UNIVERZITA KARLOVA

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

IN VITRO KULTIVACE TASEMNICE HYMENOLEPIS DIMINUTA -2

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Ivan Vokital, Ph.D.

Hradec Kralové 2017 Dominik Jandura



,Prohlasuji, ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem.
Veskera literatura a dals$i zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpal, jsou
uvedeny v seznamu pouZité literatury a v praci fadné citovany. Tato prace

nebyla pouzita k ziskani jiného ¢i stejného titulu®.



D¢kuji PharmDr. Ivanu Vokialovi, Ph.D. za odborné rady a
ptikladné vedeni mé diplomové prace sdirazem na peclivost,
sobéstacnost a dobrou orientaci v laboratornim prostredi.



ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Student: Dominik Jandura

Skolitel: PharmDr. Ivan Vokial, Ph.D.

Nazev diplomové prace: In vitro kultivace tasemnice Hymenolepis diminuta — 2

Néplni této diplomové prace bylo ziskat cysticerkoidy tasemnice krysi
(Hymenolepis diminuta), excystovat je a najit podminky pro maximalni dobu inkubace in
vitro. Jako mezihostitel byl uzit potemnik moucny (7enebrio molitor) infikovan potkanim
trusem obsahujicim vajicka tasemnice. Excystace byla provadéna prostfednictvim L-
cysteinu a tauroglykocholatu sodného. Excystované larvy byly in vitro kultivovany (37
°C, 5 % CO2) v médiu RPMI 1640 obohaceném o dalsi latky vybrané na zékladé
predchozich metod. Jednalo se zejména o extrakty z potkanich, mySich a ov¢ich jater,
pfipadné v kombinaci s kvasnicovym extraktem a ov¢i Zluci. Vliv testovanych latek na
kultivaci byl hodnocen métenim nértstu tasemnic. Nejlepsi vliv mélo médium obsahujici
sérum, kvasnicovy extrakt a extrakt z ov€ich jater, kde tasemnice k 16. dni dosahovaly

velikosti 1561 um. Dalsi rist byl limitovan vyskytem patologickych utvard.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology & Toxicology
Student: Dominik Jandura

Supervisor: PharmDr. Ivan Vokial, Ph.D.

Title of diploma thesis: /n vitro cultivation of tapeworm Hymenolepis diminuta — 2

Aim of this diploma thesis was to obtain cycticercoids of the rat tapeworm
(Hymenolepis diminuta), excyst them and find out the conditions for the maximal in vitro
incubation period. As the intermediate host mealworm beetle (Tenebrio molitor) infected
by the rat feces containing tapeworm eggs was used. Excystment was done using
L-cystein and sodium tauroglycocholate. Excysted larvae were cultured in vitro
(37°C,5% COz) in RPMI 1640 medium enriched with other substances chosen
according previously published methods. Mainly sheep, mouse or rat liver extracts
eventually in combination with yeast extract and sheep bile were used. The effect of tested
substances on the cultivation was evaluated by measuring of the tapeworm’s growth. The
best effect on the grow of the tapeworms was observed using medium containing serum,
yeast extract and sheep liver extract where tapeworms achieved length of 1561 pm after
16 days of incubation. The further growth was limited by appearance of pathologic

formations.
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1. SEZNAM ZKRATEK

HEPES 4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonova kyselina
RPMI Roswell Park Memorial Institute



2.UVOD

Tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta) je divérné zndmy druh tfidy tasemnic
(Cestoda). Jeji stavba téla, fyziologie, biochemie a dalsi aspekty zivota, jak in vivo, tak in
vitro, jsou dukladné prozkoumdny a popsany. Diky tomu je oblibenym modelem pro

zkoumani zivota tasemnic a testovani anthelmintik.

V poslednich letech 1ze zaznamenat o tasemnice zvySeny zdjem. Doslo k tomu po
zjisténi jejich pozitivniho vlivu na nékteré autoimunitni choroby a v soucasné dobé¢ je
zkouméno jejich vyuziti v helmintoterapii. Helmintoterapie se stala perspektivnim
oborem, kterému vSak stoji v cesté pfedsudky a etické aspekty. Ne&které preparaty jsou
jiz v III. fazi klinického testovani. U H. diminuta byl mimo jiné sledovan pozitivni vliv
na ulcer6zni kolitidu a revmatoidni artritidu (Melon et al. 2009, Graepel et al. 2013, Lukes

etal. 2014).

Jedina aktudlni moznost, jak ziskat dosp€lého jedince H. diminuta, je izolace
z hostitelského organismu. Usp&$nad metodika in vitro kultivace by vedla ke sniZeni
nutnosti uziti laboratornich zvifat. Testovani u¢innosti anthelmintik by bylo mozné
provadét ve vétSim poctu experimentl, za nizSich finan¢nich nakladi a s vyssi
statistickou vypovédni hodnotou. Testy by navic nebyly ovlivnény diverzitou hostitelt.
Metody in vitro kultivace lze obvykle vyuzit ve stejném uspofddani ¢i s drobnymi
Upravami u riznych druht tasemnic. Ziskané vysledky by tak mély vyznam nad ramec

kultivace H. diminuta.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Tasemnice

Tasemnice (Cestoda) jsou tfidou vysoce specializovanych plosténcii
(Platyhelminthes) parazitujicich u vSech skupin obratlovcii. Je zndm bezpocet druht
individualné adaptovanych na chovani, vyzivu a imunologii svych hostitelti. VéEtSina
tasemnic vyzaduje pfinejmens$im dva druhy hostiteld k vyvoji rozdilnych stadii svého
zivotniho cyklu. Dospélé tasemnice obyvaji stievo obratlovce (definitivni hostitel).

Nékteré druhy jsou specificky pfizpisobeny na ¢loveéka (Farrar et al. 2013).

Charakteristickym rysem dospé&lych tasemnic je absence traviciho traktu. Ziviny jsou
pfijimany tegumentem na povrchu jejich téla. Tato struktura s velkym poctem
mikrotrichll (pfeménéné mikroklky) kromé vyzivy zajist'uje 1 ochranu tasemnice ptred
prosttedim (inhibice travicich enzymil hostitele). Exkrecni systém je tvofen

protonefridiemi (Volf et al. 2007, Castro 1996).

Zakladni stavba téla tasemnice zahrnuje hlavi¢ku (skolex) s organy slouzicimi
k pfichyceni ke stievni st€né hostitele (viz Obr. 1A), dale krcek, coz je misto aktivni

proliferace ¢lankt (proglotid) a fetéz ¢lankl nazyvany strobila (Castro 1996).

Clanky pobliz kréku jsou nezralé, protoze nemaji plné vyvinuté pohlavni organy.
Clanky umisténé distaln&ji jsou zralé se sam&imi i sami¢imi pohlavnimi organy. Jedna se
tedy o hermafrodity. K oplozeni dochdzi mezi dvéma tasemnicemi nebo mezi ¢lanky na
stejné strobile, pokud stfevo obyva jedina tasemnice. Terminalni ¢lanky jsou gravidni

s délohou vyplnénou vajicky (Volf et al. 2007, Castro 1996).

