfichazi do ptimého kontaktu s obsahem stieva (primarni
chymus) a tak jediny zdroj Pb pro né predstavuje olovo, které jiz bylo absorbovano do téla a je
enterohepatickym cyklem vyluovano zpét do tenkého stfeva. U dospélych tasemnic z terestrickych
hostitelt v8ak zatim nikdo obdobné experimenty neprovedl. Pfitom je tato moZnost vysoce

pravdépodobnd, nebot’ tasemnice bézné piijimaji Ziviny ve slouceninich se Zlu¢i (Tkachuck et
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Maclnnis, 1971). Je-li tedy Pb navdzano v komplexech se zlu¢ovymi kyselinami (lipofilni forma),
muze byt skrz tegument tasemnice nadhodné absorbovano béhem procesu piijmu ostatnich zakladnich
Zivin.

Dosud jedinou praci, ve které se nepfimo setkdvame s moznosti, Zze by dospélé tasemnice
terestrickych hositeld pfijimaly Pb v komplexech s kyselinou zlu¢ovou, je studie Torres et al., (2011).
Tito autofi zdokumentovali zvySenou akumulaci Pb u druhu blizce ptibuzného H. diminuta, a to H.
microstoma, ktera mize byt v téle hostitele lokalizovana jak v tenkém stfeve, tak ve zluCovodech.
Pokud by data prezentovana v jejich praci pochazela pravé z tasemnic Zijicich ve zlu¢ovodech, platily
by zde stejné predpoklady jako u F. hepatica ze studie Surese et al., (1998). Torres et al. (2011) vsak
ve své praci neuvedli, odkud analyzované tasemnice piesné pochazi. Proto ani jejich vysledky jasné
nedokazuji, Ze tasemnice piijimaji Pb spole¢né ze zluéi.

V ramci experimentu byl potencial H. diminuta akumulovat Pb, které bylo do stfeva
sekundarné vylouceno spole¢né se Zluci, ovéien pouze nepfimo (a v podminkach in vivo). Byly
porovnany koncentrace Pb ve vykalech mezi parazitovanymi a neparazitovanymi jedinci a to ve dvou
odbérovych intervalech. Dvaceti¢tyfhodinovy interval pfedstavoval obdobi, kdy je z exponované¢ho
organismu pievazné eliminovano pouze Pb, které nebylo v travicim traktu absorbovano. V
nasledujicim sbérném obdobi (25-72 hod po podani davky) pak podstatnou ¢ast Pb ve vykalech tvoii
olovo, které bylo do stfeva vylouceno spolu se Zlu¢i. Je ovSem nutné znova upozornit na to, ze u
parazitovanych zvifat bylo mnozstvi Pb v exkrementech jesté¢ navyseno pfitomnymi propagacnimi
utvary tasemnic (viz. podkapitola 7.4.).

I pes tento fakt, ziskané vysledky indikuji, ze H. diminuta pfijima piedevsim Pb sekundarné
vyloucené z organismu. V prvnich 24 hodinach se totiz mnozstvi Pb vylou¢eného ve vykalech mezi
parazitovanymi a neparazitovanymi jedinci vyrazné neli$i. Vykaly parazitovanych zvitat dokonce
vykazuji o néco vyssi koncentrace nez u neparazitovanych zvifat. To je patrné zpluisobeno pravé
piitomnosti tkané H. diminuta. Oproti tomu, mezi druhym a téetim dnem, kdy ve vykalech ptevazuje
to, Ze se ve vykalech stale vyskytuji ¢asti terminalnich proglotid). D4 se predpokladat, ze pokud by se
tyto Casti tkan¢ podafilo separovat a zméfit koncentrace Pb v samotnych vykalech, byly by rozdily
jesté markantnéjsi. Za téchto podminek lze vSak ziskané vysledky povazovat pouze za piredbézné a
bylo by vhodné ovéfit je experimentalné podobnym zpusobem jako ve vySe uvedené praci Surese et

