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ABSTRACT. Contracaecum rudolphii is the parasitic nematode of fish-eating birds. In the extracts from female, male
and larvae L3 and L, isolated from the alimentary tracts of black cormorants the activity of five antioxidant enzymes:
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX), glutathione transferase (GST), glutathione reductase (GR),
catalase (CAT) and the content of ascorbate and total antioxidative status (TAS) were determined. They can be put in
order according to the activity growth: GPX, SOD, GST, CAT and GR. The activity of GPX were very low in the ne-
matodes’ extracts (1.23-7.67 uU/mg). CAT had higher activity (0.47-0.72 U/mg). The activity of GR was the highest
(50.51-69.88 U/mg). SOD activity in the female was higher by ca. 50% than in the male while GST activity was at si-
milar levels. GR and CAT activities were higher by ca. 30% in the male than in the female nematodes. GST and GPX
activity and TAS in larvae L3 were significantly lower than in the adult nematodes or in L larvae. The activity of GPX,
GR and CAT was lower in L4 larvae than in the adult male (p<0.05). The content of ascorbate was almost the same in
all stages of parasite development (0.21-0.38 mg/g). The above results indicate differences in antioxidant systems rela-
ted to both the sex and the developmental stage of C. rudolphii.
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Wstep nie do wystepowania i oceny prewalencji, opisu
cech morfologicznych, taksonomii i rozwoju [1,
6-12]. Niewiele jest danych na temat biochemii
C. rudolphii. Dotycza one sktadu aminokwasowego
[13], metabolizmu wegglowodanéw [14, 15] i oceny
aktywnosci jego hydrolaz [16]. Brak jest informacji
jak nicien ten reaguje na stres oksydacyjny, ktory
pojawia si¢ wraz ze zmiang natlenienia Srodowiska
bytowania oraz w zwigzku z odpowiedzig ukladu
immunologicznego zywiciela. U wielu pasozytéw
wewnetrznych dzialajag bardzo sprawnie systemy

Contracaecum rudolphii, nicien nalezacy do ro-
dziny Anisakidae, jest pasozytem zotagdkowo-jelito-
wym o ztozonym cyklu rozwojowym [1]. Jego zy-
wicielem ostatecznym sg ptaki odzywiajace si¢ ry-
bami, gtéwnie kormorany i pelikany. Stadium dys-
persyjne (wczesna larwa L,) jest wolno zyjace, na-
tomiast larwy L3 pasozytuja w skorupiakach plank-
tonowych i bentosowych oraz w rybach stodkowod-
nych i morskich. W tej postaci pasozyt powoduje

strz.lty w hodowli ryb, gdyi.za'lre.li(?ne nim osobniki antyoksydacyjne zabezpieczajace je przed tzw. ,,wy-
stajg sie fatwym tupem drapieznikéw [2]. Intensyw- buchem tlenowym” komérek fagocytarnych zywi-
ne inwazje C. rudolphii stanowia takze zagrozenie .1, [17-20].

dla kormoranéw, szczegdlnie dla miodych ptakéw

3 X 3 Reaktywne formy tleny (RFT) sg wytwarzane
[3-5]. Badania tego gatunku ograniczone sg gtow-

przez wszystkie organizmy podczas procesOw meta-
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bolicznych zachodzacych w warunkach tlenowych.
Ilos¢ ich nasila si¢ podczas dzialania czynnikéw
stresowych tak abiotycznych (promieniowanie,
czynniki klimatyczne), jak i biotycznych [21, 22].
Celem pracy byto wykazanie jaka jest i czy si¢
zmienia w rozwoju zdolnos¢ C. rudolphii do zmia-
tania wolnych rodnikéw. Wedtug naszej oceny sa to
pierwsze badania z tego zakresu, dotyczace tego ga-
tunku, ktéry jak stwierdzono ma mozliwosé za-
mknigcia swojego cyklu rozwojowego réwniez
w Polsce [10, 11, 23].

Material i metody

Nicienie C. rudolphii izolowano z zotagdkéw kor-
moranéw czarnych (n=39) zestrzelonych w potowie
sierpnia 2007 r. na jeziorze Selment Wielki w regio-
nie Pojezierza Mazurskiego. Po oczyszczeniu z tka-
nek zywiciela, nicienie segregowano na podstawie
cech morfologicznych [1, 7, 24] na larwy L3 i Ly
oraz samce i samice, wazono i do czasu analiz prze-
chowywano w temp. — 80°C.

