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1 UVOD

Hymenolepis diminuta je tasemnice patfici do fadu Cyclophyllidea a ¢eledi Hymenolepididae.
Jedna se o kosmopolitné rozsiteny druh helminta kolonizujici stfevo svého hostitele. Tato
tasemnice ma nepiimy vyvojovy cyklus, pfi¢emz vyuziva bezobratlé jako mezihostitele
a pievazné potkany nebo krysy jako definitivniho hostitele. Nicméné muze infikovat i ¢lovéka,
u kterého se infekce projevuje ve vétsing piipadi asymptomaticky. Hymenolepis diminuta je
Vv posledni dobé testovana pro ucely helmintoterapie.

Geneticka vnitrodruhova variabilita neni u druhu H. diminuta doposud zcela znama.
Existuje zde ale moznost vyskytu komplext kryptickych druhd tasemnic, tzn. druht
morfologicky identickych, ale geneticky odlisnych a je tedy ziejmé, ze pouze morfologicka

diagnostika neni pro spravné taxonomické zarazeni dostacujici.

1.1 Taxonomické zaiazeni a morfologie Hymenolepis diminuta

Helminti

Termin helminti se pouziva jako souhrnné oznaceni pro fylogeneticky rtiznorodé skupiny
bilateralné soumérnych protostomnich zivocicht. Zahrnuje zastupce vétSiny neodermatnich
skupin platyhelmintd, tedy Trematoda (motolice), Monogenea a Cestoda (tasemnice). Dale se
pod pojem helminti fadi Nematoda (hlistice) a Acanthocephala (vrtejsi). Vzhledem
k riznorodosti vSech skupin se zastupci lisi nejen zptisobem adaptace na hostitele, ale také

ontogenetickym vyvojem, morfologii a epidemiologii (Volf & Horak, 2007).

Neodermata

Tento taxon, jak jiz bylo uvedeno vyse, zahrnuje skupiny Trematoda, Monogenea a Cestoda.
Spole¢nym znakem téchto skupin je aciliarni syncytium (neodermis, tegument), jehoz hlavni
funkci je nejen ochrana parazita pied vnéj$im hostitelskym prostiedim, ale také traveni
a prenos zivin vzhledem k absenci stieva. DalSim spole¢nym znakem je svalova soustava.
Mohutna svalovina se nalézd napf. V oblasti pfichytnych organti. Vylucovaci soustavu
nalezneme u téchto skupin v podobé protonefridii. V pifedni casti téla je uloZzena nervova
soustava zajiStujici mimo jiné vyraznou inervaci pfichycovacich organi a hltanu.
Platyhelminti jsou pfevazné hermafroditi, proto jsou samci i sami¢i rozmnozovaci organy
vétsinou ulozeny U sebe v tésné blizkosti. Jinym typickym znakem neodermat je pfitomnost

totipotentnich bun€k zvanych neoblasty, které¢ davaji vznik jednotlivym diferencovanym



bunkam a tkanim a jsou také zodpovédné za vznik reprodukénich organt (Roberts et al.,

2013).

Trida Cestoda

Ttida Cestoda se dale déli na Gryrocotylidea, Amphilinidea a Eucestoda. Jedna se o parazity
vSech skupin obratlovcu (Volf & Horak, 2007). Obvykle maji dva hostitele (tj. definitivni
hostitel a mezihostitel) a pienos z jedince na jedince probiha peroralné. Mistem lokalizace
dospélce je z velké vétSiny stfevo obratlovce. Vajicka tasemnic se proto dostavaji do vnéjsiho
prostiedi s trusem/exkrementy definitivniho hostitele. Ve vajicku se poté vyviji larva, t.
Iykofora nebo onkosféra. Tato larva ma zavésny aparat, tzv. dekakant anebo hexakant, zvané
dle poétu ptitomnych zavésnych hackl. Nasledna vyvojova stadia mohou ovliviiovat nejen
metabolizmus mezihostitele, ale také jeho hormondlni regulaci, coz se mlize projevit zménou
chovani hostitele ve prospéch tasemnice, jedna se o tzv. manipulaéni teorie (Roberts et al.,
2013; Volf & Horak, 2007).

T¢lo tasemnic je tvoteno skolexem (hlavickou) a segmentovanou strobilou (télem).
Vyznamnym taxonomickym znakem jsou pfichycovaci organy umisténé na skolexu. Strobila
je segmentovana do jednotlivych proglotidi (¢lanka), kde kazdy jednotlivy ¢lanek predstavuje
samostatnou reprodukéni jednotku, jelikoz platyhelminti, jakozto hermafroditi, vytvareji
v kazdém clanku jak sam¢i, tak sami¢i pohlavni soustavu. Zvlastnosti sam¢i reprodukéni
soustavy tasemnic mize byt vysoky pocet varlat (Volf & Horak, 2007). Tasemnicim tfidy

Cestoda se nevyvinul dychaci ani cévni systém (Elder et al., 2005).

Celed” Hymenolepididae

Hymenolepidni tasemnice se taxonomicky fadi do podtiidy Eucestoda a fadu Cyclophyllidea
(Volf & Horak, 2007). Vyvojovy cyklus tasemnic ¢eledi Hymenolepididae zahrnuje dva
hostitele. Mezihostitelem jsou bezobratli, ve kterych se vytvaii larvocysta (tzv. cysticerkoid).
K definitivnim hostitelim se fadi ptaci a savci, ktefi se infikuji pozfenim mezihostitele
obsahujiciho larvalni stadia (Volf & Horak, 2007).

NejvyznamnéjSimi druhy tasemnic této Celedi schopnymi infikovat ¢lovéka jsou
Hymenolepis nana a Hymenolepis diminuta. Hymenolepis nana je celosvétové rozsifena
tasemnice dosahujici délky do 8 cm. Disponuje rostellarnimi hacky na skolexu. Obvykle
vyuziva bezobratlé (napf. hmyz) jako mezihostitele a hlodavce nebo cloveka jako

definitivniho hostitele. Tato tasemnice ma vyjime¢ny vyvojovy cyklus, nebot’ jej dokaze



adaptovat pouze na jednoho hostitele namisto dvou, tzn. ze ¢lovek (jako definitivni hostitel)
muze plnit roli jak mezihostitele, tak definitivniho hostitele zaroven. V takovém ptipad¢é obé
faze vyvoje (vyvoj larvy v mezihostiteli a vyvoj dospélce v definitivnim hostiteli) probéhnou
v tomtéz stieveé (Volf & Horak, 2007).

Hymenolepis diminuta je celosvétové rozsifena tasemnice hlodavct i lidi, jakozto
znamych definitivnich hostitelt (Roberts et al., 2013). Jeji infekce u lidi probihaji pfevazné
asymptomaticky, a tak jsou jeji nalezy diagnostikovany nahodné (Garcia, 2006). Tato
tasemnice ma striktné¢ dvouhostitelsky cyklus. V posledni dobé je testovdna pro ucely

mozného vyuziti v helmintoterapii (McKay, 2010).

