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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Klara Bednarova

Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skélova, Ph.D.

Nazev: VyuZiti novych ex vivo testl pro nalezeni kapradin s anthelmintickym G¢inkem

Haemonchus contortus patfi mezi celosvétové rozsitené hlistice parazitujici
v gastrointestinalnim traktu malych prezvykavcl. Hlistice zplsobujionemocnénizvané
hemonchdza. Typickym pfiznakem onemocnéni je anémie vznikajici v dUsledku sani
krve hlisticemi.S onemocnénim se také snizuje produktivitaa mize dochazet k dmrti
hostitele. Pro |éébu hemonchdzy se vyuzivd pouze nékolik Iéciv, pocet nové
zavedenych |éc¢iv je nizky. V dneSni dobé je stdle vétSim problémem vznikajici
rezistence na anthelmintika pravé diky vysoké adaptibilité H. contortus a také
nespravnému uzivanisyntetickych léciv. Synteticka |é¢iva znecistuji Zivotni prostredi, i

proto je snaha nalézt rostlinné produkty s anthelmintickym ucéinkem.

U nékterych asijskych a africkych kapradin byl prokdzan anthelminticky ucinek,
proto jsme se rozhodli provézt testy na prikaz anthelmintické aktivity u evropskych
druhl kapradin. U vybranych druh( se testoval anthelminticky ucinek proti hlisticim,
konkrétné H. contortus s vyuzitim testu lihnuti vaji¢ek a bioluminiscencnianalyzy ATP u
dospélch. Kapradiny, které snizovaly mnoZstvi ATP u dospélch H. contortus jsou

Athyrium distentifolium, Dryopteris borreri, Dryopteris cambrensis a Dryopteris aemula.

Extrakty z téchto kapradin budou podrobeny dalSimu vyzkumu.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Klara Bednarova

Supervisor: prof. RNDr. Lenka Skdlova, Ph.D.

Title of diploma thesis: The use of new ex vivo tests to find ferns with anthelmintic

effect

Haemonchus contortus is one of the worldwide spread nematode parasitizingin
the gastrointestinal tract of small ruminants. The nematodes cause a disease called
haemonchosis. A typical symptom of the disease is anemia resultingfrom the sucking
of blood by nematodes. The disease also reduces productivity and may result in the
death of the host. Only a few drugs are used for the treatment of haemonchosis, the
number of newly introduced drugs is low. Nowadays, the emerging resistance to
anthelmintics is a growing problem due to the high H. contortus adaptivity as well as
the incorrect use of synthetic drugs. In addition, the synthetic drugs pollute the
environment, which is why there is an effort to find herbal products with an

anthelmintic effect.

Anthelminticactivity has been demonstrated in some Asian and African ferns, so
we decided to test the European fern species and evaluate theiranthelmintic activity.
Anthelminticactivity against nematodes, specifically H. contortus, was tested using egg
hatch test and ATP bioluminescence assayin adults. Fernsthat reduced the amount of
ATP in adult H. contortus are Athyrium distentifolium, Dryopteris borreri, Dryopteris

cambrensis and Dryopteris aemula.

These fern extracts will be used in further experiments.
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1. UvVOD

Haemonchus contortus patfi mezi celosvétové rozsitrené hlistice zpUsobujici
onemocnéni malych prezvykavclii — prevainé koz a ovci. Typickym pfiznakem
onemocnéni, zvané hemonchdza, je anémie zplisobend sanim velkého mnozstvi krve
hostitele. Dochazi ke snizeni pfirlstku dobytka, produkce mléka a viny. Onemocnéni

muzZe vést aZ ke smrti dobytka.

Lécba hemonchdzy je zaloZzena na poutZiti anthelmintik. Vlivem zvysujici se
rezistence H. contortus na anthelmintika je Ié¢ba omezena pouze na nékteré druhy
|éCiv. Rezistence je zpUsobena vysokou adaptibilitou hlistic a také vysokym uzivanim
syntetickych [éCiv. Synteticka |éciva znedistuji Zivotni prostfedi, proto je snaha najit

alternativnimoznostilécby.

Po staleti jsou rostliny vyuZivany v lidovém |écCitelstvi pfi |é¢bé rdznych
onemocnéni. Rostliny a pfirodnilatky jsou v sou¢asné dobé zkoumany jako potencidlni
anthelmintika, které maji moznost nahradit pouZivana léciva. Obsahové latky rostlin

s anthelmintickymi ucinky jsou terpeny, flavonoidy a taniny.

Jedna ze zkoumanych skupin s potencidlnimi anthelmintickymi ucinky jsou
kapradiny. U nékterych z asijskych a africkych druh( jsou tyto ucinky jiz prokdzané.
Cilem této diplomové prace bylo prokazat, zda extrakty vybranych druht evropskych

kapradin maji anthelminticky ucinek.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Haemonchus contortus

Rod Haemonchus spp. byl popsdn vroce 1803 Karlem Rudolphim.
Z taxonomického hlediska patfi tento rod do celedi Trichostrongylidae. Spolu
s Teladorsagia spp. patfi mezi nejvice patogenni hlistice malych prezvykavcl

(Arsenopoulosetal, 2021).

2.1.1 Vyskyt a vyznam

Haemonchus contortus je jednim z nevyznamnéjSich parazitl prezvykavcl
s celosvétovou distribuci, ktery chovnému priimyslu skotu, ovcia koz zpUsobuje velké
ekonomické ztraty (Wang et al, 2017). Jedna se o krev sajiciho parazita, coz nasledné
vede ke vzniku anémie a mlzZe vést az ke smrti hostitele. H.contortus patfi mezi hlistice

a zplsobuje onemocnénizvané hemonchdéza (Emery et al, 2016).

H. contortus se vyskytuje predevsim v tropickych, subtropickych a mirnych
oblastech. VIhké a teplé podminky jsou dlleZité pro prospivani volné Zijicich stadii
(Besier et al, 2016a). Sucho a zima nejsou pro vyvoj larev pfiznivé. U larev tretiho
stadia v nedostate¢ném vlhku nastdva hypobidza. Jedna se o vlastnost larvy, kdy
dochazi k pozastaveni jejiho vyvoje do doby, neZz budou vhodné podminky (Besier et al,

2016b).

Geneticky polymorfismus a vysoky bioticky potencidl umoziuji rozsireni H.
contortus i do oblasti, kde se pfirozené nevyskytuje. Je to zplisobeno zménouklimatu a
mohlo by to vést az k celosvétovému ndrlstu vyskytu hlistice, coz by zvysilo ndklady na
ZivociSnou vyrobu a problémy spojené s rezistenci hlisticna anthelmintika (Besier et al,

2016b).

2.1.2 Morfologie

Samice ¢ervl jsou dlouhé 18-30 mm. Pro samice je typické pruhovani, které je
zplsobené ovinutim bilych vaje¢nikll a délohy okolo cervené zabarveného streva.

Samci jsou mensi, maji okolo 10-20 mm a jsou stejnomérné ¢ervenohnédi. V kaudalni



Casti téla samcli se nachazi kopulacni burza s velkymi laterdinimi laloky a spikulami,

které maji hacky pro zachyceni samice pfikopulaci. (Gareh et al, 2021; Dédkova, 2015).