Siddalla (1999).
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8 Zaver

V ramci této disertacni prace byly ziskany nové poznatky tykajici se hned dvou problematik a
to za A) toxikokinetiky dvou odlisnych forem Pb v organismu laboratorniho potkana

a za B) akumulace a transportu téchto forem Pb v hostitelsko/parazitickém systému

ad. A)

V bilan¢ni fazi toxikologické studie byly ziskdny unikatni poznatky o toxikokinetice Pb
pochazejiciho z biomasy rostlinného hyperakumulatoru P. stratiotes. Byly stanoveny podily
administrovaného Pb, které dokazi exponovani jedinci z téla eliminovat ve vykalech a moci i ty, které
naopak zustavaji akumulovany v intoxikovaném organismu. Chovani této formy Pb v organismu
laboratorniho potkana bylo porovnavano se standartni slouc¢eninou (octanem olovnatym) a bylo
zjisténo, Ze:

v' Uroven akumulace obou sledovanych forem Pb v tkanich laboratorniho potkana se nelisi

(s vyjimkou jater, které akumuluji prikazné vétsi podily Pb z P. stratiotes)

v Majoritni podil obou forem Pb je z organismu vyloucen ve vykalech, pticemz Pb z octanu
olovnatého je eliminovano cca o 20 % efektivnéji

v" Fekalni exkrece je nejintezivnéjsi béhem prvnich 24 hodin po piijmu a pak u obou forem klesa

<

Po expozici oboum formam Pb je v moci vyloucen jen nepatrny podil piijaté davky Pb
v' Pii nizké urovni expozice je v tkanich potkana akumulovan vétsi podil pfijatého Pb, klesa jeho

podil ve vykalech a naopak se zvysuje jeho mnozstvi v moci

Vysledky tykajici se dynamiky fekalni exkrece obou sledovanych forem Pb byly jiz
publikovany ve védeckém ¢asopise s IF (Biological Trace Element Research). Jako dalsi krok se
piedpoklada sepsani manuskriptu tykajiciho se biodostupnosti Pb z rostlinného hyperakumulatoru.
V souvisloti s realizovanym experimentem byly totiz stanoveny také podily Pb z P. stratiotes
extrahovatelné zalude¢nimi a pankreatickymi §t'avami v podminkach in vitro (data nejsou v ramci této
disertacni prace prezentovana). Spolu s vysledky akumulace Pb v organech potkana, tak bude mozné

porovnat potencialni a realnou biodostupnost této formy Pb.

ad. B)

Za vyuziti biologického modelu laboratorni potkan/tasemnice krysi byly ziskany nové
poznatky o osudu Pb v terestrickém hostitelsko/parazitickém systému. Byl stanoven bioakumula¢ni
potencial H. diminuta pro ob¢ sledované formy Pb a zaznamenan vliv parazitace na akumulaci Pb
v tkanich hostitele. Design experimentu umoznil stanovit piesné podily Pb akumlovaného v tkanich
tasemnice a jeho porovnani s nejvice zatizenymi tkanémi hostitele. Celkoveé lze ziskané poznatky

shrnout takto:
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v

v

H. diminuta akumuluje obé sledované formy Pb ve vétsi mife nez tkané hostitele a jevi se
proto jako vhodny akumulujici indikator znéc€isténi zivotniho prostredi Pb

Tkan H. diminuta v jednom hostiteli dokaze pfi shodné ¢erstvé hmotnosti akumulovat 3x vyssi
podil ptijatého Pb nez nejvice zatizena mekka tkan hostitele (ledviny)

Mnozstvi Pb akumulované tasemnicemi je ptimo tmérné celkové biomase (Cerstvé hmotnosti
a po¢tu) parazitti v jednom hostiteli