1.2  Morfologie Hymenolepis diminuta

Dospélec H. diminuta (Obr. 1) dorusta do délky asi 60 cm (Volf & Horak, 2007). Na skolexu
nalezneme ¢tyfi kruhové piisavky a kratké rostellum bez hackd (Hendrix & Robinson,
2012). Télo ma c¢lenéné do ¢Elankd, kazdy se tfemi varlaty. Vajicka H. diminuta (Obr. 1)
jsou kulatého nebo ovalného tvaru. Bézné¢ dosahuji velikosti asi 70 — 85 um X 60 — 80 pum.
Vajicka jsou silnosténnd a jejich sténa ma dvé vrstvy — vnéjs$i pfiéné¢ pruhovanou
a vnitini hladkou. Prostor mezi vrstvami mize byt vyplnén granuly. Uvnitf vaji¢ka se nachazi
larvalni  stddium zvané onkosféra se zdvésnym  aparitem, tzv. hexakant
[http://www.microbeworld.org/component/jlibrary/?view=article&id=7109]. V mezihostiteli se
z onkosféry uvolnéné z vaji¢ka vyviji larvocysta neboli cysticerkoid (Obr. 1). Ten je opatien

ocasnim piivéskem zvanym cerkomer (Chervy, 2002).

Obr. 1: Vyvojova stadia tasemnice Hymenolepis diminuta: (1) dospélci ve stieve
potkana, (2) dospélec o délce cca 50 cm, (3) larvocysty (velikost cca 150-200 pm), (4)

vajicko s onkosférou a hexakantem uvnitf (mefitko je 25 pm).



1.3 Vyvojovy cyklus Hymenolepis diminuta a hostitelska specifita

Hymenolepis diminuta se vyznaCuje nepiimym dvouhostitelskym vyvojovym cyklem

znazornénym na obrazku 2 [http://www.cdc.gov/dpdx/hymenolepiasis].

A\ = nfective Stage

o Cysticerci in body cavity
A\ = Diagnostic Stage

of ingect ingested by
rodent or human

Oncospheres hatch and
penetrate intestinal wall

Ingested by an arthropod
intermediate host

Eggs passed in feces

6 gravid proglottids

Obr. 2: Dvouhostitelsky vyvojovy cyklus Hymenolepis diminuta
[zdroj: http://www.cdc.gov/dpdx/hymenolepiasis].

Zrala vajicka H. diminuta se dostavaji do vné&jsiho prostiedi exkrementy definitivniho
hostitele. Infekce schopna vajicka jsou nasledné poziena mezihostitelem. Po pozieni se
z vajicek nejdiive uvolni onkosféra. Ta penetruje stievni sténu do télni dutiny mezihostitele,
ve které se zacnou vyvijet cysticerkoidi. Tento proces trva piiblizné 10-14 dni (Roberts et al.,
2013). K infekci definitivniho hostitele dochazi pozitim mezihostitele s larvocystami v télni
dutiné. Ty odolavaji ptisobeni travicich stav a enzymu definitivniho hostitele a dostavaji se do
jeho tenkého stieva. Tam se prichyti ke stievni stén€ pomoci pfisavnych organt a béhem 16 —
21 dni se vyviji v pohlavné zralého dospélce (Roberts et al., 2013).

Castymi mezihostiteli H. diminuta jsou brouci z ¢eledi Tenebrionidae. Definitivnim
hostitelem jsou hlodavci, prevazné potkani nebo krysy. Ndhodnym definitivnim hostitelem H.
diminuta muze byt v nékterych ptipadech také cloveék, ve velké vétsine v tropickych

a subtropickych oblastech [http://www.cdc.gov/dpdx/hymenolepiasis].
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1.4  Epidemiologie Hymenolepis diminuta

1.4.1 Vyskyt

Hymenolepis diminuta je kosmopolitné¢ vyskytujici se tasemnice, jejiz hostitelem byvaji
ptevazné hlodavci (Volf & Horak, 2007). V rozvojovych zemich se muzeme setkat s touto
infekci také u lidi (Garcia, 2006). Oproti tomu ve vyspélych zemich se s infekci ¢loveéka
setkame jen vzacné [http://www.cdc.gov/dpdx/hymenolepiasis]. Z velké vétSiny je H. diminuta
diagnostikovana u malych déti, které casto nedbaji spravné hygieny, ato nejcastéji
na venkové, kde je snazsi ptistup k obilnym polim a kde se zdrzuji potencionalni mezihostitelé
(napi. Kotodziej et al., 2014; Marangi et al., 2003; Tiwari et al., 2014; Watwe & Dardi, 2008;
Wiwanitkit, 2004;). Vétsinou se jedna o nadhodné nalezy, protoze infekce H. diminuta u lidi

jsou asymptomatické [http://www.cdc.gov/dpdx/hymenolepiasis].

1.4.2 Prevalence

Vseobecné se da konstatovat, Ze prevalence H. diminuta v lidskych populacich zavisi
naraznych faktorech, napt. na geografické oblasti, hygienickych podminkach, vyskytu
mezihostitele, stravovacich navycich nebo véku (Roberts et al., 2013). Vzhledem k tomu, ze
jsou infekce lidi touto tasemnici asymptomatické a diagnostikovany vétSinou ndhodné, neni
jednoduché jeji prevalenci presné urcit. Celosvétoveé se prevalence H. diminuta pohybuje
v rozmezi 0,001 % az 5,5 % (Tena et al., 1998).

1.4.3 VIiv na hostitelsky organizmus

Jak jiz bylo zminéno vyse, vétSina infekci H. diminuta u ¢lovéka je asymptomatickych.
U nékterych jedincti Se mohou ojedinéle objevit bolesti bficha, podrazdénost nebo eozinofilie
(Marangi et al., 2003; Tena et al., 1998). Infekce jsou snadno fesitelné s pouzitim I1éku

s u¢innou latkou praziquantel (Garcia, 2006).

1.5 Hymenolepis diminuta a jeji vyuziti v helmintoterapii imunitné
zprostiedkovanych stievnich zanéta

1.5.1 Imunitné zprostiedkované strevni zanéty

Imunitn¢ zprostfedkovana onemocnéni (IMD — immune-mediated diseases) zahrnuji

autoimunitni onemocnéni (napf. idiopatické stievni zanéty, roztrouSena skleroza, diabetes

1. typu) a rtizné alergie. Oznaceni IBD (ptevzato z anglického Inflammatory Bowel Diseases)
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je souhrnny termin pro skupinu idiopatickych sttevnich zanéti prevazné autoimunitni povahy.
Nejcastéji se jedna o ulcerdzni kolitidu a Crohnovu chorobu (Sartor & Mazmanian, 2012).
Tato onemocnéni mohou postihovat sliznici celého gastrointestinalniho aparatu cloveéka
(Kaser et al., 2010). Piedpoklada se, ze etiologie téchto onemocnéni je multifaktorialni, tzn.
environmentalni slozka, diverzita stfevni mikroflory ¢i nepfiméfend reakce imunitniho
systému (Kaser et al., 2010). V posledni dob¢ se velky podil na klinické manifestaci IBD
pfisuzuje pfedevsSim nevyvazené diverzité stfevniho mikrobiomu, jehoz prostfednictvim je
intenzivné ovlivilovan imunitni systém clovéka. Pravé nepfiméfend reakce imunitniho
systému, ktery zacne produkovat protilatky proti antigeniim stfeva, mize za rozvinuti se téchto
zanétlivych onemocnéni (Kaser et al., 2010; Zhang & Li, 2014). Prevalence i incidence jak
Crohnovy choroby tak ulcerdzni kolitidy se rapidné zvysuji ve vyspélych zemich (Burisch et
al., 2013; Molodecky et al., 2012; Lerner et al., 2015). Vysoky narast IBD byl zaznamenan

MV

zivotni stylu (Elliott & Weinstock, 2009; Rook, 2012).