Cervi maji ve své Ustni dutiné zub nebo lancet, ktery pomaha perforovat

Zaludecnisliznicia umozinuje sat krev hostitele (Gareh et al, 2021).

2.1.3 Zivotni cyklus

H. contortus ma ptimy a slozity zZivotni cyklus od vajicka az do dospélosti (viz
Obrazek 1). Vyvoj probiha za proménlivych podminek prostfedi a hostitele (Ma et al,

2019; Arsenopoulos et al, 2021).

Cyklus zacind nakladenim vajicek dospélymi samicemi, které se nachazi v téle
hostitele. Samice kladou pfiblizné 5000-15000 vajec za den. Vajicka jsou vétSinou
ovalnd o velikosti 70x46 um. Pro vyvoj larev je dulezity kyslik, proto jsou vajicka
vylucovany spolecné s trusem do venkovniho prostfedi. Do nékolika hodin se embryo
zvétsi, stoci se do skofdpky a vznika larva prvniho stadia (L1). Vyvoj pokracuje pres L2
az k L3. Treti stddium larev L3 je infekéni. Larvy tretiho stadia ulpi na travé, kterou
pozie hostitel. L3 se dostavaji do abomasu (¢tvrty Zaludek prezvykavci; slez), zbavi se
kutikuly a zavrtaji se do vnitfni vrstvy abomasu. Poté se méni nalarvy ¢tvrtého stadia
L4. A ty se nasledné vyvinou do dospélct. Po kopulaci dospélcli zac¢ind samice snaset
vajicka. Je to pfiblizné 18 dni po oralniinfekci hostitele (Nikolaou et al, 2006; Schwarz

et al, 2013; Ehsan et al, 2020).

Larvy L3 nebo L4 se nemusi vyvinout do dalSiho stadia, ale mohou zlstat
v Zaludecnich Zldzach abomasu. Tento jev se nazyva vyvojova zdstava (= diapauza).
Dochazi k zastaveni vyvoje parazita, nezplisobuje onemocnéni a je metabolicky
neaktivni. Pokud jsou podminky pro vyvoj nepfiznivé, podil hypobiotickych cerva je

vétsSinou vétsi.
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Obrdzek 1 Zivotni cyklus H. contortus. Po nakladeni vajec oplozenou samici dochdzi

k vylouceni vajec spolu se stolici z téla hostitele. Vejce se vyvinou do larev prvniho

stdadia L1, které se Zivi bakteriemiv trusu. Poté se L1 larvy vyvinou v trusu na larvy

druhého stadia L2. L2 stddia se vyvinou do infekcnich stadii larev L3, které migruji do

vody nebo ulpi na stéble travy. Hostitel pozie larvy L3 béhem pastvy, které se dostavaji

do abomasu, kde se vyvinou do larev Ctvrtého stddia L4. Larvy L4 se zacinaji krmit

hostitelskou krvi. L4 larvy se méni nejprve na ¢asné dospélé stddium a ndsledné na
pozdni dospélé samce a samice. Poté dochdzi ke kopulaci a uvolnéni vaji¢ek (pfevzato

z Ehsan et al, 2020).

2.1.4 Onemocnéni vyvolané H. contortus

Hemonchdza je vysoce patogennia ekonomicky vyznamné onemocnénihlavné u

ovci a koz (Qamar et al, 2009).

Infekce H. contortus vede k anémii, ktera je primarné zplisobenasanim dospélcl
krve hostitele. V dUsledku této anémie mlze dojit k Ghynu nakazenych zvirat. Byl

popsan i alternativni mechanismus postiZeni zvifat (Arsenopoulos et al, 2021).



Mechanismus predstavil Fetterer a Rhoads, ktefi popsali, Ze helminti produkuji
hemolyticky faktor, ktery zpisobuje morfologické zmény erytrocytt (Fettere, Rhoads,

1998).

Krev zacinaji sat larvy Ctvrtého stadia L4 a dospélci vabomasu, coZ vede ke
klinickému vyskytu anémie pfiblizné 10.az 12. den po infekci. Kazdy dospély parazit je
schopen denné vysat asi 30 az 50 pl krve. Pokud ovce bude infikovana 1000 dospélymi
parazity, bude ztracet denné az 50 ml krve. Klinické projevy hemonchdzy zavisi na
stupni infekce, reakci imunitniho systému a také aktivaci hematopoézy hostitele

(Arsenopoulosetal, 2021).

Podle stupné infekce a reakce imunitniho systému hostitele proti parazitim se

rozdéluje hemonchdza do tfiforem: hyperakutni, akutnia dlouhodoba.

Hyperakutniforma hemonchdzy je vzacna, ale je charakterizovana velmivysokou
zatézi hostitele. Hostitel je infikovan vice jak 30000 dospélymi parazity. Vznika velmi
tézkd anémie a hemoragickd abomasitida. Postizena zviratamohou umirat nahle bez
pocatecnich pfiznak(l, nebo preziji, ale trpi zdvaznou anémii. Hlavni pfiznakem infekce
je bledost sliznic, zejména spojivek. Infikovana zvirata sldbnou v dlsledky velkych
krevnich ztrat a postupem c¢asu nejsou schopna se hybat (viz Obrazek 2). Pokud se
nepodaji zvifeti antiparazitika, objevujise pfiznaky hypoproteinemie a generalizovany

podkozniedém (Arsenopoulosetal, 2021).

Akutni forma hemochdzy je spojend také s anémii infikovanych zvirat. V téle
hostitele se mize nachdzet 2000-20000 dospélcl. U zvifat dochazi k dhynu obvykle 4-6
tydnl po prvotni infekci (Arsenopoulos et al, 2021; Besier et al, 2016a). Dargie a
Allonby rozdélili akutni formu hemonchdzy do tti stadii anémie (I., Il. a lll.) (Dargie,
Allonby, 1975). I. stadium nastava Sest tydn( po pocatecni infekci. Je pozorovana
procesu hostitele (Il. stadium). Ve lll. stadiu dochazi k tézké a trvalé anémiiv dlsledku
snizeni zdsob Zeleza. Nedostatek Zeleza vede k potlaceni procesu krvetvorby, ¢imz se

prohlubuje anémie (Arsenopoulos et al, 2021).

Dlouhodoba hemonchdza je spojovana s mensim poctem parazitl (okolo 100—

1000 larev) v téle hostitele po dlouhoudobu. Casto nemusibyt ani klinicky rozpoznana.
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Nastup pfiznakl byva spojen s ndhlym zvySenim parazitd v téle nebo snizenou imunitni
odpovédivduisledku Spatnéhostavu téla hostitele. Tato forma se vyskytuje v oblastech
s méné pfiznivymi podminkamipro vyvojlarvalnich stadii. Vtéchto oblastech obvykle
hemonchdza probihdis dalsi parazitarniinfekci hostitele. Dlouhotrvajici hemonchdza
je €asto spojovdna s vysledkem neuspésné |éc¢by anthelmintiky, které pouze brani
rozvoji akutni formy infekce vlivem rezistence H. contortus. Klinické pfiznaky jsou
podobné priznaklm podvyZivy, kdy dochazi ke sniZeni produkce masa i mléka. U

nékterych zvirat se vyskytuje anémie (Arsenopoulos et al, 2021).