Vétsina tasemnic parazitujicich u ¢lovéka patii do fadu kruhovek (Cyclophyllidea), kam

spada i druh H. diminuta.
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Obr. 1 Zakladni schéma stavby téla H. diminuta. A — dospéla tasemnice, B — zrala proglotida, C —
gravidni proglotida. Upraveno dle: Brant a Hanelt (2000)

3.2. Hymenolepis diminuta

3.2.1. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus H. diminuta je ilustrovan na Obr. 2. Dospélé tasemnice produkuji
onkosféry kryté larvalnimi obaly a plaStém. Pravdépodobné kvili silnému plasti jsou
onkosféry Casto oznaCovany jako vajicka, 1 kdyz tento termin neni zcela pfesny. Spolu
s trusem opousti definitivniho hostitele, a pokud jsou pozieny vhodnym mezihostitelem,

vyviji se v metacestod, larvalni stddium chranéné vnéjSimi obaly. Jako mezihostitel mize
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slouzit napt. potemnik moucny (Tenebrio molitor), potemnik skladistni (7ribolium
confusum), blecha krysi (Nosopsyllus fasciatus), blecha morova (Xenopsylla cheopis), ¢i
blecha mysi (Leptopsylla segnis). Takto infikovany hmyz vykazuje pomalejsi pohyb,
horsi orientaci, snizenou fotofobii a zvySenou délku Zivota v porovnani s neinfikovanymi
jedinci. To zvySuje pravdépodobnost uloveni definitivnim hostitelem a pozieni. Po
pozieni a pruchodu horni ¢asti traviciho traktu se z metacestodu uvoliuje larva, ktera se
uchyti v tenkém stfevé ve vzdalenosti pfiblizné 25 cm za zaludkem. Po dosaZeni
dospélosti produkuje vajicka a cyklus se uzavira. Prepatentni perioda (doba mezi infikaci
cysticerkoidem a prvnim vyskytem vaji¢ek v trusu) se pohybuje kolem osmnécti dni.
Nejcastéjsim definitivnim hostitelem byva krysa (Rattus rattus), potkan (Rattus
norvegicus), mys (Mus musculus), ale vyskyt je pozorovan i u mnoha dalSich druhii savct

vcetné cloveéka (Lethbridge 1971, Hurd a Fogo 1991, Hurd et al. 2001).

Ve strevé ¢lenovce se z
vajicka uvolnuje onkosféra
a vstupuje do hemocoelu,
kde se vyviji v cysticerkoid

Clenovec pozien hostitelem (vétsinou
hlodavec, méné &asto élovék).

Z cysticerkoidu uvolnéna tasemnice se
prichyti ke stfevni sténé a vyvyji v
dospélce

-

©®

Vaji¢ka odchazi s trusem
a jsou poziena vhodnym
élenovcem

Obr. 2 Zivotni cyklus H. diminuta. Upraveno dle: Farrar et. al (2013)
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3.2.2. Anatomie a fyziologie

Dospély jedinec

Dospély jedinec H. diminuta se stejn¢ jako u fady jinych tasemnic sklada ze

skolexu, kr¢ku a proglotid (viz oddil 3.1.).

Skolex H. diminuta obsahuje dva pary piisavek zajistujicich adhezi. Apikalné,
uprostied mezi prisavkami, je umisténo rostellum, zasunovatelny hruSkovity organ.
Zevné se objevuje jako slaby dvoulalocny vycnélek husté pokryty mikrotrichy (viz Obr.
1A). Na rozdil od napt. Hymenolepis nana neni opatien hacky (Arai 1980).

Nezrald proglotida obsahuje diferencovany tegument, exkre¢ni, muskularni a
nervovy systém, ale buiikky formujici reproduk¢ni systém zde nejsou plné diferencovany.
PIn¢ vyzralé proglotidy (viz Obr. 1B), vcetné reprodukéniho systému, jsou vzdaleny
pfiblizn€ 40 mm za skolexem. Sam¢i pohlavni systém je sloZen ze tii varlat, ve kterych
se vyviji a uskladnuji spermatozoa, ddle ze semenného vacku a cirrusu, vysunovatelného
organu ulozeného v cirrusovém vaku, ktery se béhem kopulace zasunuje do genitalniho
atria. Samici pohlavni systém slouzi k produkei oocytt, uskladiiuje spermatozoa do doby
oplodnéni, podporuje tvorbu larvalniho obalu a skladuje vyvinuté larvy. Oocyty se vyviji
v ovariich a po dozrani vstupuji do vejcovodu. Fertilizace se uskuteciiuje vstupem
spermatozoi uskladnénych v semenném vacku do vejcovodu skrz semenny kanalek.
Kazda zygota splyva se zloutkovou bunkou, kterd ji poskytuje dva membrandzni obaly,
larvalni obal a pfispiva k utvareni plasté. Takto vytvorena embrya vstupuji do délohy, kde
se vyvijeji v larvalni stadia (onkosféry) a ziistavaji zde az do uvolnéni proglotidy (Arai

1980).

Onkosféra

Onkosféra je u H. diminuta vybavena tifemi pary hacka, proto je také nazyvana
jako hexakant. Jeden par hacka je umistén medialn€ a dva pary lateraln€é. Mezi nimi se
nachazeji penetracni zlazy. Celd onkosféra je kryta tfemi ochrannymi obaly: Sirokym
vnitinim obalem, tenkym vnéj$im obalem a vnéj$im pouzdrem s vyraznym plastém (viz

Obr. 3). Pii poziti vhodnym mezihostitelem se vlivem traviciho systému onkosféra
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uvolnuje ze svych ochrannych oball a s pomoci hackii a penetracnich zlaz vstupuje do
hemacoelu, kde se v pribcéhu pfiblizné¢ 14 dni (v zévislosti na teploté¢ a stavu
mezihostitele) vyviji v metacestod, larvalni stddium infekéni pro definitivniho hostitele,
v ptipad¢ H. diminuta oznaCované jako cysticerkoid (Ogren 1961, Rybicka 1967,
Rybicka 1972).

Obr. 3 Schéma onkosféry s ochrannymi obaly. H — hacky, VNI — vnitini obal, VNE — vn¢&jsi obal,
P — plast. Upraveno dle: Rybicka (1972)

Cysticerkoid

V prvnich n€kolika dnech po vstupu do hemacoelu mezihostitele si onkosféra
zachovava kulovity tvar a nartista. Pfiblizn¢ po tydnu se objevuje centralni dutina neboli
cysta (odtud nazev cysticerkoid), larva se prodluzuje a formuje se ocasu podobna ¢ést
oznacovana jako cerkomer. Devaty den je na predni Casti rozeznatelny skolex se Ctyfmi
pfisavkami, cerkomer nartista. Desaty den je skolex vtazen do centrdlni dutiny, kterou
obklopuje fibrézni obal. Naproti skolexu je zfetelny spojovaci kandlek vedouci z vnéjsku
cysticerkoidu do dutiny. Déle je na prifezu rozeznatelny periferni obal a vnéj$i membrana
(viz Obr. 4). Dva tydny po infekei je cysticerkoid pln€ vyvinuty a infek¢éni. Fibrozni obal
se stafim nartsta. Po pozieni mezihostitele definitivnim hostitelem se z obald a vné&jsi
membrany cysticerkoidu uvoliiuje tasemnice procesem zvanym excystace (Slais 1973,

Chervy 2002, Rothman 1957).
14



Centralni dutina

Fibrézni obal

Rostellum
Prisavka } Skolex

Oblast kréku
Periferni obal

)——— Vnéj$i membrana
Sl

‘: Cerkomer

Obr. 4 Schématické znazornéni cysticerkoidu. Upraveno dle: Brant a Hanelt (2000)

Rust v kone¢ném hostiteli

Stiedni délka tasemnic po excystaci je 175 um. V prvnim tydnu po infikaci rostou
exponencialné a nejsou ovlivnény tzv. crowding efektem (viz nize). Poté vstupuji do faze
zpomaleného rastu. Kolem ¢trnactého dne po infekei dosahuji tasemnice maximalni
velikosti (aZ 70 cm) a sedmnacty den 1ze pozorovat uvolnéni onkosfér. Vysledna velikost
zavisi na jejich poctu ve stieve, druhu hostitele, potravé a dalSich faktorech. Co se tyce
délky zivota, Read (1967) udrZzoval H. diminuta nazivu opakovanymi transplantacemi
mezi definitivnimi hostiteli 14 let, dobu vyrazné pievysujici Zivot potkana, bézného

hostitele (Roberts 1961).