1.5.2 ,,01d Friends*“ hypotéza

Za hlavni pfi¢inu zvysujici se prevalence IMD onemocnéni je povazovan moderni Zivotni styl,
jehoZz pocatek je datovan k primyslové revoluci, tzv. druhé epidemiologické transmisi,
anaslednému primyslovému rozvoji béhem 20. stoleti (Rook, 2012). Soucasné pojeti
moderniho zptsobu zivota s sebou nese mimo jiné razantni zmény v postoji k hygienickym
navyktim, coZ vede k ptehnané hygiené, k uzivani dezinfikované vody, k nizké diverzité stravy
a k nadmérnému uzivani antibiotik a antiparazitik (Rook, 2012; Rook et al., 2014).

V tomto obdobi doslo v disledku razantni zmény zivotniho stylu k eliminaci
az eradikaci riznych environmentalnich ¢i stfevnich mikroorganismii a dalSich, zvanych ,,0ld
friends*. Tato situace ma za nasledek snizeni kontaktu ¢loveéka s environmetalnimi mikroby
a antigeny jiz od détstvi, a tak dochdzi k nedostatenému vyvoji imunitniho systému
a imunoregulaci jako takové (Rook, 2012). A pravé tento fakt ma za nasledek zvysujici se
prevalenci i incidenci autoimunitnich chorob (Weinstock, 2012). Na zaklad¢ tohoto bylo
vyslovena tzv. ,,0ld Friends* hypotéza (Rook, 2012; Rook et al., 2014). Nem¢lo by se ale
jednat o vysledek pouze genetickych zmén, nebot’ je tento jev pozorovan v relativné kratkém

casovém obdobi (Fumagalli et al., 2009; Kaser et al., 2010).



,,Old Friends* hypotézu poprvé formuloval Graham Rook (2012), jez vychazel
z hygienické hypotézy. Tuto navrhl a publikoval David P. Strachan (1989), ktery si tak
vysvétloval zvysené riziko vzniku senné rymy a ekzému u déti zijicich v méné pocetné roding.
Niz$i hygiena mezi sourozenci méla za nasledek stimulaci jejich imunitniho systému (Rook,
2012; Strachan et al., 1989).

Ptiblizné pted dvaceti lety se zacalo uvazovat, ze jednim z hlavnich faktora, které
mohou pfispivat k nevyvazenému rozvoji imunitniho systému a imunoregulaci, mize byt
absence helmintli v lidskych populacich vyspélych zemi (Weinstock, 2012). Helminti jsou
silni modulatofi imunitniho systému, a navic mohou lidsky organizmus ovliviiovat i skrze
ovlivnéni diverzity stfevni mikroflory (Girgis et al., 2013; Rook et al., 2014; Weinstock,
2012). V pribéhu posledniho desetileti jiz prob&hl intenzivni vyzkum, ktery caste¢né
prokazal, Ze helminti mohou ovliviiovat imunitni systém tak, ze zmirfuji priabéh riznych

imunitné zprostiedkovanych onemocnéni (Pritchard, 2011).

1.5.3 Helmintoterapie
Béhem koevoluce helminti s lidmi v prabéhu miliont let byli helminté nuceni ptizpusobovat
se imunitnimu systému c¢lovéka, aby tak zajistili své vlastni preziti. Stali se tak silnymi
imunomodulatory, Ze dokazali obejit imunitni systém hostitele (Girgis et al., 2013). Vyvinuli
si rizné imunomodula¢ni mechanizmy, kterymi mimo jiné pfispivali k vyvaZzenému rozvoji
imunitniho systému a nasledné k potfebné imunoregulaci v organismu hostitele, ¢imz
zmirnovali rozvoj zanétlivych reakci vznikajicich v téle hostitele (Helmby, 2015).
Téchto poznatkli vyuzivd helmintoterapie jakoZzto strategie biologické Ilécby IMD
[https://quizlet.com/154193752/helminths-as-biological-therapy-for-autoimmune-diseases-flash-cards].
Doposud byly na lidech klinicky testovany dva druhy helminti — hlisti Tenkohlavec
praseci (Trichuris suis) a Méchovec americky (Necator americanus). Pfirozenym hostitelem
Trichuris suis je prase, nicméné ¢lovék muze byt jeho nahodnym hostitelem (Beer, 1976; Volf
& Horak, 2007). Zivotni cyklus T. suis zahrnuje pét larvalnich stadii, které se vyviji v tlustém
stfeve hostitele az do preadultniho stadia. Hostitel se nakazi infekce schopnym vajickem s L1
larvou, ktera se uvolituje v kolonu a zavrtava se do sliznice tlustého stieva, kde prodélava dalsi
vyvoj az do stddia LS. To se uvolituje do lumen kolonu a dospiva. Dospélci se poté opét
zavrtavaji do stfevni stény ztencenou piedni ¢asti. Vajicka T. suis odchazi z téla hostitele spolu

s jeho trusem do wvnéjsiho prostiedi (Roberts et al., 2013). Tenkohlavec byl testovan


https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=David_P._Strachan&action=edit&redlink=1

v klinickych studiich na pacientech s Crohnovou chorobou a ulcerozni kolitidou jako jeden
z moznych zpisobu terapie (Summers et al., 2005a; Summers et al., 2005b).

Necator americanus je helmint typicky infikujici ¢lovéka. K infekci hostitele dochazi
infekce schopnymi larvami L3 vyskytujicimi se ve vnéjsim prostfedi. Ty penetruji kazi
a migruji po téle cévami do srdce a plic. Tam prochazi dalsim vyvojem az do preadultniho
stadia L5, které je vykaslano a spolknuto. Tato stadia se dostavaji do tenkého stieva,
kde dospivaji a uchycuji se Gstnimi kapsulami na klky sliznice tenkého stfeva (Roberts et al.,
2013). Necator byl pouzit pii 1écbé celiakie, coz ovsem nevedlo k vyznamnéj$imu zlepseni
ptiznakt (Daveson et al., 2011). Jiné testy zaméfené na 1é¢bu Crohnovy choroby uz byly

Jako dalsi mozny kandidat vhodny pro helmintoterapii je H. diminuta nebo
Schistosoma mansoni, pii¢emz se stale hledaji dalsi (Cooke et al., 1999; Hernandez et al.,
2013). Vybér vhodného kandidata pro testovani v helmintoterapii spo¢iva v jeho vytipovani

na zaklad¢ nékolika definovanych kritérii (napt. Lukes et al., 2014):

o 74dna nebo mirna patogenita;

o vyvojovy cyklus mize zahrnovat jen minimalni somatickou nebo visceralni migraci;
. mistem lokalizace dosp€lce by mél byt idedlné travici trakt hostitele;

° infek¢ni stadia se nesmi $ifit do prostiedi;

o potfeba moznosti ziskavani sterilnich infekce schopnych stadii;

o potieba dobré znalosti biologie helminta, jeho epidemiologie, vyvojového cyklu,
hostitelské spektrum, patogenity a vysledky ptedeslych klinickych vyzkumt, pokud
byly provedeny;

Pravé H. diminuta spliiuje vSechna tato kritéria. Neni invazivni a nemigruje po téle hostitele.
Travi cely Zivot v lumen tenkého stfeva a Vv jejim vyvojovém cyklu neni zddné somaticka
migrace skrz organizmus hostitele. Neni autoinfekéni a bez mezihostitele neni schopna se
reprodukovat. Ziskat sterilni stadia lze z kultury nebo z inbrednich zvifat (McKay, 2010).
Proto byla H. diminuta vytipovana jako vhodny kandidat pro testovani jako biologické 1écby
pro pacienty s IBD v laboratornich podminkach.