V rané fazi infekce neni hemonchdza ptfimo spojena se snizenou produktivitou. U
dlouhodobé infekce uz dochazi ke snizeni produkce mléka, snizeni primérného
pfirdstku zvifat a snizeni produkce viny. To vSe vede k znaénym ekonomickym ztratam

pro zemédélce (Arsenopoulos et al, 2021).

Obrdzek 1 Klinické priznaky hemonchdzy: 1.- oslabené zvire, 2.- viditelny generalizovany
podkozni edém Celisti, 3.,4.— bledd spojivka, 5.— oslabené a mrtvé zvife (prevzato

z Gareh etal, 2021).
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2.1.5 Diagnostika onemocnéni

Diagndza hemonchdzy je zaloZena na klinickych pfiznacich, posmrtnych nalezech,
vysledcich laboratornich test(l a vysledcich molekuldrnich metod (Arsenopoulos et al,

2021).

Viditelné priznaky anémie se pouzivaji jako rychly a jednoduchy diagnosticky
indikator onemocnéni. Systém FAMACHA byl vyvinut v Jihoafrické republice a posuzuje
barvu spojivkovych membran u zvifat (viz Obrazek 3). Systém poskytuje hodnoceni
relativni anémie z jakékoliv pfi¢iny. Zavainost anémie koreluje se stupném
konjunktivalni bledosti. PouZiva se pét barev od ¢ervenorizové (zdravy jedinec) aZ po
bilou, ktera znaci termindlni anémii. Vyhodou testu je, Zze dochazi k identifikaci
postizenych zvirat, které vyzaduji individudlni 1écbu. Tim se sniZuje selekéni tlak na
anthelmintickou rezistenci zpUsobenou |écbou vsech zvifat ve stadu. Pro vcasné
zjisténialécbu subklinické hemonchdzy u zvifat je dulezZité testyopakovat kazdych 7-
10 dni, coz mlzZe byt narocné, pokud se musi otestovat velka stada (Besier et al, 2016a;

Arsenopoulosetal, 2021).

Obrdzek 3 Provedeni FAMACHA testu u kozy (prevzato z The University of Rhode Island
[online])

Pro stanoveni diagnézy hemonchézy mohou pomoci hematologicka vysetreni.
Stanovuje se hematokrit a koncentrace hemoglobinu v krvi hostitele. V dlsledku

anémie dochazi ke snizeni obou téchto parametr( (Arsenopoulos et al, 2021).
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Vyuziva se i parazitologické laboratorni testy pro potvrzeni diagndzy. Nejcastéji
se pouzivaji fekalnivzorky pro detekci a poditani parazitarnich vajiceknebo vzorky pro
uréeni pfitomnosti larevv Zivotnim prostredi(Zarlenga et al, 2016; Arsenopoulos et al,
2021). Dalsi moZnou diagnostikou je detekce cervi post mortem. Identifikace H.

contortus v abomasu slouzi pro rychlé potvrzeni onemocnéni(Besier et al, 2016a).

Revoluci v diagnostice muze byt zavedeni molekularnich metod pomoci
automatizovanych systému vyuZivajici polymerdzovou fretézovou reakci (PCR).
Vyhodou této metody je rychlejsi zpracovani vzork( a vétsi presnost identifikace

(Besier et al, 2016a).

2.1.6 Lécba a prevence infekce

Jednim z béznych postupl IéCby je pravidelné odcervovanicelého chovu dobytka
anthelmintickymi Iécivy. Pfistup je velmi ndkladny a zvysuje riziko vzniku rezistence
helmint(. Dal$i moZnosti |éCby je cilené oSetfeni pouze urcitého stada z celkového
chovu. Lécba se snizenymi naklady je cilené selektivni oSetfeni pouze zvitat, u kterych
byla prokdzana nakaza. U zbylych zvirat se pfedpokladd, Ze jsou zdravd (Naeem et al,

2020).

Anthelmintickd l|éCiva se pouzivaji bud k profylaxi, kdy je potifeba znat
snadnosti podani |ékl, rozsiteni ucinku po podani, obdobi a ¢etnosti aplikace podle
epidemiologie onemocnéni. Ve vétsiné pripadl se poddavaji anthelmintika per os ve
formé roztoku, pasty nebo bolusu (Gatachew et al, 2007). Pro |écbu se pouziva
nejcastéji albendazol, fenbendazol, oxfendazol, levamisol, ivermektin, moxidectin a
klosantel (viz Tabulka 1) (Bowman et al, 1999). Kromé jednoaktivnich anthelmintik se
vyrabi také kombinované prepardaty. PouZziti kombinace anthelmintik je dllezité pro
zajisténi ucinnostilékl u helmintd, ktefijsou odolnivicijedné nebo vice slozek |ékU.
Vyhodou poufiti je snizeni rychlosti selekce vznikajici rezistence. Pravé kombinovana

anthelmintika jsou doporucovana pro bézné pouziti(Besier et al, 2016a).
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Tabulka 1 Seznam doporucenych Iéku proti infekci vyvolanou H. contortus (preloZeno

Z Bowman, 1999).

Tridy Anthelmintika | Pfedepisované davkovani
Imidazothiazoly levomizol 7,5 mg/kg
albendazol 5 mg/kg
Benzimidazoly fenbendazol 5 mg/kg
oxfendazol 5 mg/kg
Makrocyklické laktony ivermektin 0,2 mg/kg
(avermektiny) moxidektin 0,2 mg/kg
Salicylanilidy klosantel 10 mg/kg

Vlivem rostouci rezistence na anthelmintika odbornici doporudili integrovany
kontrolni mechanismus, ktery zahrnuje rizné pfistupy, jak dosdhnout dostatecné

kontroly (viz. nize) (Naeem et al, 2020).

Metoda biologické kontroly je zaloZena na poufZiti biologickych prostredk( ke
snizeni populace parazitll na pastviné nebo v hostiteli, ¢imZz dochazi ke snizeni
frekvence pouzivani anthelmintik. Pfikladem biologické ochrany mohou byt nékteré
druhy hlisticovych hub. Houby dokaZzou snizovat populacilarev helminti na pastviné
diky tomu, Ze jsou larvy pro houby hlavnim zdrojem Zivin nebo umoznuji jejich
saprofytické chovani. Byly identifikovany dvé skupiny téchto hub. Jedna skupina hub
zplsobuje poskozeni struktury helmintl a dalsi skupina infikuje helminty a jejich
vajicka (= endoparazitické houby). Mezi endoparazitické houby napadajici H. contortus
patfi Drechumeria coniospora a Harposporium anguillulae. Vyznamnym druhem hub je
Duddingtonia flagrans. Jednd se o dravou houbu, kterd vytvari trojrozmérné lepkavé
sité. Do téchto siti se pevné chytnou volné Zijici larvy helmintl a umiraji. Metoda
biologické kontroly neni Siroce pouzitelna. Pro Uspésnou kontrolu parazitu je potfeba

kontinualni davkovani houbovych spor (Gatachew et al, 2007).