3.2.3. Excystace cysticerkoidu

Excystaci se rozumi uvolnéni larvy z ochrannych obald. Probiha ve dvanactniku
definitivniho hostitele. Nepostradatelnou roli maji zlu¢ové soli jejichz vlivem je larva
uvnitt aktivovana a skrze spojovaci kanalek opousti centralni dutinu. Travici enzymy

(zejména pepsin, trypsin) a HCI natravi ochranné obaly a larva je uvolnéna. Excystované
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larvy jsou velmi aktivni. Podéln¢ se stfidavé natahuji a zkracuji, coz umoziiuje jejich

pohyb a usnadniuyje pfichyceni ke stfevni sténé (Rothman 1959, Arai 1980).

3.2.4. Crowding efekt

Crowding efekt zahrnuje regulaci velikosti a plodnosti populace v daném
organismu. Jedna se o komplexni funkci v reakci na mnozstvi potravy a fyzicky prostor.
Velikost tasemnic v definitivnim hostiteli je nepfimo umérna jejich poctu. Tento efekt je
in vivo detekovatelny nejdiive mezi 8. az 10. dnem po infekci. Roberts (1961) navrhl, Ze
H. diminuta vylucuje latky, jez ovliviuji rist ostatnich jedincii. Cook (1989) tuto

hypotézu pti svych testech potvrdil.

3.2.5. Hymenolepioza

H. diminuta je nejCastéji parazitem hlodavci. U ¢loveka je ndkaza vzacna, protoze
na rozdil od H. nana, kde je mozny piimy pifenos z ¢lovéka na ¢lovéka, je infekéni pouze
prostfednictvim mezihostitele. D&e se tak nejcastéji u déti ndhodnym pozienim
infikovanych blech ¢i v exotickych zemich pojidanim tepelné neupraveného hmyzu

(Farrar 2013, Wiwanitkit 2004).

Nékaza u cloveéka je vétSinou asymptomatickd. K moznym projeviim patii
abdomindlni bolest, nauzea, zvraceni, prijem a svédéni. Diagnéza je provadéna
mikroskopickym pozorovanim vzorku stolice s ur¢enim druhu tasemnice. Lékem volby
je praziquantel. Dale je ¢asto uzivan niklosamid, ktery dosahuje obdobného ucinku pii

niz$i toxicité (Patamia et al. 2010, Auer a Aspock 2014).

3.2.6. In vitro Kultivace

Snahou in vitro kultivace je napodobit podminky zivota in vivo a dosdhnout
vyvoje sledovaného organizmu. Cilem této prace bylo zejména najit a optimalizovat
postup pro kultivaci excystovanych larev H. diminuta do stadia dospé€lych jedinct

produkujicich vajicka. Duraz byl pfitom kladen na jednoduchost a reprodukovatelnost
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metody, aby bylo mozné s nevelkym tsilim ziskat dostatecny pocet jedinci pro dalsi

ucely.

Kultivace onkosféry v cysticerkoid

In vivo je pro uvolnéni onkosféry z ochrannych obalii nutné dostatecné naruseni
plasté kusadly brouka a kontakt s travicimi $tdvami. Pro in vitro uvolnéni onkosfér
Berntzen a Voge (1965) nejprve narusili vnéjsi plast’ trepanim vajicek v Earl¢€ roztoku se
sklenénymi kulickami, a poté ptesunuli vajicka do média obsahujiciho trypsin a amylasu.
Uvolnéné onkosféry byly kultivovany v upraveném Landureaoveé médiu, kde vykazovaly
standardni vyvoj vedouci k infekénim cysticerkoidim. Obdobnou techniku uzivali
Graham a Berntzen (1970), ktefi kultivovali onkosféry v médiu s potkanimi fibroblasty.
Ziskané zralé cysticerkoidy in vitro excystovali a larvy déle kultivovali az do stadia

dospélosti (Arai 1980, Lethbridge 1971).

Excystace cysticerkoidu

Pti rozsahlych testech zjistoval Rothman (1959) vliv teploty, pH, proteolytickych
enzymli a zluCovych soli (experimentoval s taurocholatem sodnym) na excystaci
cysticerkoidll. VéEtSina metodik je vyvinuta na zéklad€ jeho pozorovani. Cysticerkoidy
ziskané z mezihostitele jsou promyty v nékterém z isotonickych roztokli (Hankslv,
Ringeriiv nebo fyziologicky), dale pii teploté 37-39 °C preneseny do kyselého roztoku
pepsinu, po 10—15 minutach promyty a preneseny do roztoku s trypsinem a zlucovymi
soli, kde excystuji. Schiller (1965) dosahl excystace v nefedéné hovézi zluci a Berntzen
(1961) v Tyrodeho roztoku. Velmi dobrych vysledkli dosdhli McVeigh et al. (2014) pti

uziti roztoku s tauroglykocholatem sodnym a L-cysteinem.

Mladé cysticerkoidy lze excystovat pouhou ptitomnosti zlu€ovych soli. U starSich
cysticerkoidl sice dochazi k aktivaci larev, ty jsou ale uvéznény uvnitf ochrannych obalt
a bez pomoci travicich enzymi nedochazi k jejich uvolnéni (viz Ptiloha 3). ProdlouZené
vystaveni jiz excystovanych larev travicim enzymim snizuje jejich zivotaschopnost

(Rothman 1959).
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Vybrané metody kultivace

Berntzen (1961) kultivoval tasemnici z in vitro excystovanych larev do stadia
dospélych jedinct produkujicich preonkosféry. Kultivacni médium obsahovalo Tyrodeho
roztok, lidskou plazmu a bylo obohaceno o cystein, tyroxin, methyl-testosteron, vitaminy
skupiny B, kvasnicovy extrakt a extrakt z kufeciho embrya. Médium neustdle jemné
proudilo kultivacni trubici. Kultivacni aparatura byla slozitd a metoda instrumentalné
naro¢na. Pfi absenci proudéni média tasemnice nevykazovaly rust a diferenciaci. Bez
methyl-testosteronu tasemnice sice vykazovaly rust, ale diferenciace proglotid byla
inhibovana. Tasemnice dosahly 15. dne maximalni délky 20,8 cm. Tato metoda byla
usp&Sné uzita pro kultivaci nékterych dalSich zastupci Cestod, ale stejn€ dobrych
vysledkd, jako byly popsany v piivodni préci, se u H. diminuta nepodatilo nikomu znovu

dosahnout.

Schillerovi (1965) se podafilo vykultivovat z cysticerkoidii dospélé jedince
produkujici infekéni onkosféry. Dvojfazové médium slozené z krevniho agaru ptekrytého
Hanksovym vyvazenym solnym roztokem bylo umisténo do Dubnoffova tfepaciho
inkubatoru. Tasemnice byly pravidelné prenaSeny do Cerstvého média, od 10. dne s
ptidavkem praskované glukosy. Zralé proglotidy byly uvoliiovany 24. den kultivace.
Vétsina tasemnic se vyskytovala v kapalné fazi média, zddnd se nenachézela v krevnim
agaru. Tasemnice dosahovaly mensiho vzriistu nez in vivo. Jedinci ziskani z jejich vaji¢ek

narustali in vivo opét do standardni velikosti.

Sinha a Hopkins (1967) dosahli dobrych vysledki pti kultivaci H. nana v médiu
slozeném z Hanksova vyvaZeného solného roztoku s pfidavkem konského séra,
kvasnicového extraktu a jaterniho extraktu. Zjistili, Ze extrakt z ov¢ich jater ma stejnou
ucinnost jako extrakt z potkanich jater. Bez jaterniho extraktu dochazelo k ristu, ale

tasemnice nebyly schopné produkovat zrala vajicka, dokud tento nebyl ptidan.