1.6 Krypticka diverzita

Nekteré druhy zivocCichi mohou nést identické morfologické znaky, prestoze geneticky
se odlisuji, tzv. kryptické (skryté) druhy. Takovéto kryptické druhy proto byvaji chybné
identifikovany a taxonomicky klasifikovany. Genetické rozdily téchto kryptickych druhti jsou
nasledné odhaleny az molekularné-fylogenetickymi analyzami (Bickford et al., 2007).

V ramci hymenolepidnich tasemnic bylo provedeno né€kolik studii ve snaze odhalit
kryptickou diverzitu. Nejcastéji je tato skryta diverzita diskutovana u druhu Hymenolepis
nana. Autofi studie Macnish (2002) porovnavali odlisnosti H. nana izolovanych ze dvou
hostitelt — mysi a ¢loveéka. Sekvenovani mitochondrialniho genu COX1 (Cytochrom ¢ oxidaza
podjednotka 1) odhalilo 5% odlisnost mysich izolatti H. nana v porovnani s izolaty z ¢lovéka.
Moznost vyskytu komplexu kryptického druhu byla objevena také u H. diminuta. Okamoto et
al. (1997) ve své studii uvadi, ze Groven variability COX1 genu dvou izolati z Japonska

a USA se pohybuje v rozmezi 64 %.



2 CILE PROJEKTU

Pro ucely projektu byly vyty€eny nasledujici tii cile:
e molekularné-fylogeneticky charakterizovat izolat Hymenolepis diminuta pouzivany
V nasi laboratofi;
e ziskat izolaty H. diminuta, zejména ty, které byly nebo jsou pouzity pro vyzkum
terapie helminty;
e Charakterizovat molekularni variabilitu vSech ziskanych izolata H. diminuta na

zéklad¢ vybranych genovych markert;
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

Pro ucely této studie bylo pouzito sedm izolatl tasemnice Hymenolepis diminuta ziskanych

z nasledujicich spolupracujicich instituci uvedenych v tabulce 1.

Tab. 1: Piehled studovanych izolatid Hymenolepis diminuta.

, ; FIXACE
IZOLAT | DONOR - INSTITUCE STAT IZOLATU HOSTITEL
1 Katedra farmakologie a toxikologie, Ceska republika udrZzovany v potkan
Farmaceutické fakulty v Hradci kultute
Kralové, Univerzita Karlova
2 Department of Parasitology, Japonsko fixovano potkan
Asahikawa Medical University, v ethanolu
Asahikawa
3 Biome Restoration, Lancaster Spojené kralovstvi | larvocysty potkan
Velké Britanie a fixované v
Severniho Irska ethanolu
4 W. Stefanski Institute of Parasitology, | Polsko fixovano v potkan
Polish Academy of Sciences, VarSava ethanolu
5 W. Stefanski Institute of Parasitology, | Polsko fixovano v ¢lovek
Polish Academy of Sciences, VarSava ethanolu
6 Natural History Museum, Londyn; Spojené kralovstvi | fixovano ve potkan
puvod Korea Velké Britanie a formaldehydu
Severniho Irska
7 Natural History Museum, Londyn; Spojené kralovstvi | fixovano ve potkan
puvod Dansko Velké Britanie a formaldehydu
Severniho Irska
3.2 Metody
3.2.1 lzolace DNA

Celkova DNA zizolati H. diminuta byla izolovana dvéma zpusoby a to (i) za pouziti
komeré&niho kitu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche s.r.o., Praha, CR) dle
navodu dodaného vyrobcem nebo (ii) pomoci suspenze chelexu (polystyren-divinylbenzen
iminodiacetat) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Oba postupy jsou popsané nize.
U izolatu ¢. 3 (larvocysty H. diminuta) byla pted izolaci DNA manualné narusena sténa
larvocyst pomoci preparacnich jehlicek pod lupou. Izolaty ¢. 2, 4 a 5 musely byt nejdiive
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zbaveny zbytkd etanolu nékolikerym promytim v destilované vodé. Z izolatu ¢. 1 z nasi
kultury byl odstfizen maly kousek tkan¢. VSechny vzorky byly nasledné zpracovavany v 1,5ml

mikrozkumavce (Eppendorf, Hamburk, Némecko).

Izolace DNA pomoci High Pure PCR Template Preparation Kit: Tkan tasemnice byla

rozdrcena a homogenizovana plastovym homogenizatorem v 1,5 ml epp v objemu 200 pl
roztoku Tissue-lysis Buffer, poté inkubovana s 40 ul proteindzy K pfi teplot¢ 55 °C
s obCasnym protiepavanim po dobu jedné hodiny v AccuBlock™ (Labnet International, Inc.,
Edison, New Jersey, USA). Po uplynuti této doby bylo pfidano 200 pl Binding Buffer a poté
byla smés 10 min inkubovédna pfi teplot¢ 70 °C. DalS§im krokem bylo ptidani 100 pl
isopropanolu, promichéni, pfeneseni celé smési do separacni kolonky a odsttedéni pii 8000
rpm/1 min. Nasledovalo promyti kolony pfidanim 500 pl promyvaciho roztoku Inhibitor
Removal Buffer a 8000 rpm/1 min. Poté nasledovalo promyti kolony pfidanim 500 pl
promyvaciho roztoku Wash Buffer a odstfedéno za stejnych podminek. Tento krok byl
proveden dvakrat. Pro odstranéni zbytkového pufru byla kolona dodate¢né odstiedéna 10 s pii
maximalni rychlosti. Vymyvani DNA z kolony pfidanim 200 pl roztoku Elution Buffer
a nasledné odstfedéni pii 8000 rpm/1 min. Stanoveni koncentrace izolované DNA bylo
provedeno pomoci piistroje NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA). DNA byla potom uskladnéna pfi teploté -20 °C.

Izolace DNA pomoci chelexu: DNA z rozdrcenych larvocyst (tj. larvalnich stadii H. diminuta)
byla izolovana za pouZiti chelexu. Ke vzorku biologického materialu bylo pfidano cca 200 pl
suspenze chelexu. Smés byla poté inkubovana pii teplot¢ 60 °C po dobu 45 minut
a pokracovala pti 90 °C po dobu 20 minut. Po ochlazeni na ledu a odstfedéni byla DNA
uskladnéna pfi teploté 4 °C.