Nicienie homogenizowano w proporcji 1:10
(w/v) 2 0,9% NaCl. W ekstraktach oznaczano za po-
mocg zestawow firmy Randox (zgodnie z procedu-
rg producenta) aktywnos¢: dysmutazy ponadtlenko-
wej (SOD), peroksydazy glutationowej (GPX), re-
duktazy glutationowej (GR) i catkowity status anty-
oksydacyjny (TAS) oraz aktywnos¢ transferazy glu-

Tabela 1. Uktady antyoksydacyjne Contracaecum rudolphii
Table 1. Antioxidant systems from Contracaecum rudolphii

tationowej (GT) wg Rice-Evans 1 wsp. [25] i katala-
zy metodg Aebi [26]. Oznaczano tez zawartos¢
kwasu askorbinowego wg Rutkowskiego i wsp.
[27]. Aktywnosci enzymatyczne przeliczano na 1
mg biatka. Bialko oznaczano metoda Bradforda
[28]. Zawartos¢ kwasu askorbinowego i 0og6élny sta-
tus antyoksydacyjny przeliczano na 1 g masy ciata.
Wyniki analizowano wykorzystujgc program Stati-
stica 2008, ANOVA, test Tukeya.

Wyniki

W wyciagach z pasozyta wykazano obecnos¢
wszystkich badanych enzymoéw (Tabela 1). Pod
wzgledem aktywnosci mozna je uszeregowac naste-
pujaco: GR, GST, SOD, CAT, GPX. Aktywnos¢ pe-
roksydazy glutationowej byta bardzo niska, na gra-
nicy wykrywalnosci. Dos¢ wysokg aktywnos¢ mia-
fa dysmutaza ponadtlenkowa. O dwa rzgdy wielko-
Sci niz SOD byla wyzsza aktywnos¢ katalazy
i transferazy glutationowej. Szczeg6lnie aktywna
byta u C. rudolphii reduktaza glutationowa. SOD
u samic byla bardziej aktywna niz u samcéw
(p<0,05). Takze nieco wyzsza u osobnikéw zefi-
skich byta aktywno$¢ GPX. Odmiennie, u samcéw
aktywnosci GR i katalazy byly istotnie wyzsze niz
u samic. Larwy pasozyta mialy zdecydowanie wy-
7sz3 aktywnos¢ SOD i o ok. 3-krotnie nizszg aktyw-
nos¢ GPX niz osobniki doroste. Obserwowano

Stadium
Uktad antyoksydacyjny Samice Samce Ly L3
Enzym Aktywnosé
Dysmutaza ponadtlenkowa 6,35% + 0,63¢ 4,81 +0,56° 7,74 = 1,11¢ 8,25 +1,43¢
(SOD mU/mg)
Transferaza glutationowa 0,54 + 0,04 0,55 +0,11* 0,57 = 0,07¢ 0,29 = 0,12°
(GST U/mg)
Reduktaza glutationowa 50,51 +4,23¢ 65,53 £5,92° 52,23 £ 4,87 69,88 + 8,94°
(GR U/mg)
Katalaza (CAT U/mg) 0,57 £ 0,14 0,72 + 0,10° 0,59 +0,11* 0,48 +0,11°
Peroksydaza glutationowa 7,67 =1,75° 6,94 = 1,32¢ 1,97 = 0,21° 1,23 +0,19¢
(GPX pU/mg)
Antyoksydant Stezenie
Kwas askorbinowy
(mg/g tkanki) 0,29 = 0,08 0,38 = 0,09 0,28 = 0,05 0,21 £ 0,07
Catkowity status antyoksydacyjny
(TAS mol/g tkanki) 3,38 £0.03 3,68 £0,13¢ 3,33 £0,21* 2,41 £0,59°

Objasnienia (explanations): * x = SD (Srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe), (mean + standard deviation);
Jednakowe litery oznaczajq brak réznic istotnych migdzy Srednimi przy poziomie p<0,05 (the same letters indicate no significant

differences between means at p<0,05)
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wigksze réznice w aktywnosci enzymdéw antyoksy-
dacyjnych miedzy osobnikami dorostymi (zeriskimi
i meskimi) a larwami L3 niz larwami L4. Ta sama
zaleznos¢ dotyczy catkowitego stezenia zwigzkow
antyoksydacyjnych (Tabela 1). Status antyoksyda-
cyjny larw Lj byl istotnie nizszy niz pozostatych
postaci pasozyta. Rowniez zawartos¢ askorbinianu
byla u nich nizsza, ale r6znice w tym przypadku nie
byly jednak statystycznie istotne.