Podobné postupoval Evans (1970) pti kultivaci Hymenolepis microstoma.
Upravené Eagleovo médium s pfidavkem jaterniho extraktu a komiského séra bylo
obohaceno o hovézi zlu€. Tasemnice dosahovaly dospélosti a produkovaly vajicka. Pokud

médium neobsahovalo zlu¢, dochazelo k normalnimu ristu, ale ne k produkci vajicek.
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4. CILE PRACE

e Ziskat cysticerkoidy H. diminuta
e Excystovat ziskané cysticerkoidy
® Nalézt podminky pro maximalni dobu kultivace na zaklad¢ dostupné literatury a

zaveéru prace In vitro kultivace tasemnice Hymenolepis diminuta (Pavlickova

2015)
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1. Chemikalie

Amfotericin B, Sigma-Aldrich

Fetal Bovine Serum — GE healthcare Life Sciences

HEPES — 1M roztok, Sigma-Aldrich

Hydrogenuhli¢itan sodny, Penta

Chlorid sodny, Penta

Kvasnicovy extrakt (Bacto™ Yeast Extract), BD Biosciences
Kyselina chlorovodikova, Penta

L-cystein, Fluka BioChemika, pozd&ji Sigma-Aldrich
Penicilin/Streptomycin, Sigma-Aldrich

Purifikovana voda (18 MQ-cm), vyrobnik Merck Millipore
RPMI 1640-R 8758, Sigma-Aldrich

Tauroglykocholat sodny, Ausmauseo Pharma

5.2. Biologicky materidal

Jatra — myS (Mus musculus, kmen NMRI), samec, Lékatska fakulta,
Masarykova Univerzita

Jatra — ovce domaci (Ovis aries, plemeno Suffolk), samice, chov Dibaq a. s.,
Helvikovice

Jatra — potkan (Rattus norvegicus, kmen Wistar), samec, Meditox Konarovice

Z1u¢ — ovee doméci (Ovis aries, plemeno Suffolk), samec, Dibaq a. s.,
Helvikovice
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5.3.

5.4.

3.5.

dlouhodobych zkuSenosti pfi experimentech provadénych na pracovisti Pavlickovou
(2015) a snadnou dostupnosti. Jeho larvalni stadia lidové oznaCovéana jako moucni Cervi

jsou uzivana ke krmeni plazii a jsou dostupna ve vétSin€ zverimexi.

az ti1 mésice v zavislosti na vlhkosti a teploté prostiedi. Po zakukleni se zhruba béhem

dvou tydnt z larvy lihne dospélec, ktery se doziva kolem tii mésict. Ackoliv Ize infikovat

PouZita 7virata

potemnik moucny (Tenebrio molitor), larvalni stadia, ZooExpo Hradec Kralové

potkan laboratorni (Rattus norvegicus, kmen Wistar), 2 samci, Meditox

Konarovice !

tasemnice krysi (Hymenolepis diminuta, kmen WMS), vlastni odchov

PouZité pristroje

centrifuga Biofuge stratos, Heraeus

homogenizator Potter-Elvehjem, B. Braun Biotech.
inkubator Hera cell, Heraeus

kamera COOL — 1300Q, VDS Vosskiihler GmbH
laminarni box aura 2000 M.A.C., Bioair instruments
mikroskop ECLIPSE TS100, Nikon

pH metr Level 2, inoLab

program NIS Elements, 3.0

stereolupa

vahy AY412, Sartorius

vahy CP225D, Sartorius

Chov mezihostiteli

Za mezihostitele byl zvolen potemnik moucny (7. molitor) z divodu

Jedna se o hmyz s proménou dokonalou. Po vylihnuti z vaji¢ek rostou larvy dva

! Pozn.: Pouziti laboratornich potkant bylo schvéleno odbornou komisi pro zajistovani dobrych Zivotnich
podminek pokusnych zvitat Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové a rezortni komisi MSMT. Povoleni
¢.j.. MSMT-7041/2014-9 Projekt s nazvem: Helmintorezistence — mechanismy vzniku a moznosti feseni
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1 larvu potemnika mou¢ného a ziskat z ni cysticerkoidy (Voge a Graiwer 1964), mnohem
vyhodnéjsi je uzivat dospélé brouky, kdy je bez velkého Gsili mozné ziskat dostatecny
pocet siln¢ infikovanych jedincl, a tedy stabilni zdroj cysticerkoidl. Infikace larev

potemnika mouc¢ného na rozdil od dospélce byva problematicka.

Larvy zakoupené ve zverimexu byly umistény do plastové bedny s perforovanym
vikem. Jako potrava slouzilo susené pecivo a granule pro potkany. Pfisun vody byl
zajistén ubrousky z buni¢iny vlhéenymi kazdé dva az tfi dny. Potemnici byly pravidelné
kontrolovani a zakukleni jedinci separovani, aby se zabranilo jejich okusu ze strany larev.
Dospéli jedinci byli odebirani do dal$i nadoby, kde byli s pfisunem vody a stravy

skladovéni az do doby infikace.

5.6. Infikace mezihostitele

Dospéli jedinci potemnika piiblizného stafi jeden tyden byli 24 hodin pted
planovanou infikaci separovani v plastovych perforovanych krabickach ve skupinach po
Sesti jedincich bez potravy a vody. Druhy den byl do kazdé¢ krabic¢ky vloZen trus potkanti
obsahujici vajicka tasemnic, ktery zacali brouci ihned konzumovat. Pfisun vody a potravy
byl obnoven po dalSich dvou dnech. Zdrojem trusu pro prvotni infikaci byl potkan
infikovany Pavlickovou (2015). Za ucelem zajiSténi stabilniho zdroje vaji¢ek tasemnice

byli pozdé&ji infikovani dalsi potkani.

5.7. Izolace cysticerkoidiu 7 mezihostitele

Rychlost vyvoje onkosféry ve zraly infekéni cysticerkoid je zavisla na teploté,
proto byli pro ziskani cysticerkoidll a naslednou excystaci uzivani brouci 3. — 4. tyden po
infikaci. V ptipadé kratSi doby nebyly cysticerkoidy dostate¢né vyvinuté (viz Ptiloha 2).
Po pfili§ dlouhé dobé (vice, nez 6 tydnl po infikaci) nastal problém s excystaci, kdy byla
larva sice aktivovana, ale nedokazala opustit ochranné obaly cysticerkoidu (viz Ptiloha

3).

Brouci byli usmrceni dekapitaci a jejich télo fixovano entomologickym
Spendlikem v oblasti hrudi k molitanové podlozce na petriho misce. Po odstranéni krovek

a ktidel ntizkami bylo télo podéIné nastfizeno na ventralni stran¢ a vyvrzeno do Cerstvé
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ptipraveného fyziologického roztoku v petriho misce. Dalsi kroky byly provadény pod

stereolupou pfi zvétSeni 2040 x.

Jemnymi krouzivymi pohyby byly cysticerkoidy oddéleny od zbytk( organi a
mikropipetou pieneseny do silnosténné sklenéné misticky (tzv. embryo dish uzivana
v mikroskopii k barveni preparatit) s Cistym fyziologickym roztokem. Do kazdé misky
byly pipetovany cysticerkoidy do celkového mnozstvi 40—60 z n€kolika broukti razného
data infikace pro zvySeni pravdépodobnosti uspésné excystace. Miska byla kvili
zabranéni vysychani zakryta sklickem a cysticerkoidy v ni uchovéany pii laboratorni

teploté az do doby excystace. Nejvyse 2 hodiny.

5.8. Infikace definitivniho hostitele

Pro infikaci mezihostiteld bylo nutné ziskat definitivniho hostitele slouziciho jako
staly zdroj trusu obsahujiciho vajicka tasemnice. Jako definitivni hostitel byl zvolen
potkan kmene Wistar. Nakaza by teoreticky mohla byt provedena pfirozenou cestou
podanim Zivych potemniki infikovanych tasemnici, ale nebyl by znam pocet obsazenych
cysticerkoidii. Hrozila by netispé€s$na infikace z divodu mélo vyvinutych cysticerkoidd,
jejich nizkého poctu ¢i naopak masivni infekce ohrozujici potkana. Proto bylo

postupovano nasledovné:

1. Jednu hodinu ptfed planovanou infikaci byly z mezihostiteli ziskany
cysticerkoidy. Presné deset cysticerkoidii bylo vlozeno do zkumavky
s priblizné 2 ml fyziologického roztoku.