3.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro ucely této prace jsme vybrali tfi genové markery na zaklad¢ jejich vhodnosti pro studium
genetické variability H. diminuta a jejich dostupnosti v databazi GenBank: (i) mitochondrialni
cytochrom ¢ oxiddzu podjednotku 1 (COX1), (ii) velkou podjednotku ribozomalni RNA

(LSU) a (ii1) mezernik ,,internal transcribed spacer 2 ITS2.
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Gen kodujici COX1 byl amplifikovan pomoci PCR za pouziti primeri dle studie Nkouawa et
al. (2015), délka 747 bp:

e Hym-cox1F [5-GTTACTAATCATGGTATTATTATG-3]

e Hym-cox1R [5-CCAAAATAATGCATAGGAAAA-3

Gen pro LSU byl amplifikovan pomoci primert dle nize uvedenych studii, délka 1711bp:
e XZ-1 forward [5'-ACCCGCTGAATTTAAGCATAT-3"] (Waeschenbach et al.,
2007), kde T nahradilo Y z pavodniho ZX-1 [5'-ACCCGCTGAAYTTAAGCATAT-
371 (van der Auwera et al., 1994)
e 1500R reverse [5'-GCTATCCTGAGGGAAACTTCG-3"] (Littlewood et al., 2008)

Pro mezernik ITS2 byly pouzity primery dle Okamoto et al. (1997), délka 786-791 bp:
e 3Sforward [5'-CGGTGGATCACTCGGCTCGTG-37]
e A28reverse [5-CCTGGTTAGTTTCTTTTCCTCCGC-3"]

Vlastni PCR reakce probihala v celkovém objemu 20 upl. K 2x koncentrovanému
MasterMixu (GeneAll, Seoul, Korea) byly ptipipetovany nasledujici slozky: pracovni roztoky
forward a reverse primeru (0 koncentraci 25 nmol, kazdy po 1 ul), 1 pg templatové DNA a
destilovana voda (pro doplnéni do pozadovaného objemu 20 pl). Paralelné byly pfipravovany
negativni PCR reakce (destilovand voda nahrazovala templatovou DNA).

V ptipad¢ negativnich vysledkl u vySe popsané PCR byl zvolen alternativni postup.
Reakéni smés o vysledném objemu 25 pl byla pfipravovana do 0,5 ml mikrozkumavek.
Na jednu reakci bylo potieba smichat: 5 ul 5x PCR pufru (New England BioLabs Inc.,
Ipswich, Massachusetts, USA), 0,5 ul nukleotidi (10 mM), 1,25 ul forward primeru a 1,25 pl
reverse primeru (o koncentraci 25 nmol), 1U polymerazy Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (New England BioLabs Inc.), 1,5 ul 50nM MgCly, 0,75 ul 3% DMSO, 1 ug
templatové DNA a doplnéno vodou na pozadovany objem. Tyto vzorky byly po kontrole na
agar6zovém gelu Cistény enzymaticky.

Amplifikace probihala v T100™ Thermal Cycleru (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, Kalifornie, USA) za nasledujicich podminek: po¢ate¢ni denaturace pii 95 °C/5 min;
nasledovalo 30 cykl 92 °C/1 min, 52 °C/1 min, 72 °C/1 min; zavére¢na elongace pii 72 °C/10

min.
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3.2.3 Elektroforéza
Agardzova elektroforéza byla pouzita pro zviditelnéni PCR produkti a pro kontrolu tspésnosti
amplifikace a velikosti fragmentl. Na ptipravu 1,5% agardzového gelu bylo smichano 0,75 g
agardzy (Serva, Heidelberg, Germany) a 50 ml 1x TAE pufru (tris, kyselina octova, EDTA;
Sigma-Aldrich, Inc.). Po smichani slozek v Erlenmeyerové bafice se agard6za rozpustila
zahtivanim v mikrovinné troubé, nasledné byl roztok opatrné ochlazen na asi 50 °C, kdy byl
ptidan 1 ul ethidium bromidu (10 mg/ml) a vSe bylo promichano. Roztok byl nalit do ptedem
ptipravené vani¢ky s hiebinky a ponechal se ztuhnout pii pokojové teploté cca 20 min.
Po ztuhnuti gelu byla do jamek nanesena reakéni smés (20 pl) kazdého vzorku a do jedné
jamky také 6 pl E-Gel® 1 Kb Plus DNA marker (Invitrogen, Carlshad, Kalifornie, USA).
Vzorky byly déleny na elektroforéze (Thermo Fisher Scientific, Inc.) pti napéti 95 V po dobu
cca 30 minut a vizualizovany pomoci UV transiluminatoru (Ultra-Lum, Inc., Claremont,
California, USA). Velikost fragmentl byla porovnavana s DNA markerem. Fragmenty, které
velikostné odpovidaly ocekavanému vysledku, byly z gelu vytiznuty, aby z nich byla nasledné
izolovana DNA.

Z PCR produktii uréenych k enzymatickému ¢isténi byly odebrany 2 ul, k tomu
piidano 1 ul Loading Dye. Tato smés byla nanasena na agardézovy gel za stejnych podminek,
jako v predchozim postupu. Pokud fragment odpovidal pozadované velikosti, byl zbyly objem

PCR produktu enzymaticky piecistén a poté pfipraven na sekvenovani.

3.2.4 Extrakce DNA z gelu
Extrakce DNA z gelu byla provedena kitem Gene Elute Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich,
Inc.) podle navodu dodan¢ho vyrobcem. Takto pfipravené vzorky byly pouZzity na vlastni

sekvenovani.

3.2.5 Enzymaticka PCR purifikace

Pti enzymatickém cCisténi bylo k 23 pl PCR produktu ptidédno 1,5 U FastAP alkalické fosfatazy
(Thermo Fisher Scientific, Inc.) a 6,75 U enzymu Exonukleazal (Thermo Fisher
Scientific, Inc.) podle protokolu publikovaném ve studii Werle et al. (1994). Tato smés byla
inkubovana pfi teploté¢ 37 °C po dobu 40 minut a poté pii 80 °C 20 minut byly enzymy

inaktivovany. Nasledné€ byly tyto vzorky pfimo pouzity na sekvenovani.
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3.2.6 Klonovani PCR produkti
PCR produkty izolované z gelu byly klonovany pomoci kitu TOPO TA Cloning Kit — PCR
2.1 TOPO vector (Invitrogen) dle navodu.

Ligace: PCR produkty byly zaklonovany do plazmidovych vektori. Smés obsahovala 2,5 pl
DNA z ptecisténé PCR reakce a 0,2 pl PCR vektoru, byla inkubovana pét minut pii pokojové

teploté a nasledn€ umisténa na ledu.

Transformace kompetentnich bunék: Po vychladnuti smési bylo ptidano 45 pl rozmrazenych

kompetentnich bunék (E. coli DH5a) a potom byla tato smés inkubovana 10-15 minut na ledu.
Nasledné byl proveden tzv. ,,heat shock™ - zkumavka se smési byla vlozena do termobloku
AccuBlock™ (Labnet International, Inc.) a zahiata na 42 °C po dobu 35 s a ihned poté uloZena
na led na 2 min. Po tomto teplotnim Soku bylo ke smési ptidano 75 ul SOC (trypton, kvasni¢ny
extrakt, NaCl, glukéza) media zahfatého na pokojovou teplotu. Zkumavka se dala tepat

Vv horizontalni poloze na 45 min pfi teploté 37°C.

Kultivace: Po 45-minutové inkubaci byl obsah nanesen na piedem pfipravené Petriho misky
s bakterialni agarovou pudou s obsahem ampicilinu (25 mg/ml). Pied vlastnim vysevem bylo
na kazdou misku naneseno a hokejkou rovnomérné rozetteno 35 pl zasobniho roztoku 2% wiv
X-galu (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid) (Green & Sambrook, 2012)
anasledné¢ 5 pl zasobniho roztoku IPTG 20% w/v (isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid)
(Green & Sambrook, 2012). Misky byly potom inkubovany pii teploté¢ 37 °C pies noc
(cca 12 hodin).