Vyuziva se také vybér odolnych plemen ovci, stfidani pastvin, vhodna vyZiva a

také ockovaci program (Naeem et al, 2020).

Selektivni Slechténi také patfi mezi preventivni opatfeni snizujici nakazu H.
contortus. Je znamo, Ze mezi jednotlivymi plemeny existuji rozdily v odolnosti vici
infekci, napt. plemeno Red Maasai je rezistentni viici infekci. Jednim z proveditelnych a

fenotypovych zpUlsob( prevence je utraceni vnimavych a selekce rezistentnich zvirat ve
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stadu. Dalsi mozZnosti je zavedeni dostatecného poctu transgennich zvirat, ktera jsou

schopna odolatinfekci (Naeem et al, 2020).

Plan pastvy je dlleZity pro minimalizaci kontaktu zvifat s infekénim stadiem larev
(L3) a nadmérné kontaminaci pastvin vajicky, ¢imz se sniZuje riziko hemonchdzy
v bezprostfednimidlouhodobé horizontu. Jednim z postupd je stfidava pastva, kdy se
zvirata vraceji na pastviny, kde se ptirozené zmensSil pocet larev. Nevyhodou je, ze
dobu. Dale se vyuziva pasenizvifat na omezeném placku s vysokou hustotou osazeni
picninami, coz umozZnuje sniZovat pocet larev a fekalnich vajicek pasenych zvirat. Ml ze
se vyuzit i smiSena pasta vice nez jednoho hostitele souc¢asné (napf.ovce a skot) nebo
stfidani ovcinebo koz s dobytkem, ktery ma omezenou vnimavost k H. contortus (napf.

mlady skot) (Besier et al, 2016a; Naeem et al, 2020).

Bylo potvrzeno, Ze schopnost prfezvykavcli odoldvat parazitickym infekcim je Uzce
spojena s dobrym vyZivovym stavem. Prokazalo se, Ze ovce jsou ndchylnéjsi k infekci
kvlli nedostatku bilkovin v potravé ve srovnani s ovcemi, kterym byl podavan
doplrikovy protein. Bilkoviny posilujiimunitu zvifat a sniZuji proliferaci parazitd (Besier

et al, 2016a; Naeem et al, 2020).

Ockovani proti helmintim jako alternativa k pouziti anthelmintik byla dlouhou
dobu pfedmétem vyzkumu. Vhodna vakcina protiinfekci Haemonchus pouzivana u ovci
byla vyvinuta ve vyzkumném uUstavu Moredun v Edinburghu. Je zaloZena na pouziti
latentnihoantigenuH11 (protein z gastrointestinadiniho traktu H. contortus) a H-gal-GP
(Haemonchus galaktéza obsahujici glykoproteinovy komplex) (Arsenopoulos et al,

2021).
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2.2 Vyvoj novych anthelmintik

V dnesni dobé je velmi obtizné bojovat proti infekcim vyvolané H.contortus,
protoZe je omezené mnoizstvi dostupnych lé¢iv a mnoho kmen( je na tato
anthelmintika rezistentnichl. Proto je nezbytné, aby dosSlo k vyvoji novych

anthelmintik dc¢innych i protirezistentnim druhdm hlistic (Zaji¢kova et al, 2020).

2.2.1 Moznosti ziskani novych anthelmintik

Obecné se pouzivaji Ctyfi razné pristupy pfi hledani novych anthelmintik, které

mohou pomoci pfiterapii infekci zplsobené rezistentnimi helminty (Geary, 2016.).

Prvni je klasicky pfistup, ktery je zaloZzen na syntéze novych chemickych latek
aktivnich proti parazitickym hlisticim. | pfes nové poznatky v oblastech proteomiky,
genomiky a metabolomiky se jednd o velmi slozity, dlouhy a nakladny proces vyvoje

novych Ucinnych léciv (Woods et al, 2007).

Dalsi moznosti je syntéza derivatQ, z jichZ vyuzivanych anthelmintik. Tyto derivaty
mohou zlepsit vlastnosti ucinnost IéCiv. Vyhodou je sniZeni ¢asu a nakladd pfi uvedeni
|éCiv na trh. Problémem je ale vyssiriziko vzniku rezistence (Geary et al, 2012; Dilrukshi

Jayawardene et al, 2021).

Tretim pristupem je vyuZiti Iék(, které jsou indikované u jinych typd onemocnéni.
Vyhodou je znac¢né zjednodusené schvalovani a velkd pravdépodobnost ucinnosti i u
rezistentnich kmen(. Nevyhodou muze byt nespecifické plisobeni léCiv na parazity a
tim mGZe dochazet k nezadoucim ucinkim (Geary, 2016).

Pouziti prirodnich prevdiné rostlinnych produktl je dalsi pfistup pfi [éCbé i

prevenciinfekce (Gearyet al,2012).

2.2.2 Screening anthelmintické ucinnosti

Objev anthelmintického ucinku potencidlnich anthelmintik je zaloZzen na tfech
odliSnych screeningovych pfistupech: screening na zvifatech, cileny screening a

fenotypovy screening hlistic (test na bazi celého organismu). Pomoci screeningu
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mohou byt testovany nova syntetickd anthelmintika, pfirodnislouceniny nebo derivaty

jiz pouzivanych anthelmintik (Dilrukshilayawardene et al, 2021).

Screening na zvifatech je nejstarsi metoda zjisténi Gcinnosti latek. Zvirata jsou
nejprve infikovana danymi parazity a poté jsou vystaveny testovanym slouceninam.
Jako modely hostiteld se nejcastéji pouzivaji ovce a kozy. BEhem screeningu se
monitoruje schopnost preZiti a rozmnoZovani parazitli. Vyhodou je, Ze se mohou
otestovat slouceniny pfimo protirdznym fazim Zivotniho cyklu parazit(i véetné vajicek,
larev a dospélych jedincl. Nevyhodou je potfeba mit velké mnozstvi zvifat a rozsahlé
zafizeni pro testovand zvifata. Proto se Casto potencidlné ucinné latky testuji na
izolovanych helmintech, i kdyz mlzZe byt také obtizné ziskat dostate¢né mnozstvi
dospélych parazitl pro experimenty. Dochazi totiz k obétovani definitivniho hostitele a
kultivace dospélych jedinct in vitro je také mimoradné naroc¢na (Dilrukshilayawardene

et al, 2021).

Pfi cileném screeningu je potireba identifikovat specificky cil (protein, receptor), u
kterého se predpokladd, Ze bude mit vliv na vyvoj nebo funkci parazitl. Pokud je cil
identifikovan, ndsleduje praveé screening novych inhibitord nebo antagonistt sloucenin,
které maiji vliv na funkci cile. Pouzivaji se predevsim metody umoznujici High
Throughput Screening (HTS), tj. screening Ucinnosti velkého poctu latek v miniaturnich

objemech (Hertzberg, Pope, 2000; DilrukshiJayawardene et al, 2021).