2. V exikatoru byl uveden potkan do lehké celkové anestezie za pomoci
etherovych vypart.

3. Obsah zkumavky s cysticerkoidy byl natazen do injek¢ni stiikacky a
s pomoci zalude¢ni sondy aplikovan potkanovi do Zaludku. Bylo nutné
pod stereolupou kontrolovat, zda na vnitini strané stiikacky neulpély
nékteré cysticerkoidy a piipadné je znovu aplikovat potkanovi s malym
mnozstvim fyziologického roztoku.

4. Po tfech tydnech byl trus potkana testovan na pfitomnost vaji¢ek

tasemnice.
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Veskera manipulace s potkany byla provadéna v souladu se zdkonem na ochranu
zvitat proti tyrani 246/1992 Sb. Pouziti laboratornich potkanti bylo schvaleno odbornou
komisi pro zajistovani dobrych zivotnich podminek pokusnych zvifat Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové a rezortni komisi MSMT. Povoleni &.j.: MSMT-7041/2014-9

Projekt s nazvem: Helmintorezistence — mechanismy vzniku a moznosti feseni.

5.9. Excystace cysticerkoidu

Excystace byla provadénd metodou, jez pouzivala Pavlickova (2015) na zaklade
vysledki McVeigh et al. (2014). Do dvou plastovych zkumavek byly pfipraveny roztoky
dle Tab. 1.

Tab. 1 Rozpis roztoktl pro excystaci

Roztok Latka MnoZstvi

I NaCl 45 mg
NaHCOs3 60 mg
Tauroglykocholat sodny 40 mg

dd H>0 5ml
II L-cystein 40 mg
IM — HCI* 250 pl
dd H>0 4,75 ml

* Pro pripravu musela byt pouzita Cerstvé natedéna HCI, jinak excystace prakticky neprobihala.

Zkumavky s pfipravenymi roztoky a misky s cysticerkoidy byly vloZeny do
inkubétoru (37 °C, 5 % CO3). Po 15 minutach byly oba roztoky slity dohromady (za
Sumivé reakce). 1 ml vysledného roztoku byl napipetovan do misek s cysticerkoidy, které

byly poté navraceny do inkubatoru.

Po dalSich 15 minutich byly misky pravidelné¢ vyjimany zinkubatoru a
kontrolovany pod stereolupou. Excystované tasemnice byly pipetou neprodlené
preneseny do fyziologického roztoku. Pokud v excystacnim roztoku setrvavaly déle, byly
deformovény (viz Ptiloha 4A), pfi kultivaci nedochazelo k riistu a brzy hynuly. K
deformacim vSak dochazelo Casto jesté pred opusténim cysticerkoidu. Excystacni roztok

se zdal byt pro tasemnice agresivni, a proto byla metoda pozdéji modifikovana:
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Po 10 minutach inkubace v excysta¢nim roztoku, kdy jiz dochazelo k aktivaci
tasemnic, byly cysticerkoidy pipetou pieneseny do fyziologického roztoku a dale
inkubovany. Diky kratSimu kontaktu s excystacnim roztokem se deformace vyskytovaly

v mensi mife.

5.10. Piiprava kultivacnich médii

Jako zékladni médium bylo pouzito RPMI 1640. Jedna se o chemicky definované
médium komeréné vyrdbéné, vhodné pro kultivace bunéénych kultur. Obsahuje smés
anorganickych soli, aminokyselin, glukézy a vitamin. Ve variant¢ R 8758 je navic
ptitomen NaHCOs3 a L-glutamin. Zakladni médium o objemu 500 ml bylo dale obohaceno
10 ml 1M pufru Hepes, ktery je v dané koncentraci uzivan v n¢kterych dalSich variantach
média 1640. Kvuli pfedchdzeni bakteridlni a mykotické kontaminace, se kterou m¢la
Casto problémy Pavlickova (2015), bylo médium déle obohaceno o 300 pg penicilinu,
500 pg streptomycinu a roztokem amfotericinu B. Dle Turtona (1974) nemaji tyto latky

na rust H. diminuta negativni vliv.

Veskera ptiprava a manipulace s kultivaénimi médii byla provadéna asepticky
v laminarnim boxu. Pfipravena média byla uchovana pii teplot¢ 4°C. Rozpisy

jednotlivych médii jsou uvedeny v dalSich oddilech.

5.11. Médium s jaternim extraktem
Priprava jaterniho extraktu

Ptiprava jaterniho extraktu byla zalozena na postupu, ktery popsali Sinha a
Hopkins (1967). Zmrazena jatra (mysi, potkani, ov¢i) byla pfi teploté 4 °C rozmraZena
24 hodin pfed planovanou pfipravou. Z jater bylo odebrdno 5 g tkané, kterd byla
nastiihdna na drobné kousky. Tkan byla s 15 ml fyziologického roztoku vloZena do
kyvety homogenizatoru umisténé v ledu a zhomogenizovéana. Po homogenizaci byl obsah
prelit do kadinky, do které byl pfidan nasledny vyplach kyvety 5 ml fyziologického
roztoku. Vysledny pomér tkané (hmotnost) ku roztoku (objem) byl 1:4. Po tipravé pH na
hodnou 4,0 pomoci 1M HCI byl homogenat stocen v centrifuze piti 5420 g po dobu jedné
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hodiny pii 4 °C. Supernatant byl v laminarnim boxu pfefiltrovan pfes 0,22 um membranu

do kryozkumavek a uchovan pfi teploté -20 °C do doby pouziti.
Priprava média s jaternim extraktem

Béhem testh byly jednotlivé jaterni extrakty pridavany k zakladnimu médiu
obohacenému o sérum. Jako kontrolni médium slouzilo zakladni médium obohacené o

sérum. Slozeni médii uvadi Tab. 2.

Tab. 2 Rozpis médii pro testovani vlivu jaternich extraktli na riist excystovanych tasemnic

Médium Slozka MnozZstvi
Kontrola RPMI 10,5 ml
Sérum 4,5 ml
Mysi jatra RPMI 9 ml
Sérum 4,5 ml
Jaterni extrakt — mys 1,5 ml
Potkani jatra RPMI 9 ml
Sérum 4,5 ml
Jaterni extrakt — potkan 1,5 ml
Ovci jatra RPMI 9 ml
Sérum 4,5 ml
Jaterni extrakt — ovce 1,5ml

Slozky byly napipetovany do plastovych 15 ml zkumavek. Po smiseni a protfepani
byla média obsahujici jaterni extrakt (z diivodu obsahu zékalu, ktery znemoziioval
pozdé&jsi pozorovani pod mikroskopem) stocena v centrifuze pti 2000 g po dobu 15 minut
pii teploté¢ 4°C. Supernatant byl pifepipetovan do plastovych zkumavek a pfipravena

média uchovéna pii teploté 4 °C.

5.12. Médium s kvasnicovym extraktem

Zvolena vyslednd koncentrace byla pfevzata z média Sinhy a Hopkinse (1967).
Jako kontrolni médium slouzilo samotné RPMI (bez ptidavku séra). Testované médium

bylo pfipraveno navazenim 0,25 g kvasnicového extraktu a rozpusténim v 50 ml RPML
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Po dokonalém rozpusténi byl roztok piefiltrovan pies 0,22 um membranu do plastovych

zkumavek.

5.13. Médium s kvasnicovym a jaternim extraktem

Na zaklad¢ vysledkt predchozich test byl zkouméan spolecny vliv kvasnicového
extraktu a extraktu z ovc€ich jater (nejlepsi vliv na rist tasemnice). Slozeni médii uvadi

Tab. 3. Jako kontrolni médium bylo zvoleno RPMI s ptidavkem séra.