Namnozeni plazmidu: Po inkubaci byly z kazdého vzorku na Petriho misce vybrany bilé

kolonie bun¢k a ty poté sterilni Spickou pfeneseny do predem ptipravené zkumavky (4 ml)
s tekutym LB médiem (trypton, kvasni¢ny extrakt, NaCl) s obsahem ampicilinu v poméru 4 ul
zasobniho roztoku AMP (25 mg/ml) na 1 ml media. Tato smés byla opét inkubovana 12 hod
ve tiepacce pii 37°C. Narostly obsah zkumavek byl nasledné odstiedén v 1,5ml

mikrozkumavkach pfi maximalni rychlosti.
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Izolace plazmidové DNA: Izolace plazmidové DNA byla provedena pomoci kitu High Pure

Plasmid Isolation Kit (Roche s.r.0.). Postupovalo se dle ptiloZzeného protokolu. Vyizolovana
DNA byla uskladnéna pii teploté -20 °C.

Restrikéni reakce: Pritomnost a velikost DNA fragmentu v plazmidu byla ovéfena pomoci

restrikéni endonukleazy EcoRI (New England BioLabs Inc.). Reakéni smés obsahovala 1 pl
odpovidajiciho pufru (10x konc.) 2 jednotek enzymu EcoRl, 5,5 ul destilované vody a 3,5 ul
plazmidové DNA. Smés byla inkubovana 30 min pfi 37 °C. Velikost vystipnutého fragmentu

byla elektroforeticky ovéfena na 1% agarézovém gelu.

3.2.7 Priprava vzorku na sekvenacni reakci

Vzorky DNA byly ptipravené do celkového objemu 10 ul, v celkovém obsahu DNA 100 az
500 ng. Pro sekvenc¢ni reakce byly pouzity primery Hym-cox1F/Hym-cox1R, XZ-1/1500R
a 3S/A28 nebo plazmidové primery M13 Forward (-20): 5 -GTAAAACGACGGCCAG-3’
a M13 Reverse: 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3" v zavislosti na piedchozim zpracovani
PCR produktu. Z kazdého vzorku bylo pieneseno 5 pl precisténého PCR produktu/plazmidové
DNA, dale byl pfidan 1 pl specifického primeru a 4 pl destilované vody. Sekvenovani bylo
provadéno u firmy GATC BioTech (Konstanz, Némecko).

3.2.8 Analyza sekvenacnich dat

Konsenzualni sekvence byly vytvofeny pomoci programu Geneious 8.1.8 (Biomatters), ktery
byl zaroven pouzit jako editor sekvenci. Identita sekvenci byla ovéfena algoritmem BLAST
na webovém rozhrani National Center for Biotechnology Information (NCBI;
https://blast.ncbi.nm.nih.gov) a nejvice podobné sekvence zastupci tasemnic rodu
Hymenolepis byly stazeny pro nasledné porovnani (Tab. 2). Multiple sequence alignment
celkem 21 dostupnych sekvenci COX1 byl vytvoren algoritmem G-INS-i programu MAFFT
(Katoh & Standley, 2013) implementovaném v programu Geneious. Fylogeneticka analyza
byla provedena metodou maximum likelihood (ML) v programu PHYML implementovanym
v prostiedi programu Geneious. Jako substitu¢ni model byl zvolen model Jukes-Cantor 69
(JC69). Graficka vizualizace stromu byl provedena v  programu FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), strom byl zakofenén izolatem Hymenolepis sp.,
ktery tvoftil sesterskou skupinu druhu H. diminuta v pfedchozich fylogenetickych pracich
(Nkouawa et al., 2015).
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Tab. 2: Pi‘ehled pouZitych sekvenci COX1 genu Hymenolepis diminuta ziskanych z databaze

GenBank™,

?éf&;’,\%gmw NEBO OZNACENI V GENBANK
Hymenolepis diminuta AF314223
Hymenolepis diminuta AP017664
Hymenolepis diminuta (H01) KC990401
Hymenolepis diminuta (H02) KC990402
Hymenolepis diminuta (HO3) KC990403
Hymenolepis diminuta (W43) LC063184
Hymenolepis diminuta (Hdim) LC063185
Hymenolepis diminuta (BM6) LC063186
Hymenolepis diminuta (Hd2-10) JN258042
Hymenolepis diminuta (Hd62) JN258043
Hymenolepis diminuta (Hd7) JN258044
Hymenolepis diminuta (Hd60) JN258045
Hymenolepis diminuta (Hd59) JN258046
Hymenolepis diminuta (Hd32) JN258047
Hymenolepis diminuta (Hd9) JN258048
Hymenolepis sp. (China-human) LC063183
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4 VYSLEDKY

V ramci této bakalaiské prace bylo ziskdno celkem 15 sekvenci tfi genovych markert, které
byly pouzity k molekularné-fylogenetické charakterizaci celkem péti izolatd Hymenolepis
diminuta, COX1 o celkové délce 747 bp, LSU o délce 1711 bp a délka ITS2 sekvenci
se pohybovala v rozmezi 786 az 791 bp.

Na zéklad¢ fylogenetickych analyz sekvenci u vSech tfi zvolenych molekularnich
markert se ukazal jako jediny vyuzitelny byt mitochondridlni gen COX1, jehoz sekvence byly
pfi porovnani v ramci druhu jako jediné variabilni. Sekvence LSU a ITS2 se na této
taxonomické urovni ukdzaly pfili§ konzervované, pti vzajemném porovnani novych izolatt
byly zcela identické. Porovnani vice klontt markeru ITS2 navic poukazalo na ptitomnost vice
sekvenéné odlisnych kopii tohoto lokusu v ramci jednoho genomu a byl by tedy velmi obtizné
vyuzitelny pro studium piibuzenskych vztaht. Dataset sekvenci COX1 genu vSech naSich péti
izolati H. diminuta byl doplnén celkem 16 sekvencemi H. diminuta dostupnymi v databazi
NCBI (Tab. 2). Genetické vzdalenosti vyjadiené jako celkovy pocet rozdilnych nukleotidl
mezi jednotlivymi izolaty H. diminuta jsou shrnuty v tabulce 3. Z celkové délky alignmentu
COX1 747 bp je 621 znakt konstantnich, 126 variabilnich a pouze 17 tzv. parsimony-
informativnich. Sekvence Ceského izolatu (€. 1) byly stejné v porovnani s izolatem ¢&. 2
z Japonska a potkanim izolatem ¢. 4 z Polska, také se shodovaly se sekvencemi v tabulce 2
oznacenymi Hdim, HO3 a Hd AP017664 dostupnymi Vv databazi NCBI. Izolat ¢. 3 z Velké
Britanie a lidsky izolat €. 5 z Polska se lisily od ¢eského pouze o dva nukleotidy.

Multiple sequence alignment sekvenci COXI1 byl pouzit pro konstrukci
fylogenetického stromu metodou maximum likelihood (Obr. 3). Jako outgroup byla pouzita
sekvence hymenolepidni tasemnice (Hymenolepis sp., LC063183), ktera je z ptedchozi
fylogenetické prace (Nkouawa et al., 2015) znama jako blizce ptibuzna Hymenolepis hibernia.
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Hymenolepis diminuta AP017664
Hymenolepis diminuta (H03) KC990403
Hymenolepis diminuta (Hdim) LC063185
Hymenolepis diminuta (CR)
{Hymenolepis diminuta (PL-rat)
Hymenolepis diminuta (JAP)
Hymenolepis diminuta (HO1) KC990401
Hymenolepis diminuta (H02) KC990402
Hymenolepis diminuta (UK)

— Hymenolepis diminuta (PL-human)

Hymenolepis diminuta AF314223
Hymenolepis diminuta (Hd7) JN258044
Hymenolepis diminuta (Hd2-10) JN258042
Hymenolepis diminuta (Hd62) JN258043
I—Hymenolepis diminuta (BM8) LC063186
Hymenolepis diminuta (Hd32) JN258047
— Hymenolepis diminuta (Hd9) JN258048
_I:Hymenolepis diminuta (Hd60) JN258045
Hymenolepis diminuta (Hd59) JN258046
—— Hymenolepis diminuta (W43) LC063184
Hymenolepis sp. (China-human) LC063183

0.01

Obr. 3: Maximum likelihood fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé nukleotidovych
sekvenci mitochondrialniho COX1 genu tasemnic Hymenolepis diminuta. (znaceni izolatd pro ucely

této prace: CR —izolat ¢. 1; JAP — izolat €. 2; UK —izolat ¢. 3; PL-rat — izolat ¢. 4; PL-human — izolat ¢. 5).