Pro detekci potencidlnich sloucenin, které iniciuji paralyzu parazita,abnormality
v krmeni a rozmnozZovani nebo smrt, se pouzivaji pfistupy zaloZené na celém
organismu. Fenotypovy screeningumoznuje identifikaci latek, jako jsou malé molekuly,
peptidy nebo dal$i chemické latky, které maji biologickou aktivitu schopnou ménit
fenotyp buniky nebo organismu v boji se stresem vyvolanym novym kandidatem na lék.
Byly vyvinuty i vysoce vykonné testy na cely organismus. Ty umozni rychly screening
chemickych slouéenin na anthelmintickou aktivitu proti rlznym parazitickym stadiim u
H. contortus. | pfesto timto screeningem je objeveni vhodného typu léciva nebo
rostlinnych latek omezené kvulitomu, Ze vétsina parazitickych stadii helmintinemze
byt udrZovdna in vitro a nékteré modely nevykazuji stejnou citlivost a bioakumulaci

anthelmintickych sloucenin jako parazitické druhy (DilrukshiJayawardene et al, 2021).
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Obrdzek 4 Shrnuti vyhod a nevyhod jednotlivych screeningovych technik vyuZivanych pri
hledani latek s anthelmintickou ucinnosti (preloZeno z Dilrukshi Jayawardene et al,

2021).

2.2.3 DalSi metody stanoveni anthelmintické ucinnosti

Dalsi popularni strategie hleddni novych molekul je zaloZzena na dlikazech
etnofarmakologie. Jedna se o védecké ovérenivyuZiti tradi¢ninebo ,lidové“ mediciny
véetné |écivych rostlin pouzivanych po dlouhd staleti 1écCiteli. Rostliny se pouzivali
k écbé parazitarnich infekci ve formé surovych pripravkd (bylin) nebo jiz pfipravenych
léCivych ptipravk( na jind onemocnéni. Pro ovéreni Ucinku rostlinnych pfipravkl se
vyuzivaji moderni védecké postupy, které umoznuji urcit farmakologickou aktivitu a
ucinnost pomoci experimentalnich modell. Pokud je prokdzana aktivita surového
rostlinného extraktu, musi nasledné dojit k identifikaci G¢inné latky pomoci bio-fizené
extrakce. Pri extrakci jsou rostlinné materidly extrahovany pomoci raznych
rozpousStédel a testovany na biologickém modelu do té doby, dokud neni
identifikovana nejaktivnéjsi frakce. VyuZivaji se k tomu metody frakcionace, jako je
automatizovana flash chromatografie (FC), vysokoucinna kapalinovd chromatografie
(HPLC) nebo spojeni kapalinové chromatografie s ELSD detektorem a MS detekci (LC-

ELSD-MS). Struktura a sloZeni latek je stanoveno pomoci hmotnostni spektrometrie
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(MS) a nuklearni magnetické rezonance (NMR). Aktivni molekuly poté mohou byt
testovany na specifickych parazitarnich proteinech, které jsou znamy jako cile latek,
jako jsou enzymy v klicovych biologickych drahdach a receptory pro iontové kanaly. |
prestoZe je navrhovano mnohocild latek, jen nékolik z nich je validovano pro pouZziti
pfi objevu latek. Néktera tradi¢ni Ié¢iva mohou pUsobit prostfednictvim synergické
¢innosti odliSnych molekul v extraktu z rostlin. V téchto ptipadech je identifikace a
izolace klicovych sloZek problematicka. Pfi pouZiti rostlinnych extrakt( se synergickymi
ucinky muaze dojit ke snizeni rychlého rozvoje rezistence, protoze Sance na rozvoj
soubéznych mutaciv mnoha genech je vyrazné nizsi. Identifikace aktivnich rostlinnych
molekul je velkou vyzvou pfi realizaci potencidlu rostlinného extraktu jako nového

zdroje pro objev léciv (DilrukshiJayawardene et al, 2021).

Alternativni strategii pro novou anthelmintickou identifikaci je obraceny
farmakologicky pfistup, ktery zahrnuje techniky screeningu léc¢iv na zakladé cile.
V tomto pfistupu se zkoumaji rostliny a zfizuji se knihovny molekul. Knihovny jsou
zaloZzeny bud na ndhodnych rostlinach (knihovny nezaujatych sloucenin) nebo na
knihovnach zaloZenych na tradi¢nim pouZiti/znalostech. Molekuly se testuji na
predpokladanych cilech, jako jsou enzymy, iontové kandly, klicové molekuly nebo
receptory podilejici se na dllezitych biologickych aktivitach v burice. Nékteré molekuly
mohou plsobit na doposud nedefinované cile, proto nejsou identifikovany pfi
screeningu aktivity. Obraceny farmakologicky pfistup ma mnoho vyhod. Nejdilezitéjsi
je ta, Ze vyzaduje méné pokusi na zvifatech k nalezeni novych |éciv ve srovnani
s pouzivanim slozZitych sloucenin, coz je casto Casové naro¢né a nemuze zarucit

ucinnostin vivo (Dilrukshi Jayawardene et al, 2021).

Pro testovani vlivu potencidlnich anthelmintik na viabilitu helmintd je mozné
vyuzit i nékteré kolorimetrické ¢i bioluminiscenéni metody zaloZené na méreni

enzymatické aktivity (Nguyen et al, 2021).

Test MTT se pouziva jako indikator Zivotaschopnosti a proliferace bunék. Jedna
se o kolorimetricky test, ktery je zaloZen na redukci Zluté tetrazolové soli (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difenyltetrazolium bromid; MTT) na fialové krystaly
formazanu metabolicky aktivnimi bufikami. Zivotaschopné buriky obsahuji enzymy

oxidoreduktasy zavislé na NAD(P)H (= nikotinamidadenindinukleotidfosfat), které
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redukuji MTT. Krystaly formazanu se rozpusti pomoci solubiliza¢niho roztoku a
vysledny barevny roztok se kvantifikuje méfenim absorbance. Cim tmavsi bude roztok,
tim je vétSi pocet Zivotaschopnych, metabolicky aktivnich bunék (Sigma Aldrich

[online]).

Vhodnou metodou pro stanoveni enzymatické aktivity je pouziti markeru
Zivotaschopnostihelmintid—adenosintrifosfatu (ATP). ATP vznika v mitochondriich a je
dulezitym zdrojem energie, ktery se Ucastni procesu kontrakce, fosforylace a aktivniho
transportu. Metoda umoziuje méreni koncentrace intraceluldrniho ATP za pouziti
luciferasy. Luciferasa je enzym, ktery pochazi ze svétlusky a zpUsobuje oxidaci D-
luciferinu na oxyluciferin. Oxyluciferin vyzafuje svétlo o urcité intenzité. Intenzita
svétla (bioluminiscence) je pfimo uUmérna intraceluldrni koncentraci ATP, kterd

signalizuje metabolicky aktivni buriky (Nguyen et al, 2021).
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2.3 Prirodni produkty s anthelmintickou ucinnosti

Po staleti se |éCivé rostliny pouzivaji k Ié¢bé riznych zdravotnich problém, i
z toho dlivodu maji velky potencial nahradit konvenéni anthelmintika nebo byt pouzity

v kombinacis nimiz dlvodu zvyseni jejich uc¢inku (Zajickova et al, 2020).