Dyskusja

Wszystkie organizmy eukariotyczne wyposazo-
ne sg w silne bariery antyoksydacyjne. W ich sktad
wchodzg enzymy antyoksydacyjne oraz zwigzki
tworzgce uklady oksydo-redukcyjne o charakterze
nieenzymatycznym [22]. Gléwnymi enzymami an-
tyoksydacyjnymi sa: dysmutaza ponadtlenkowa, ka-
talaza, peroksydaza glutationowa, reduktaza gluta-
tionowa oraz transferaza glutationowa. Mniej spe-
cyficzne w dzialaniu sg niskoczasteczkowe zwigzki
antyoksydacyjne, jak na przyklad: glutation, kwas
askorbinowy, tokoferole, karotenoidy [21]. U paso-
zytniczych nicieni wystepuja wszystkie klasy anty-
oksydantéw, zabezpieczajgcych biologiczne makro-
czasteczki przed uszkodzeniami powodowanymi
przez reaktywne formy tlenu jak: utlenianie bialek,
peroksydacja lipidéw, depolimeryzacja weglowoda-
néw oraz modyfikacje i degradacja taiicuchéw kwa-
sow nukleinowych [20, 29].

Zdaniem Henkle-Dihrsen i Kampkétter [20] en-
zymy antyoksydacyjne sg szczeg6lnie wazne dla pa-
sozytow wywotujacych chroniczne infekcje i po-
przez to dtugookresowo narazonych na RFT, gene-
rowane przez komorki obronne zywiciela. Z drugiej
strony, tak jak u innych organizméw eukariotycz-
nych, pasozyty muszg usuwaé wolne rodniki pocho-
dzenia endogennego i naprawia¢ uszkodzenia przez
nie powodowane [19, 30].

Sposréd enzyméw antyoksydacyjnych helmin-
téw najlepiej poznano rodzinge dysmutaz ponadtlen-
kowych, ktére katalizujg reakcji dysmutacji aniono-
rodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru
[22]. Enzym ten wystepuje u wszystkich przebada-
nych pod tym wzgledem nicieni [18, 29, 31-36].
Uwaza sie, ze najwazniejszymi zmiataczami H,O,,
powstatego w wyniku dziatania SOD, sg u pasozyt-
niczych nicieni enzymy zaliczane do stosunkowo
niedawno poznanej rodziny peroksyredoksyn [37].
Natomiast obecnos¢ i aktywnos¢ gléwnych enzy-
mow usuwajacych u wigkszosci eukariotéw H,O, —
katalazy i peroksydazy glutationowej u wielu nicie-

ni jest kwestionowana [20]. U C. rudolphii wykaza-
no aktywnos$¢ wszystkich badanych enzyméw anty-
oksydacyjnych (Tabela 1). Szczegdlnie wysoka by-
ta aktywnos¢ reduktazy glutationowej. Enzym ten
ogrywa zasadniczg rolg w metabolizmie glutationu,
redukuje disulfid tego zwigzku do formy czynnej
(GSH), bioracej udzial w procesach redukcji i w de-
toksykacji szkodliwych metabolitéw, a takze kseno-
biotykéw [22]. Te ostatnig reakcje katalizuje wyso-
ce aktywna u C. rudolphii transferaza glutationowa.
Enzym ten jest rownie aktywny u filarii [18]. Suge-
ruje si¢, ze GST moze, wykazujgc stabg aktywnos¢
peroksydazowg w stosunku do nadtlenku wodoru,
kompensowaé brak funkcjonalnej u niektérych hel-
mintéw peroksydazy glutationowej [18]. Podobnie
moze by¢ u C. rudolphii. Nie mozna wykluczy¢, ze
mierzona przez nas bardzo niska aktywno$¢ pero-
ksydazy glutationowej wynika z takiej ,,pobocznej”
dziatalnosci wysoce aktywnej transferazy glutatio-
nowej tego nicienia. Zagadnienie to wymaga dal-
szych badan.