19



Tab. 3: Genetické vzdalenosti mezi dostupnymi jedinci Hymenolepis diminuta vyjadiené jako celkovy pocet rozdilnych nukleotidi COX1 genu.

JAP UK  PL-rat Hd2  Hd62  Hd32 Hd7 Hd9 Hd60 Hd59 CR Hdim BM6 W43 htlrr;z;m AF;?ZB AP(|)_ZI|.9664 HO1 HO02 HO03
UK 2
PL-rat 0 2
Hd2 3 4 3
Hd62 4 5 4 1
Hd32 5 6 5 2 1
Hd7 3 4 3 0 1 2
Hd9 5 6 5 2 3 4 2
Hd60 11 12 11 8 9 10 8 10
Hd59 12 13 12 9 10 11 9 11 9
CR 0 2 0 3 4 5 3 5 11 12
Hdim 0 2 0 3 4 5 3 5 11 12 0
BM6 3 4 3 4 3 4 4 6 12 13 3 3
W43 17 18 17 17 18 17 17 19 20 21 17 17 18
PL-human 2 3 2 3 4 5 3 5 11 12 2 2 3 17
Hd AF314223 2 3 2 3 4 5 3 5 11 12 2 2 3 17 2
Hd AP017664 0 2 0 3 4 5 3 5 11 12 0 0 3 17 2 2
HO1 2 2 2 3 4 5 3 5 11 12 2 2 3 17 2 2 2
H02 1 2 1 4 5 6 4 6 12 13 1 1 4 18 3 3 1
HO03 0 2 0 3 4 5 3 5 11 12 0 0 3 17 2 2 0 2 1
Hymenolepis
sp. 111 112 111 111 112 112 111 111 113 114 111 111 112 107 111 110 111 111 112 111

Pozn. CR —izolat €. 1; JAP — izolat €. 2; UK — izolat &. 3; PL-rat — izolat ¢. 4; PL-human — izolat ¢. 5.



5 DISKUZE

V nasi laboratofi byla tasemnice Hymenolepis diminuta vytipovana jako vhodny kandidat
helminta pro testovani pro ucely helmintoterapie na zakladé nedavno revidovanych a
publikovanych kritérii ve studii Luke$ et al. (2014). Geneticka vnitrodruhova variabilita H.
diminuta neni doposud zcela znama, proto byl izolat Hymenolepis kultivaéné udrzovany a
experimentalné pouzivany v nasi laboratofi doposud charakterizovan pouze na zakladé
morfologickych znakl dospélce ziskaného z potkani v laboratornich podminkach a vajicek
[http://www.microbeworld.org/component/jlibrary/?view=article&id=7109]. Nicméné nedavno
bylo u hymenolepidnich tasemnic prokazano, ze pouze morfologickéd charakteristika je pro
jejich taxonomické zatrazeni nedostate¢na.

Nedavné molekularné-fylogenetické studie provedené na H. diminuta a Hymenolepis
nana ukazuji na moznost vyskytu komplext kryptickych druhii tasemnic, tzn. druht
morfologicky identickych, ale geneticky odlisnych (Haukisalmi et al., 2010; Macnish et al.,
2002). Krypticka diverzita byla prokazana dosud pouze u druhu Hymenolepis nana (Macnish
etal., 2002). V ptipadé H. diminuta byl molekularné-fylogeneticky odhalen zfejmé novy druh
tasemnice piibuzny s Hymenolepis hibernia, jehoz vaji¢ka a proglotidy byly morfologicky
neodlisitelné od H. diminuta. Studie Macnish et al. (2002) dale poukazuje na rozdilnost
v sekvencich COX1 genu izolatli H. nana odebranych z ¢lovéka v porovnani se sekvencemi
izolatl z hlodavce. Také dalsi studie Okamoto et al. (1997) odhalila variabilitu sekvenci COX1
genu u dvou izolata H. diminuta.

Na zakladé¢ vySe popsanych faktl je zifejmé, Ze k pfesnému druhovému urceni
hymenolepidnich tasemnic infikujicich ¢lov€ka je pouze jejich morfologicka diagnostika
nedostacujici. V piipadé H. diminuta je nezbytné doplnit udaje o molekularné-fylogenetické
analyzy v souvislosti s jejim testovanim pro helmintoterapii. V piipadé kryptické diverzity
v ramci komplexu H. diminuta by mohlo dochazet k rozdilnému imunologickému pisobeni
na organizmus hostitele a vysledky rtiznych tyma zabyvajicich se helmintoterapii by tudiz
nebyly srovnatelné.

V ramci predlozené studie byl pro molekularné-fylogenetické analyzy vyuzit dospélec
H. diminuta udrzovany v kultufe nasi laboratoie (izolat ¢. 1) a dale pak izolaty ziskané
z n€kolika spolupracujicich pracovist Laboratofe helmintologie Parazitologického ustavu
Biologického centra Akademie véd Ceské republiky, a to izolaty ¢. 2-7. Vétsina vzorkt byla
fixovana v etanolu, pouze izolaty ¢. 6 a 7 byly uchovdvany ve formaldehydu. Z izolati

fixovanych ve formaldehydu se nepodatilo pomoci PCR amplifikovat Zadny ze studovanych
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molekularnich markeri, coz mtize byt vysvétleno zndmymi negativnimi t€¢inky formaldehydu
pii izolaci intaktni DNA z této jinak Siroce pouzivané fixaze (Gilbert et al., 2007).

Pro potvrzeni, zda nami pouzivany izolat je skute¢né¢ H. diminuta, byla provedena
molekularné-fylogenetické analyza pomoci tii genetickych markerti a to LSU, ITS2, a COX1.
Tyto molekularni markery byly vybrany na zakladé dvou fakt a to (i) dostupnosti jejich
sekvenci U nékolika izolatd H. diminuta a také blizce pfibuznych druh rodu Hymenolepis
v databazi GenBank a (ii) jejich pfedchoziho vyuziti v molekularné-fylogenetickych studiich
(Littlewood et al., 2008; Nkouawa et al., 2015; Okamoto et al., 1997; Waeschenbach et al.,
2007). Vsechny ze tii uvedenych markert patti mezi dlouhodobé a bezkonkuren¢né nejcastéji
vyuzivané molekuldrni markery mezi tasemnicemi, a to jak na vysSich taxonomickych
urovnich, napf. studium pfibuzenskych vztaht v ramci celé skupiny Cestoda, tak na trovni
populaci vybranych druhti tasemnic (Waeschenbach et al., 2012).