Pfitomnost tasemnice nema prikazny vliv na finalni koncentrace Pb v tkanich hostitele a
vzrustajici koncentrace Pb v tkani tasemnice neni spojena s poklesem jeho koncentraci
Vv tkdnich hostitele

Parazitace dospélymi tasemnicemi proto patrn¢ nepiedstavuje vyznamny faktor zkreslujici
data ziskana v rdmci biomonitorigu znecisténi zivotniho prostiedi

H. diminuta pravdépodobné piijima piedevs§im Pb, které proslo enterohepatickym cyklem

Na zékladé vysledkt této casti pokusu byl sepsan manuskript, ktery byl odeslan k posouzeni

do védeckého Casopisu s IF (Parasitology) a v dobé odevzdani této DSP je v oponentnim Fizeni.

Na zacatku této disertacni prace stdlo mnoho otazek. Nékteré z nich byly diky realizovanému

experimentu zodpovézeny, ¢imz byly splnény zakladni stanovené cile prace. Vyzkum vsak nepfinesl

natolik jednoznac¢né vysledky, které by bylo mozno jednoduse interpretovat. S ptibyvajicim mnoztvim

ziskanych dat naopak zacinaly vyvstavat dalsi a dals$i hypotézy, a to jak o charakteristikdch forem Pb

vyskytujicich se v rostliném hyperakumulatoru, tak o moznych interakcich polutantu v systému

hostitel/parazit.

V dal$ich vyzkumech proto bude nutné zabyvat se nasledujicimi tématy:

V jakych konkrétnich formach se nachazi Pb vazané v P. stratiotes?

Jaka je potencialni a realna biodostupnost Pb vazaného v rostlinnych hyperakumulatorech pro
zivoci$ny organismus?

V jakych castech proglotidi akumuluji tasemnice rizikové prvky a dokazi aktivné ovlivnit
proces jejich akumulace ¢i detoxifikace ve své tkani?

Je proces absorbce rizikovych pvrki do tkané tasemnic vazan na pfitomnost zluci?

Existuji rozdily v akumula¢nim potencialu tasemnic mezi jednotlivymi formami stejného

prvku a zavisi zachycené mnozZstvi na jeho koncentraci v potravé hostitele?

Objanéni téchto otazek vSak vyzaduje komplexni a interdisciplinarni pfistup. Proto na jejich

feSeni Katedra zoologie a rybatstvi spolupracuje v ramci probihajicich grantovych projektt s dal§imi

specializovanymi pracovisti a védeckymi institucemi v Ceské republice.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AN — anorganické

ATSDR - Agency for Toxic Substances and Disease Registry, USA

BAC — biodosazitelnost

BAV — biodostupnost

BF —  bioakumulacni faktor

CMR-BCR (12-02-01) — certifikovany referen¢ni material (hovézi jatra)

Cen— koncentrace Pb

DMT1 - transport bivalentnich kationtt 1 (divalent metal transport 1)

DPI - day post infection (doba od nakazy)

DW - dry weigh (hmotnost suSeného materialu)

FW — fresh weigh (Cerstva hmotnost)

Gl -  gastrointestinalni

GIH — gastrointestinalni helmint

GIT — gastrointestinalni trakt

HD — Hymenolepis diminuta

OO — oznaceni varianty potkant bez tasemnice a bez expozice Pb

OMt — oznaceni varianty potkant bez tasemnice exponovanym Pb ve formé octanu olovnatého

OPt - oznaceni varianty potkani bez tasemnice exponovanym Pb ve formé P. stratiotes

OR - organicky

OT — oznaceni varianty potkani parazitovanych tasemnici bez expozice Pb

PbB - Pb vazané v krvi

PBET - Physiologically Based Extraction Test

TMt - oznaceni varianty potkanu parazitovanych tasemnici a exponovanym Pb ve formé octanu
olovnatého

TPt - oznaceni varianty potkanti parazitovanych tasemnici a exponovanym Pb ve form¢ octanu

olovnatého
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