Tab. 3 Rozpis médii pro testovani vlivu kvasnicového a jaterniho extraktu na rlist excystovanych

tasemnic
Médium Slozka MnoZstvi
Kontrola RPMI 10,5 ml
Sérum 4,5 ml
Kvas. extrakt RPMI 10,5 ml
Sérum 4,5 ml
Kvasnicovy extrakt 75 mg
Kvas. + jater. extrakt RPMI 9 ml
Sérum 4,5 ml
Kvasnicovy extrakt 75 mg
Jaterni extrakt — ovce 1,5 ml

5.14. Médium s kvasnicovym extraktem, jaternim extraktem a
Zuci

ProtoZe nebyla Zlu¢ dosud uzita, byla krom& médii z predeslych experimentl

pfidana 1 ke kontrolnimu médiu pro ovéfeni jejiho vlivu samostatné. Rozpis médii uvadi
Tab. 4.
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Tab. 4 Rozpis médii pro testovani vlivu kvasnicového extraktu, jaterniho extraktu a zluci na rist

excystovanych tasemnic

Médium Slozka Mnozstvi
Kontrola RPMI 10,35 ml
Sérum 4,5 ml
Zlug 0,15 ml
Kvas. + jater. extrakt RPMI 9 ml
Sérum 4,5 ml
Kvasnicovy extrakt 75 mg
Jaterni extrakt — ovce 1,5 ml
Kvas. + jater. extrakt + zlu¢ RPMI 8,85 ml
Sérum 4,5 ml
Kvasnicovy extrakt 75 mg
Jaterni extrakt — ovce 1,5 ml
Zlug 0,15 ml

5.15. Dvoufazové médium s agarem

Pro napodobeni experimentti podle Schillera (1965) byl jako pevna faze zvolen 0,5%
roztok agaru v RPMI s 30 % séra. Do kazdé jamky v jamkové desti¢ce bylo napipetovano

0,5 ml agarového roztoku. Po ztuhnuti byl roztok piekryt 1 ml RPMI's 10 % séra.

5.16. Kultivace

Pro kultivaci byla uzivana 24 jamkova destic¢ka, do které byla v laminarnim boxu
napipetovana média (1 ml na jamku). Pro kazdou testovanou skupinu bylo pouzito 6
jamek. Po excystaci byly pipetou pod stereolupou do kazdé jamky vloZeny 1-3 tasemnice
v zavislosti na poctu ziskanych jedinct (pocet tasemnic byl vSak vzdy ve vSech jamkéch
v daném testu stejny). Kazda testovand skupina tak byla reprezentovana 6-18

tasemnicemi. Kultivace probihala v inkubatoru (37 °C, 5 % CO»).

Médium bylo pravidelné ménéno po 24 dnech s pomoci pipety. Bylo nutné
pracovat s velikou opatrnosti, aby nebyly nasany tasemnice. Nasazeni tasemnic, ani
vyména média nemohla byt kvili uZiti stereolupy provadéna asepticky v lamindrnim
boxu. Proto v nékterych piipadech dochéazelo ke kontaminaci bakterialni ¢i mykotickou

nakazou a testy musely byt pfedc¢asn¢ ukonceny nebo opakovany.
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5.17. Vyhodnocovani naristu

Ve svételném mikroskopu s pfipojenou kamerou byly tasemnice nasnimany a
zméteny s pomoci softwaru NIS-Elements. (viz Pfiloha 5). Prvni méfeni ihned po
nasazeni tasemnic do kultiva¢niho média bylo oznaovano jako den 0. Dal$i méfeni byla
provadeéna vzdy pied vyménou média. Dulezité bylo béhem snimani prubézné vkladat
desti¢ku opét do inkubdtoru. Tim se predeslo poklesu teploty média s tasemnicemi?. Po
ukonceni testovani byla délka ze dne 0 odectena od délek v nasledujicich dnech kultivace
a vyslednéd hodnota odpovidala nartstu tasemnic. Pii hodnoceni vysledkii byly navzajem

porovnavany primérné hodnoty sledovanych skupin.

2 Pti poklesu teploty pod 37 °C postupné klesa aktivita tasemnic a ty se smr§t'uji. Dochézi tak k falesné
negativnim vysledkim. Aby se tomuto piedeslo, byly tasemnice z inkubatoru vyndavany jen na kratkou
dobu a v pribé¢hu méfeni pravidelné zahiivany na 37°C.
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6. VYSLEDKY

Kazdy experiment (s vyjimkou testovani vlivu kvasnicového extraktu) byl
opakovan tiikrat. Z toho dvé opakovani trvala alespon tyden a jedno dlouhodobé¢ alesponi
dva tydny. Vysledky jsou pro vétsi prehlednost prezentovany jednotlivé. Pro kazdou
testovanou skupinu bylo uzivano Sest jamek, které byly podle po¢tu dostupnych tasemnic

obsazeny kazda 1-3 tasemnicemi.

6.1. Médium s jaternimi extrakty

Pti prvnim opakovani byly nasazeny dv¢ tasemnice na jednu jamku. Narust

tasemnic zobrazuje Obr. 5

800- © kontrola
B mysijatra
600- ® potkani jatra
O ovéijatra

Narust (um)
N £
Q [ =]
e ¢
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Obr. 5 Grafické znazornéni narustu vlivem jaternich extraktd

Nejvetsi narast byl pozorovan v kontrolnim médiu. Ackoliv v médiu s extraktem
z ov¢ich jater dosahovaly tasemnice prvni dny délky krat$i nez po excystaci, sedmy den
dosahovaly nejvyssiho nartistu mezi jaternimi extrakty (viz Tab. 5). V médiu s extraktem

z mysich jater tasemnice k sedmému dni uhynuly.
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Tab. 5 Nartst tasemnic vlivem jaternich extrakti (um)

Den 2 5 7
kontrola 5,16 330,04 448,91
+s.d. * * *
mysi jatra 9,09 17,89 uhyn
+s.d. +57.,5 +31,4

potkani jatra 72,26 6,21 191,94
+s.d. +80 +59 *
ovéi jatra -20,65 92,81 373,07
+s.d. +32 +183 +232

*V této skupin€ byla jedina tasemnice. s.d. tak neni k dispozici

Pti druhém opakovéani experimentu byla nasazena jedna tasemnice do kazdé
jamky. Tasemnice opét hynuly v médiu s extraktem z mySich jater a v tomto pfipad¢ i
v médiu s extraktem z potkanich jater. V médiu s extraktem z ov¢ich jater vykazovaly
tasemnice v prvnich dnech niz§i nardst v porovnani s kontrolnim médiem (viz Obr. 6),
pii dlouhodobé kultivaci ale dosahly nejvyssiho naristu (viz Tab. 6). VSechny piezivsi
tasemnice vykazovaly 18. den snizenou pohybovou aktivitu (pfi pozorovani pod

mikroskopem) a ¢etné patologické utvary (viz Ptiloha 6).
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Obr. 6 Grafické znazornéni naristu vlivem jaternich extrakti
Tab. 6 Nartst tasemnic vlivem jaternich extraktli (um)

Den 4 7 10 14 18
kontrola 214,01 195,64 240,47 292,13 261,68
+ s.d. +493  +63,3  £66,8  *16,1 +15,1
mySi jatra uhyn
potkani jatra -34 uhyn
+s.d. +38
ov¢i jatra 119,96 272,14 546,39 676,56 712,34
+s.d. +26 +110 +133 +75 =77
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Pii tfetim opakovani testu byly nasazeny tii tasemnice na jamku. Grafické

znazornéni rustu a dosazené hodnoty nartistu zobrazuje Obr. 7 a Tab. 7.
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Obr. 7 Grafické znadzornéni naristu vlivem jaternich extraktl

Tab. 7 Nartst tasemnic vlivem jaternich extraktti (um)

Den 4 7 9
kontrola 120,16 324,33 475,25
+s.d. +64 +92 +66
mysi jatra 47,26 276,27 356,03
+s.d. +60 +84 +158
potkani jatra uhyn

+s.d.

ov¢i jatra 114,97 484,06 635,32
+s.d. +57 +183 +240
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6.2. Médium s kvasnicovym extraktem

Pfi prvnim opakovani testu byla nasazena jedna tasemnice na jamku.
V kontrolnim médiu se tasemnice smrStovaly (viz Ptfiloha 7A), az 7. den uhynuly.
V 0,5% kvasnicovém extraktu se tasemnice smrStovaly pomaleji a 7. den stale
vykazovaly pohyb. Grafické zndzornéni riistu a dosazené hodnoty nartistu zobrazuje Obr.