Rostliny produkuji velké mnozstvi |atek tzv. primarni a sekundarni metabolity.
Primdarni metabolity jako bilkoviny, sacharidy a tuky jsou pro rostliny dulezité jako
ziviny. Sekundarni metabolity se rozdéluji do tfi skupin: terpeny (monoterpeny,
seskviterpeny, saponiny a glykosidy), fenolové slouceniny (taniny a flavonoidy) a
slouceni obsahujici dusik (alkaloidy a aminy). Latky s potencialnim anthelmintickym
ucinkem jsou terpeny, kondenzované taniny a flavonoidy (Zajickova et al, 2020;

Lanusse et al, 2018).

Velké mnoistvi rostlin bylo po fadu let zkoumano, zda maji anthelminticky
Ucinek. Nékteré z rostlin nemély Zadny ucinek, jiné naopak mély srovnatelnou nebo

dokonce vyssi ucinnost nez béznd anthelmintika (Zajickova et al, 2020).

Anthelmintickou uc¢innost vykazuji nejen jednotlivé slouceniny rostlinného
plvodu, ale i rostlinné extrakty a pfirodni produkty. Jsou i nékteré patenty, které
popisuji smési bylin s anthelmintickym Gcinkem proti rlznym vyvojovym stadiim
parazitl. Za poslednich 18 let bylo testovano pfiblizné 215 rostlinnych druh( proti
parazitickym hlisticim, jako jsou Haemonchus contortus, Taenia crassiceps, Ascaris
suum, Ascaris lumbricoides, Taenia solium, Schistosoma mansoni a neparazitickym

volné Zijicim hlisticim, jako jsou Caenorhabditis elegans a Pheretima posthuma

(Zajickova et al, 2020; DilrukshiJayawardene et al, 2021).

Anthelmintické plsobeni ucinnych latek je zaloZzeno na dvou obecnych
mechanismech. Prvnim je pfima interakce aktivnich latek s parazitem. Druhy
mechanismus je zaloZen na interakci latek s imunitnim systémem hostitele (Zajickova

et al, 2020).
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2.3.1 Rostlinné terpeny

Do skupiny terpen( patfi velké mnozstvi strukturalné odlisnych latek. Jedna se o
nejrozsirenéjsi skupinu rostlinnych tékavych latek. Terpeny jsou soucasti riznych
rostlinnych organu a vyuZivaji se v |écbé zvifecich i lidskych chorob. Tyto bioaktivni
latky jsou syntetizovany jako esencialnioleje, které jsou smési rliznych terpen(, hlavné
monoterpen(. Silice a obsazené monoterpeny vykazuji vyznamné anthelmintické

vlastnostijakin vitro, taki in vivo (Lanusse et al, 2018).

Anthelmintické ucinky silic jsou zndmé u Croton zehntneri (kroton), Eucalyptus
staigeriana (eukalyptu, znamy jako Zeleznd kira s citrénovou vini), Mentha piperita

(mata peprnad), Lippia sidoides a Thymus vulgaris (tymidn obecny) (Ferreira et al, 2018).

Pfredpokladd se, Ze anthelminticky ucinek terpenl je zplsoben inhibici
acetylcholinesterasy, GABA (=gama-aminomaselna kyselina) a tyraminovych receptord,
které jsou dulezité pro parazity z ddvodu pfijmu potravy (Zajickova et al, 2020;

Castagnaet al, 2020).

Saponiny vytvareji péry vbunétné membrané, které zplsobuji zvysSeni
propustnosti a tim mohou zvysit ucinek tanind (pokud jsou také pfritomny) na

intraceluldrni proteiny parazitli (Zajickova et al, 2020).

Rostlinou pouZivanou v rozvojovych zemich diky anthelmintickému Gcinku je
Annona muricata, znama jako graviola. Lidovém lékafstvi se pouziva jako
anthelmintikum, antipyretiku, sedativum, antispasmodikum, antikonvulzivum a jako
hypotenznilatka u lidi. Biologicky aktivni latky obsazené v A. muricata jsou alkaloidy,
fenoly a acetogeniny, které maji prokdzanouantiparazitarni aktivitu i proti H. contortus

(Ferreira et al, 2013).

Dalsi rostlina vonatka citrénova (Cymbopogon citratus, znama jako citrénova
trava) ma také v lidovém lécitelstvi anthelmintické ucinky. Odvary ze suchych listl jsou
pouzivané jako Zaludecni, antipyretické, antiseptické a uklidiujici. Esencidlni olej z C.
citratus ma antibakteridlni, antimykotické, antioxidacni, insekticidni ucinky. PUsobi
také proti parazitdm rodu Leishmania. Ucinnou latkou je citral, ktery je kombinaci

neralu (cis-citral) a geranialu (trans-citral) (viz Obrdzek 5). Stejné obsahové latky a
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ucinky maji i Cymbopogon martini (vonatka martinova, zndma jako palmarosa) a

Cymbopogon schoenanthus (vonatka Sasinova) (Macedo et al, 2015; Katiki et al, 2011).

CHO
X X
CHO
Geranial Neral
| optical isomers |

Obrdzek 5 Optické izomery citralu — neral (trans-citral), garenial (cis-citral) (ofevzato z

Macedo et al, 2015).

Anthelmintické uc¢inky maji vytazky z Cissus quadrangularis (Zumen ¢tyrhranny) a
Schinus molle (peprovec obecny, plody jsou zndmé jako rGZovy pepf), stejné jako
esencialni oleje z Ruta chalepensis (routa halebskd), Citrus aurantifolia (citronovnik
limetovy), Anthemis nobile (rmenec sliény) a Lavandula (rod levandule). U téchto
esencialnich oleju byl anthelminticky Ucinek prokdzan invitro a je podobny ve srovnani

s ucinky léka proti H. contortus (Zajickova et al, 2020).

Jednou z rostlin s vyznamnym anthelmintickym Gc¢inkem je Cucurbita pepo (tykev
obecnd). Razné vytazky ze semen C. pepo byly prokdzany jako ucinné proti H. contortus
a Heligmosoides bakeri in vitro a proti Ascaridia galli, Aspiculuris tetraptera a

Heligmosoides bakeri in vivo (Zaji¢kova et al, 2020)

Nékteré rostlinné vytazky vykazovaly slibnou aktivitu proti gastrointestinalnim
hlisticim in vitro, ale Ucinek se nepotvrdil in vivo. Jednd se napfiklad o trans-
cinnamaldehyd extrahovany ze skotice (Cinnamomum verum), ktery byl G€inny proti A.
suum in vitro, ale nevykazoval Zadnou aktivitu pfi poddvani zvifatim (Zajickova et al,

2020).

Z davodu vysokych nakladl na izolaci jednotlivych monoterpent je jejich

praktické pouZiti omezené. Vhodnou alternativou je jejich kombinace s jinymi
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anthelminticky uc¢innymi latkami, ktera by mohly byt pouZity i proti rezistentnim

parazitm (Silva et al, 2021).