W odréznieniu od innych helmintéw u C. rudol-
phii aktywnos¢ innego enzymu, waznego w rozkta-
dzie nadtlenku wodoru — katalazy byta stosunkowo
wysoka. Co prawda katalaza C. rudolphii nie jest az
tak aktywna jak enzym z Ascaris suum [20], ale jej
aktywnos¢ byta 100-krotnie wyzsza od SOD (Tabe-
la 1). Wydaje si¢ wigc, ze enzym ten jest gléwnym
zmiataczem nadtlenku wodoru u C. rudolphii i jest
w stanie roztozyé wigkszos¢ tworzonego m.in.
przez SOD nicienia H,O,. Jego wysoka aktywnos¢
moze rowniez kompensowaé bardzo niska aktyw-
nos¢ peroksydazy glutationowe;.

Spodziewano si¢, majgc na uwadze wyzsze tem-
po przemian metabolicznych u samic nicieni, wyra-
Znych réznic zwiazanych z picig w aktywnosci en-
zyméw antyoksydacyjnych i w wysokosci ogélnego
statusu antyoksydantow u C. rudolphii. Roéznice
zgodne z oczekiwaniami odnotowano jedynie
w przypadku SOD, ktéra byta istotnie bardziej ak-
tywna u samic. Natomiast nie jest jasne dlaczego
aktywnosci reduktazy glutationowej i katalazy byty
wyzsze u osobnikéw meskich niz zenskich. Pozo-
state wskazniki nie réznity si¢ istotnie u przedstawi-
cieli obu plci.

Larwy Trichostrongylus colubriformis, Haemon-
chus contortus 1 Ostertagia circumcincta wykazy-
waty 8—10-razy wyzszg aktywnos$¢ SOD niz doroste
nicienie i tylko u larw inwazyjnych tych pasozytow
wystepowaly antyoksydanty nieenzymatyczne [29].
W naszych badaniach podobnie, u larw C. rudolphii
aktywnos¢ SOD byta wyzsza niz u osobnikéw doro-
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stych, ale jedynie w przypadku samcéw i larw inwa-
zyjnych (L3) réznice byly istotne. Catkowita zdol-
nos¢ antyoksydacyjna byta u C. rudolphii wielo-
krotnie wyzsza niz u nicieni badanych przez Hada-
sia i Stankiewicza [29]. Mozna przypuszczac, ze po-
wyzsze réznice wynika¢ mogg ze stopnia natlenie-
nia srodowiska wysokiego w przypadku wolno zy-
jacych L3 nicieni zotadkowych ssakéw a znacznie
nizszego (mig¢snie ryb) w przypadku larw inwazyjne
C. rudolphii. Innym wytlumaczeniem mogg by¢
odmienne strategie usuwania RFT. Wydaje si¢, ze
nieenzymatyczne antyoksydanty odgrywajg u C. ru-
dolphii wigkszg rolg niz u nicieni jelitowych ssa-
kéw, gdyz obecne sg u wszystkich postaci tego pa-
sozyta.

Zastanawiajace jest to, ze catkowita zdolnos¢ an-
tyoksydacyjna u larw inwazyjnych C. rudolphii by-
ta znamiennie nizsza niz u larw L, i u dorostych ni-
cieni. Stadium to charakteryzowalo si¢ tez znamien-
nie nizszg aktywnoscig transferazy glutationowej,
peroksydazy glutationowej oraz katalazy. Jest to za-
stanawiajace, gdyz jak wykazano w badaniach nad
modelowymi nicieniami Caenorhabditis elegans
przezywalnos¢ oraz dlugosé zycia zalezy od pozio-
mu i sprawnosci uktadéw antyoksydacyjnych, ktéra
si¢ obniza wraz z wiekiem [34, 38]. Znaczenie ukla-
déw antyoksydacyjnych dla przezycia pasozytni-
czych nicieni potwierdzity tez badania nad mecha-
nizmem dziatania niektérych antyhelmintykow
[33]. Obserwowane rdznice, badanych parametrow
bariery antyoksydacyjnej u larw stadium L3 i u star-
szych postaci rozwojowych C. rudolphii, wynikaé
moga z odmiennych srodowisk bytowania tych
form. Larwy L3 rozwijaja si¢ w rybach — zywicie-
lach posrednich tego gatunku. By¢ moze sg to dla
larw warunki mniej stresowe niz panujace w zotad-
ku kormoranéw (stres termiczny, hipoksja, niskie
pH), gdzie szybko osiagaja stadium L, majace zde-
cydowanie wyzsze niz one zdolnosci do zmiatania
wolnych rodnikéw. Potwierdzenie tej sugestii wy-
maga jednak dalszych badan.
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