8 a Tab. 8.
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Obr. 8 Grafické znazornéni narastu vlivem kvasnicového extraktu

Tab. 8 Narust tasemnic vlivem kvasnicového extraktu (nm)

Den 3 5 7
kontrola -21,83 -32,1 uhyn
+s.d. +40,7 +27.5

0,5 % kvas. extrakt -18,67 -16,06 -36,5
+s.d. +28,6 +29.1 +34,6

Pti druhém opakovéni experimentu byla nasazena opét jedna tasemnice na jamku.
Navzdory mirnému nartistu v prvnich dnech kultivace dosahovaly tasemnice 9. den

velikosti mens$i nez pii excystaci. Médium s kvasnicovym extraktem bylo stejné jako
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v ivodnim testu u¢innéjsi, ale v daném slozeni pro kultivaci neefektivni (viz Tab. 9 a

Obr. 9). Z toho diivodu bylo ustoupeno od tfetiho opakovani testu.
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Obr. 9 Grafické znazornéni narustu vlivem kvasnicového extraktu

Tab. 9 Nartst tasemnic vlivem kvasnicového extraktu (um)

Den 2 5 7 9
kontrola 18,94 16,36 -50,52 -50,61
+s.d. +45,3 +23.3 +19,6 +19,7

0,5 % kvas. extrakt 15,51 21,05 5.25 -0,63
+s.d. +32 +31,5 +314 £274
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6.3. Médium s kvasnicovym a jaternim extraktem

Vzhledem k nizké efektivité u predchoziho testu bylo zde médium s kvasnicovym

extraktem obohaceno o 30 % séra. Pfi prvnim opakovani testu byla nasazena jedna

tasemnice na jamku.
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Obr. 10 Grafické znazornéni nartstu vlivem kvasnicového a jaterniho extraktu

Z Obr. 10 je zfejmé, Ze nejefektivnéj$i narGst byl v médiu s jaternim a

kvasnicovym extraktem. Od 14. dne kultivace zde dosahovaly tasemnice dvojndsobného

nartistu oproti kontrolnimu médiu a médiu bez jaterniho extraktu. Kultivace byla

ukoncena k 16. dni z divodu vyskytu patologickych nalezli na jedincich kultivovanych

v kontrolnim médium a médiu s kvasnicovym extraktem. Hodnoty nartistii zobrazuje

Tab. 10.
Tab. 10 Nartst tasemnic vlivem kvasnicového a jaterniho extraktu (pm)

Den 2 5 7 9 12 14 16
kontrola 35,58 2584 374,95 422,11 492,1 484 414,09
+s.d. +53,3  £82,3  £58,3 £199,5 82,5 £832 £754
kvas. extrakt 40,01 356,87 548,95 516,89 522,69 541,77 433,09
+s.d. +61,5 +144 +162,8 +135 +48 +117,1 £59,9
kvas. + jater. extrakt 11,87 374,45  585,8 753,04 898,28 1062,16 1327
ted 127,9 4488 4857 4270,6 42459 £355.8 +492.3
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Ob¢ nasledujici opakovani experimentu potvrdila nejvyssi narGst v médiu
s kvasnicovym a jaternim extraktem. V obou ptipadech byla média ménéna stejny den a
kultivace provadéna s jednou tasemnici na jamku, proto jsou vysledky uvedeny ve

spole¢né Tab. 11 a Obr. 11.
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Obr. 11 Grafické znazornéni nartstu vlivem kvasnicového a jaterniho extraktu, A — druhé opakovani, B —
tieti opakovani
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Tab. 11 Narist tasemnic vlivem kvasnicového a jaterniho extraktu (um). A — druhé opakovani, B — treti

opakovani
Den 3 5 7
kontrola 46,93 192,3 312,27
+s.d. +50,8 +97,7 +72,3
kvas. extrakt 64,05 21644 3572
A +£s.d. +51,5 +73,0  £78,3

kvas. + jater. extrakt 54,19 293,76 497,48

+s.d. +59,3  +£107,2 +£124,5
kontrola 44,2 184,15 300,57
+s.d. +53,9  +86,2  £88,2
kvas. extrakt 69,67 23221 453,28
B +s.d. +51,5 +924  +93,7

kvas. + jater. extrakt 45,71 69 514,27
+s.d. +499 +£1184 =£130,2
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6.4. Médium s kvasnicovym extraktem, jaternim extraktem a
Zluci

Pfi prvnim opakovani byly nasazeny tfi tasemnice na jamku. Grafické znazornéni
nariistu zobrazuje Obr. 12. Nejvyssi narGst byl pozorovan u média obsahujiciho

kvasnicovy extrakt, jaterni extrakt a zlu¢ (viz Tab. 12).

Tab. 12 Nartst tasemnic vlivem kvasnicového extraktu, jaterniho extraktu a zlu¢i (um)

Den 2 5 7 9 12 14 16
kontrola 11,81 229,12 341,96 479,54 397,32 446,54 456,41
+s.d. +449  £76,1 +61,4  +£86,7 +78 +126,7 58,2
kvas. extrakt 2,39 155,82 314,25 519,6 607,87 735,82 9139
+s.d. +49 +75,4  +£69,7 £179,7 £198,1 £203 £3644

kvas. + jater. extrakt + Zlu¢ -0,43 200,46 408,13 541 757,2 872,81 980,73
+s.d. +48,5  £82,8  £92,8 +148,3 +£151,5 =£168,5 357
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Obr. 12 Grafické znazornéni nartstu vlivem kvasnicového extraktu, jaterniho extraktu a zluci
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Pti dalSich opakovanich experimentu byla nasazena jedna tasemnice na jamku a
média byla ménéna po stejnych ¢asovych usecich. Proto jsou dosazené hodnoty nartstu

zobrazeny ve spolecné Tab. 13.

Tab. 13 Nartst tasemnic vlivem kvasnicového extraktu, jaterniho extraktu a zluci (um). A — druhé
opakovani, B — tieti opakovani

Den 2 5 7
kontrola 38,46 210,27 355,01
+s.d. +27.6  +£38,8 £109,5
kvas. extrakt 16,36 2264 456,8
A +sd. +18 +71,1  +£108,6

kvas. + jater. extrakt + Zlu¢ 10,01 204,87 452,26

+s.d. +214  £72,9 +£137,5
kontrola 32,92 211,04 334,22
+s.d. +53,2  £56,3 +86,6
kvas. extrakt -4.38 192,62 404,6
B +sd. +67 +86,5 +101,8

kvas. + jater. extrakt + zZlu¢  -13,86 201,57 437,74
+s.d. +79,4  £87,2  £93)7

Pfi druhém opakovani experimentu dosahovaly tasemnice v médiu obsahujicim
zlu¢ 7. den shodného nartstu s médiem bez zluci. Pii tietim opakovani byl nejvyssi narast
pozorovan stejné jako pti prvnim opakovani u média obsahujiciho kvasnicovy extrakt,

jaterni extrakt a zlu¢. Grafické znazornéni nartstu bylo prakticky shodné (viz Obr. 13).
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Obr. 13 Grafické znazornéni nartstu vlivem jaterniho extraktu, kvasnicového extraktu a zluci. A — druhé
opakovani, B — tfeti opakovani
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7. DISKUSE

Hlavni naplni této diplomové prace bylo nalezeni optimélnich podminek pro
kultivaci H. diminuta. Usp&$na metoda in vitro kultivace by umoziiovala ziskat dospé&lé
tasemnice bez nutnosti uzivani potkanii jako finalnich hostiteld a snizila tak jejich

spotiebu.