2.3.2 Rostlinné fenoly

Fenolové slouceniny vytvafri velkou skupinu rostlinnych sekundarnich metabolit(
s hlavnimi biosyntetickymi podskupinami flavonoidy, taniny, proanthokyanidiny,
fenolické kyseliny, lignany a mnoho dalSich. V rostlinach zastavaji mnoho funkci, jako je
strukturdlni podpora a ochrana proti UV zafeni, patogenlm, stresu a bylozravcliim.
Fenoly maji ¢etné bioaktivnivlastnosti, pfestoze nejsou Zivinami, jejich pfijem ve stravé
ma ucinky na ochranu zdravi. VSechny fenoly obsahuji nejméné jeden aromaticky kruh

s jednou hydroxylovou skupinou. (Spiegler et al, 2017; De |la Rose et al, 2019).

2.3.2.1 Flavonoidy

Rostlinné flavonoidy jsou tfidou Siroce distribuovanych fenolovych sloucenin.
Zakladni struktura flavonoidl je flavanové jadro. Jedna se o difenylpropan, jehoz
benzenovd jadra jsou spojena tfemi uhliky, které vytvari heterocyklus spolu
s navazanym kyslikem. Flavanové jadro je prekurzorem pro vznik dalSich typl
flavonoid( (viz. Obrazek 6). Flavonoidy jsou moduldtory efluxnich transtportnich
proteinl a mohly by tak slouzit jako synergisté k potenciaci aktivity syntetickych
anthelmintik. Vysledky ziskané z rostlinnych extraktd bohatych na flavonoidy jsou

mimoiadné povzbudivé (Lanusse et al, 2018; Rihova, 2008).
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Obrdzek 6 Prekurzor flavanové jadro umozZnujici vznik dalsim typim flavonoid(

(prevzato z Nishiumiet al, 2011)

NejcastéjsSimi flavonoidy, u kterych byly zkoumany ucinky proti hlisticim, jsou
flavony a flavonoly. Flavonoly se nachazi napft. ve vi¢enci (rod Onobrychis), kde jsou
glykosylovany zbytkem rutinosylu, coz zpUlsobuje snizeni motility H. contortus. Ale
frakce o nizké molekulové hmotnostize stejné rostliny, ktera by méla tyto slouceniny

obsahovat, byla neaktivni protilarvdm A. suum (Spiegler et al, 2017).

Bylo prokazano, Ze ethanolovy extrakt z Artemisia campestris (pelynék ladni)
inhibuje lihnutivajicek a zpisobuje smrta ochrnuti u dospélych jedincl H. contortus.
Pelynék obsahuje prevazné derivaty flavonolu kvercetin a flavonu apigenin. Inhibici
lihnutivajicek ve smisené kultute hlistic (H. contortus, O. dentatum a T. colubriformis)
ziskané z prirozené infikovanych koz zpUsobuje také extrakt z Agave sisalana, ale
migraci larev extrakt neovliviioval. Vylucovani larev H. contortus je inhibovdno pfi

pouZiti u€innych latek naringenin, luteolin a kvercetin (Spiegler et al, 2017).

Luteolin spolu s luteolin 7-O-B-glukuronosid a lutelin -7-B-glukosid patfi do
skupiny flavona, které lze izolovat z extraktl rostliny Vernonia amygdalina. Tato

rostlina je vyuzivdna hlavné v tropickych oblastech Afriky v lidovém |écitelstvi. Bylo
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zjiSténo, Ze tyto rostlinné extrakty jsou ucinnéjsi proti parazitarnim druhim bézné se
vyskytujicich u prezvykavcl ve srovndni s béiné uzivanymi |éCivy ivermektinem,
levamisolem a albendazolem. Rostlina V. amygdalina neobsahuje pouze tyto flavony,
ale i dalsi latky napft. seskviterpenoidni laktony (vernodal, vernodalin) a triterpeny
(thyamin, kyselina askorbova a dalsi) (Zajickova et al, 2020; Alara et al, 2017; Adediran,
Uwalaka, 2015).

2.3.2.2 Taniny

Taniny (tfisloviny) jsou hlavnifenolové polymery, které se nachazejiv rostlinnych
tkanich.Je znamo, Ze tyto molekuly dodavaji nékterym ploddm trpkou a hofkou chut.
Taniny jsou komplexni fenoly, které Ize rozdélit do dvou tfid — hydrolyzovatelnétaniny
(HT = hydrolysable tannins) a kondenzované taniny (CT = condensed tannins) (viz.
Obrazek 7). Hydrolyzovatelné taniny jsou smési jednoduchych fenoll, napf. kyseliny
ellagové, kyseliny gallové, se sacharidy. Hydrolyzovatelné taniny se tak nazyvaji proto,
Ze v pfitomnosti kyseliny mohou byt hydrolyzovani za vzniku fenolovych kyselina a
molekul sacharidd. Kondenzované taniny vznikaji kondenzaci dvou nebo vice

monomernich jednotek flavan-3-olu (Albugquerque et al, 2021).

Hydrolyzovatelné taniny Kondenzované taniny
OH
r HO. OH
HO. OH
Mo”0
OH Ho oH
Q Ty OH HOU oH
HO & -0 . i O
0. 0 ™) OH \@j‘m OH
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Q 0 OH
OH HO _A._ O

Gallotanin Alhacin

Obradzek 7 Struktury a pfiklady hydrolyzovatelnych (gallotanin) a kondenzovanych

tanind (alhacin) (prevzato z: Hang et al, 2015; ChemSrc [online])



Hydrolyzovatelné taniny maji apoptické, protinadorové, anti-EBV (EBV = Ebstein-
Barr virus) a anti-MRSA (MRSA = methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus)
plsobeni v organismu. Hydrolyzovatelné taniny jsou ucinnéjsi nez kondenzované
trisloviny a v ddvkach uvadénych pro pouziti CT by mohly byt pro zvirata toxické. Pfi
pouziti nizkych davek netoxickych pro zvifata se zlepSilo vstfebavani Zivin a jejich
produktivnivykonnost. HT extrahované z kastanovniku jedlého (Castanea sativa) jsou
smrtelné pro dospélé jedince H. contortus. Anthelmintickd aktivita je zaloZena na
zevnim i vnitfnim strukturdinim poskozeni parazita. Hlavnimi pozorovanymi
poranénimijsou destrukce v okoli Ust, konecniku, vulvy a poruseniintegrity struktury
kutikuly. Dalsi rostliny, které maji anthelmintické ucéinky s obsahem HT, jsou
Melastoma malabatricum (odule malabarska) a Manihot exculenta (maniok jedly). U
koz infikovanych H. contortus je srovnatelny anthelminticky Gcinek jako u béznych
léCiv, napf. albendazolu, oxfendazolu. (Acevedo-Ramirez et al, 2019; Suteky a

Dwatmadji, 2019)

Studie zabyvajici se anthelmintickymi Gcinky tanin( se zaméfuje zejména na
aktivitu kondenzovanych tfislovin, zatimco ucinek hydrolyzovatelnych tfislovin je

studovan jen ztidka (Acevedo-Ramirez et al, 2019).