Dulezitym krokem bakalafské prace bylo mimo jiné nalezeni optimalniho zptsobu
precisténi amplifikované DNA z PCR produkti pro dosazeni vysoké kvality vyslednych
sekvenci. Celkem byly vyuZzity dvé rozdilné metody pro ¢isténi PCR produktl. Primarné byla
pouzita metoda extrakce DNA z gelu za pomoci komer¢niho kitu a jako alternativni postup
byla zvolena metoda purifikace DNA za pouziti enzymu alkalické fosfatazy a exonukleazy 1.
Metoda enzymatické purifikace se ukazala jako efektivnéjsi jak z hlediska dosazeni vyssi
kvality, tak i délky sekvenci vSech studovanych gent. Tento vysledek lze vysvétlit tim, Ze
v prubéhu pieisténi nemtze dojit ke ztrat¢ DNA na kolonce a je eliminovana moznost
kontaminace sekvenacni reakce solemi z pufr pouzivanych pfi purifikaci na kolonce.

Abychom ovéfili teorii moznosti vyskytu kryptické diverzity tasemnic v ramci druhu
H. diminuta, byly vSechny ziskané vzorky, kromé izolati ¢. 6 a 7, zpracovany identickym
zpiisobem jako na§ domadci izolat a pfipraveny na sekvenovani za pouziti stejnych pari
primert. Z kazdého vzorku se podarilo ziskat sekvence vSech tfi zvolenych gend.
Ze ziskanych sekvenci ITS2 je patrné, ze genomova DNA jednotlivych izolatd H. diminuta
obsahuje vice navzajem neidentickych sekvenci ITS2 oblasti, které se navzajem lisi poctem
opakovani kratkych, tandemove se opakujicich usekl o délce 2-4 nukleotidl. Z tohoto diivodu
nebylo mozné ITS2 osekvenovat metodou pifimé sekvenace PCR produktt a bylo nutné vyuzit
klonovani. Vzhledem k tomu, ze ITS2 je nekddujici oblasti DNA a jednotlivé kopie ITS2 jsou
pfitomny v rizném poméru, je mezi jednotlivymi variantami tohoto regionu nemozné rozeznat
kopie sdilejici spole¢nou evolu¢ni historii napfi¢ porovnavanymi zastupci H. diminuta.

Ziskané sekvence nebyly tudiz pouzity pro nasledné fylogenetické zpracovani. Naopak
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sekvence genu LSU byvaji konzervativni, v naSem piipad¢ byly sekvencné zcela identické
anebyly tudiz pro naSi studii vyuzitelné. Proto byl jako jediny gen vyuzitelny
pro fylogenetickou analyzu zvolen mitochondrialni COX1.

Gen COX1 je ¢asto pouzivany pii studiu diverzity riznych organismul véetné tasemnic
na nizkych taxonomickych urovnich (napf. Macnish et al., 2002; Nkouawa et al., 2015;
Okamoto et al., 1997). V piipadé hymenolepidnich tasemnic, byl COX1 vyuzit v n¢kolika
studiich. Autofi studie Okamoto et al. (1997) vyuzili ve své studii kromé ITS2 také sekvenci
COX1 genu pro porovnani izolati H. nana odebranych z laboratornich mysi z Japonska
a laboratornich ktecki zlatych z Uruguaye a pro porovnani s jinymi hymenolepidnimi
tasemnicemi, a to s H. diminuta a H. microstoma. Autofi dalsi studie Macnish et al. (2002)
pouzili sekvence COX1 genu pro zjisténi diverzity u druhu H. nana mezi deviti izolaty
z hlodavce a Sesti lidskymi izolaty. Autofi studie Nkouawa et al. (2015) zvolili COX1 gen
spole¢n¢ s 28S rDNA za ucelem identifikace lidského izolatu hymenolepidni tasemnice
objeveného pii rutinnim epidemiologickém prizkumu v Cing. V ramci nasi studie se ukazal
gen COX1 jako jediny pouZitelny, jelikoz jeho sekvence byly pii porovnani v ramci druhu
jediné variabilni.

Ziskané sekvence COX1 genu byly porovnavany se vsemi dostupnymi sekvencemi H.
diminuta dostupnymi v GenBank (uvedené v tabulce 2). Toto porovnavani odhalilo velice
nizkou hladinu sekvenéni variability mezi jednotlivymi zastupci, kdyz z celkové délky
alignmentu COX1 o délce 747 bp bylo 621 znaki konstantnich, 126 variabilnich a pouze
17 tzv. parsimony-informativnich. Na zakladé¢ takto nizké wvariability vSech muzeme
konstatovat, Ze jedinci tohoto druhu jsou si blizce ptibuzni a je pravdépodobné, Ze se bude
jednat o jeden druh. Toto tvrzeni podpofil i nasledné zkonstruovany ML fylogeneticky strom
(Obr. 3).

Teorie moznosti vyskytu komplexd kryptickych tasemnic u druhu H. diminuta tedy
nebyla potvrzena. Predpoklad existence téchto komplexid byl zalozeny na vysledcich
uvedenych ve studii Okamoto et al. (1997) a na jiz dfive odhalené diverzité u jiné
hymenolepidni tasemnice, konkrétné H. nana diskutované ve studii Macnish et al. (2002).
Také autofi studie Haukisalmi et al. (2010) uvadg&ji, Ze v ramci vyzkumu H. diminuta objevili
vice ¢i méné kryptické druhy. Odkazuji ale na nepublikovana data a neni tudiz mozné tyto

vysledky adekvatné porovnat a zhodnotit.
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Jednim z cilti bylo také ziskat izolaty H. diminuta, které jsou jiz pouzivany pro studium
helmintoterapie, a zjistit, zda jsou ¢i nejsou fylogeneticky odlisné. Pro tucely této studie
se podafilo ziskat dva izolaty, a to ¢esky (¢. 1) a z Velké Britanie (¢. 3).

Zavérem lze konstatovat, ze pii piipadném zjisténi odlisSného psobeni riznych izolata
H. diminuta na hostitelsky organizmus by genetickd diverzita neméla hrat roli. Dale 1ze
ze ziskanych dat odvodit, Ze ani vybér hostitele (¢loveék a hlodavec), ani geograficka oblast,

kde byly H. diminuta izolovany, se nevztahuji ke genetické variabilit¢ COX1 genu.
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6 ZAVER

Prvnim cilem bylo molekularné-fylogeneticky charakterizovat izolat Hymenolepis diminuta
pouzivany v naSi laboratoii. Metodou molekularné-fylogenetické analyzy byl potvrzen
predpoklad zalozeny na morfologické identifikaci, Zze izolat pouzivany v nasi laboratofi je
skute¢né H. diminuta.

Dalsim cilem bylo ziskat izolaty H. diminuta, které jsou jiz pouzivany pro studium
helmintoterapie. Pro ucely této prace se podatilo ziskat a zpracovat dva izolaty, a to Cesky
(€. 1) az Velké Britanie (¢. 3). Kromé téchto izolati byly také ziskany a analyzovany dva
vzorky z Polska (¢. 4 a 5) a jeden zJaponska (¢. 2). VSechny vzorky byly posléze
fylogeneticky analyzovany, abychom zjistili, zda jsou ¢i nejsou geneticky odlisné.

Molekularné-fylogenetické analyzy vSech zpracovavanych izolatd nepotvrdily
predpokladanou genetickou variabilitu, a tedy ani moznost vyskytu komplexu kryptickych
druhd tasemnic v ramci H. diminuta. Zavérem lze konstatovat, ze pfi pfipadném zjisténi
odlisného pusobeni riznych izolati H. diminuta na hostitelsky organismus by geneticka

diverzita neméla hrat roli.
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