Dlouhodobou komplikaci doprovazejici experimenty bylo ziskani dostatecného
poctu zivotaschopnych larev pfi excystaci. Prodlouzené vystaveni jiz excystovanych
larev travicim enzymim sniZzuje jejich zivotaschopnost (Rothman 1959). Béhem
excystace vSak byly larvy ve velké mife poSkozeny jeste¢ pred opuSténim ochrannych
oballl cysticerkoidu (porovnani zdravé a poSkozené larvy viz Ptiloha 4). Pro jediny
experiment bylo nutno excystovat ¢asto vice nez 150 cysticerkoidi. K vyraznému
zlepseni doslo po modifikaci metody, kdy byly cysticerkoidy umistény v excystaénim
médiu kratsi ¢as. Problém byl zcela vyfeSen uzivanim nové Sarze L-cysteinu po zjisténi,
Ze ma byt uchovavén pod inertnim plynem a chranén pied svétlem. Pivodni L-cystein

byl nespravné uchovavan a pravdépodobné zoxidovan.

Vzhledem k problematické excystaci se liSil pocet tasemnic v jedné jamce
u jednotlivych opakovanich experimentl, a proto lze ocekavat, Ze se v ruzné mife
projevoval i crowding efekt. Dle Robertse (1961) miize byt crowding efekt detekovatelny
nejdiive 8. — 10. den po infekci. Hodnoty nértstu do 8. dne kultivace 1ze tedy porovnavat
bez ohledu na proménny pocet tasemnic v jedné jamce. V nasledujicich dnech kultivace
se jiz crowding efekt pravdépodobné uplatiiuje. Proto lze porovnévat pouze hodnoty
z daného opakovani nebo z experimentli se stejnym poctem tasemnic v jedné jamce, kde

se crowding efekt projevoval stejnou mérou.

Mezi jaternimi extrakty vykazovaly tasemnice nejvyssi nartist u extraktu z ovéich
jater, coz bylo ptekvapivé vzhledem k tomu, Ze ovce nepatii na rozdil od mysi a potkana
mezi hlodavce, typické definitivni hostitele H. diminuta. V médiu s extraktem z mySich
(1967) pti kultivaci H. nana hodnotili extrakt z potkanich a ov¢€ich jater jako stejné

ucinny.

Pfi testovani vlivu kvasnicového extraktu nebylo v médiich obsazené sérum.

Tasemnice od nasazeni v médiu nevykazovaly zadny nartist a pouze se smrstovaly.

42



NérGst zaznamenany v prvnich dnech pfi druhém opakovani experimentu byl

vvvvvv

experimentech bylo dosazeno vétsiho naristu.

Béhem vsech dlouhodobych testd po urcité dobé ustaval riist a na tasemnicich se
objevovaly &etné patologické Gtvary (viz Piiloha 6). Zadny z citovanych autordi tyto
utvary nepopisuje. Jejich histologie a diikladnéjsi prozkoumani by mohlo napovédét,

kvili ¢emu tasemnice pii svém rastu stradaji.

Dalsimi latkami, které maji vliv na vyvoj tasemnic, jsou pohlavni hormony. Addis
(1946) zkoumal vliv gravidity, kastrace a aplikace hormonii potkanim na narast
tasemnic. Berntzen (1961) pozoroval pfi in vitro kultivaci H. diminuta diferenciaci
proglotid, pokud médium obsahovalo methyl-testosteron. V nédvaznosti na tyto informace
byla provedena kultivace s obsahem testosteronu a estradiolu odpovidajiciho
fyziologickym hodnotdm v krvi potkana (na rozdil od Berntzena, ktery pouZzival
nckolikandsobné¢ vy$§i hodnoty). Nebyly pozorovany vyznamné odchylky od
kultiva¢niho média bez hormont, proto nebylo testovani hormonti dale rozvijeno. Bylo
by jisté piinosné v budoucnu otestovat vliv dal§ich hormont pfi vysSich koncentracich na

kultivaci tasemnic.

Ackoliv média obsahovala vSechny latky nutné pro rast a diferenciaci, ve vétsi
mife k nému nedochézelo. In vivo se tasemnice po excystaci za pomoci ptisavek ptichyti
ke stfevni stén€ hostitele. Pti in vitro kultivaci se tasemnice nema kde uchytit a na
prisavkach lze i po dnech stidle pozorovat periodické kontrakce. Béhem testovani
dvoufazového média inspirovano Schillerovo kultivaci (1965) se Z4dnd z tasemnic
nepfichytila agarové faze. Berntzen (1961) pii kultivaci poukézal na nutnost proudéni
média, aby tasemnice rostly a diferencovaly se. Bylo by vhodné experiment zopakovat
s uzitim orbitalni tfepacky, ktera by zplisobila pohyb kultiva¢niho média a napodobila tak

strevni peristaltiku.
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8. ZAVER

Potemnik moucny (7. molitor) se prokazal jako vhodny mezihostitel pro ziskdvani
cysticerkoidti. Jeho vlastni chov z larev do stadia dospé€lého brouka je nenarocny a lze
jednoduse infikovat potkanim trusem obsahujicim vajicka tasemnice. Pokud je
dodrzovana doba nutnd pro vyvoj cysticerkoidu (v nasich experimentech 3 tydny),

zajistuje stabilni zdroj cysticerkoidl v dostatecném mnozstvi.

Pti excystaci cysticerkoidl provadéné na zaklad¢ vysledki McVeigh et al. (2014)
bylo prokazano, ze kromé doby setrvani v excystaénim roztoku ma zéasadni vliv jakost
uzivané¢ho L-cysteinu. Dokud byla uzivéna starq Sarze pravdépodobné zoxidovaného
L-cysteinu, nedafilo se ziskat ani pfes snizeni doby vlivu excysta¢niho roztoku,

dostate¢ny pocet zivotaschopnych larev tasemnice.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo najit podminky pro maximdalni dobu
kultivace H. diminuta. Po prozkoumani vlivu vybranych latek v minulosti uzivanych pro
kultivaci tasemnic rodu Hymenolepis tasemnice nejlépe prospivaly v médiu
RPMI 1640-R 8758 obohaceném o sérum, kvasnicovy extrakt a extrakt z ov€ich jater.
K 16. dni zde dosahovaly primérného nartstu 1327 pm pfi celkové délce 1561 um. Jejich
dalsi vyvoj byl limitovan vyskytem patologickych utvarG a zastavenim ristu. Byly

navrzeny podnéty pro dalsi vyzkum.
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10. PRILOHY

Seznam priloh

Ptiloha 1
Ptiloha 2
Ptiloha 3
Ptiloha 4
Ptiloha 5
Ptiloha 6
Ptiloha 7
Ptiloha 8

Piiloha 9

PIn¢ vyvinuty (infek¢ni) cysticerkoid

Nedostatecné vyvinuty (neinfekéni) cysticerkoid

Larva H. diminuta uvéznénd v obalech cysticerkoidu
Larvy H. diminuta po excystaci

Me¢éfeni tasemnic v programu NIS Elements

Patologické utvary na tasemnicich dlouho kultivovanych
H. diminuta smr$téné v kontrolnim médiu

H. diminuta 14. den kultivace v médiu s jaternim a kvasnicovym
extraktem

Dospéla H. diminuta ziskana z potkana



Ptiloha 1 PIn€ vyvinuty (infekéni) cysticerkoid

Ptiloha 2 Nedostatecné vyvinuty (neinfekéni) cysticerkoid



Ptiloha 3 Larva H. diminuta uvéznéna v obalech cysticerkoidu

Ptiloha 4 Larvy H. diminuta po excystaci. A — deformovana, B — zdrava



W NIS-Elements AR - [2.7.jpp*]
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Ptiloha 5 Méfeni tasemnic v programu NIS Elements

Priloha 6 Patologické utvary na tasemnicich. A — lyza kaudalni ¢asti, B — kulovité utvary



W 2

B

Rie ok

Priloha 8 H. diminuta 14. den kultivace v médiu s jaternim a kvasnicovym extraktem. Délka: 1113 pm



Ptiloha 9 Dospéla H. diminuta ziskana z potkana. Foto: PharmDr. Ivan Vokial, Ph.D.