Anthelminticky a vyZivovy ucinek kondenzovanych tanin( se lisi v zavislosti na
radé faktord, véetné jejich koncentrace a chemickych struktur, fyziologického stavu,
stravy hostitele prezvykavctl a cilovych gastrointestindlnich hlistic. CT mohou pUsobit
pfimo na hlistice (anthelminticky Gcinek) nebo nepfimo zlepSenim nutri¢niho stavu a
imunitni reakce hostitele proti infekci. Pfimy anthelminticky ucinek je zalozen na
tvorbé komplexd mezi taniny a proteiny, které mohou ménit nékteré mechanismy
nezbytné pro preziti parazitli (ztrata kutikuly u larev L3, krmeni, pohyblivost, plodnost,
vylihnuti vajicek a fada enzymaticky zprostfedkovanych biochemickych funkci)

(Lanusse et al, 2018).

Snizeni poctu fekdlnich vajicek gastrointestinalnich parazitl u ovci bylo
prokdzané po podani rostlin Lotus corniculatus (Stirovnik rizkaty), Lotus pedunculatus
(Stirovnik bazinny), Hedysarum coronarium (kopysnik véncovy), Lespedeza cuneata
(lespedézie hedvabitd) a Onybrychis viciifolia (vicenec ligrus), které obsahuji CT (Hoste

et al, 2015; Ahuir-Baraja et al, 2021). CT jako je katechin a epikatechin nevykazuji
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zadnou nebo pouze slabou anthelmintickou aktivitu proti A. suum a C. elegans. Naopak
gallokatechin a epigallokatechin inhibuji motilitu a migraci larev L3 A. suum, krmeni
larev Ostertagia ostertagi a Cooperia oncophora, rozmnozovani H. contortus a T.

colubriformis a zivotaschopnost dospélych C. elegans (Spiegler et al, 2017).

Rostlinny extrakt z Musa paradisiaca (bananovnik) obsahuje velké mnozstvi latek
véetné kondenzovanych tanind. Diky nim dochazi k inhibici lihnuti larev hlistic, které
byla ve studii povaZovana za stfedné ucinnou. Inhibice migrace larev byla také

pritomn3d, ale nebyla dostatecnd pro vyhodnoceni (Kakimori et al, 2019).

Acacia cochliacantha, lusténina zvana ,cubata“, se pouziva v tradi¢ni mediciné
k 1é¢bé gastroinstestinalnich onemocnéni. Listy A. cochliacantha maji antiparazitarni
Ucinek prokazany u kGzlat, ovci a skotu. U&inek je spojovan s ovicidni a larvicidni
aktivitou proti rliznym gastrointestindlnim parazitim, véetné H. contortus. Pokles
fekalnich vajicek H. contortus u ovci je spojovan s podanim listl Lysiloma acapulcensis
a Mimosa caesalpinifolia, které jsou pfidavany do krmnych smési (Castillo-Mitre et al,

2021).

Terminalia macroptera je vyuzivana v tradi¢ni mediciné pfi 1é¢bé ran, infekci,
bolesti, kasle, tuberkulézy a hepatitidy. Tato rostlina ma také protizanétlivé,
antibakteridlni, antivirové, antimykotické, antiparazitarni vlastnosti a obsahuje
fenolové slouceniny a ellagitaniny. Extrakt T. macroptera ma anthelminticky Géinek

proti H. contortus u malych prezvykavcu (Tagne et al, 2021).

2.3.3 Prirodni latky z bakterii a hub

Kromé rostlin jsou dalSim vyznamnym zdrojem pfirodnich anthelmintik bakterie,

mofské a vyssi houby (Zajickova et al, 2020).

Aktinomycety jsou bakterie vyznacdujici se velkou genetickou a funkéni diverzitou.
Produkuji sekundarni metabolity, které jsou zdroji antibiotik, protinadorovych latek,
anthelmintik a antimykotik. Napfiklad avermektin, odvozeny od bakterie Streptomyces
avermitilis, je silnym anthelmintikem cilici na hlistice, arachnidyahmyz (Jagannathan

et al, 2021).
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Alkaloidy 6-N-acyladenin, phorioadenin A izolované z jihoaustralské mofrské
houby Phoriospongia sp. maji nematocidniaktivitu proti H.contortus. Aktivita je mirné
slabsi, nez maji komercni anthelmintika levamisol a klosantel (Mayer et al, 2020).
Aktivitu jako levamisol a klosantel vykazuji alkaloidy betainy a echinobetainy A, B
izolované z mofské houby Echinodictyum sp. Dalsi slouceniny jako geodin A, onnamid
F, thiokyanatiny, fromiamycalin a halaminol A jsou potencialnimi novymianthelmintiky

(Zajickova et al, 2020)

Nematofagni houba Arthrobotrys musiformis vykazuje nematocidni aktivituproti
infekénim larvam a vajickim H. contortus. Nematofagni houby A. musiformis,
Clonostachys rosea a Duddingtonia flagrans jsou Siroce zkoumdny diky slibnym
vysledkiim proti gastrointestindlnim hlisticim (Angeles-Hernandez et al, 2021). Dalsi
houbou, ktera je vhodnym kandidatem pro vyzkum anthelmintik, je Cerrena unicolor
(outkovka jednobarvd). Testy in vitro byly provedeny s hlisticemi rodu Rhabditis, u
kterych dochazi k ochrnuti ¢astitéla, coz vede k porucham pohybu. Jedlé houby rodu
Pleurotus maji rizné terapeutické vlastnosti, véetné anthelmintické aktivity. Extrakty
Pleurotus djamor (rGzova hliva Ustfi¢nd) obsahujimetabolity (allitol a neidentifikované
terpeny), které jsou schopné inhibovat lihnuti a snizZit pocet vajicek H. contortus.
Vytazky z plodnic a mycelia Agaricus blazei (Zzampion mandlovy) jsou bohaté na
fenolové slouceniny schopné plsobit na helminty (Ziaja- Sotftys et al, 2022). Izolované
lektiny z hub Coprinopsis cinerea (hnojnik mrvni), Aleuria aurantia (misenka oranzova),
Marasmius oreades (Spicka obecnd), Laccaria bicolor (lakovka dvoubarva) a vytazky
Paecilomyces lilacinus a Trichoderma longibrachiatum maji U¢inky proto H. contortus a

mély by bat predmétem dalSich studii (Zajickova et al, 2020).

2.3.4 Vyhody pouiiti prirodnich latek

Pouziti IéCivych rostlin a jinych prirodnich produktl misto chemickych IéCiv ma
mnoho vyhod. Jednou z nich je pfitomnost mnoha bioaktivnich sloucenin s riznymi
zplsoby ucinku, které casto plsobi synergicky k dosazeni terapeutického ucinku.
Pouziti ptirodnich smési také podstatné sniZzuje riziko vzniku rezistence na

anthelmintika (Zajickova et al, 2020).
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Rostliny ajiné ptirodni produkty jsou navicdobrym zdrojem Zivin, které ovliviuji
pfirozenou imunitu a odolnost hostitele. Kromé anthelmintickych uc¢inkd maji nékteré
sekunddrni metabolity také dalsi zdravotni pfinosy pro hostitele, jako jsou antioxidaéni,
protizanétlivé, antibakterialni, antimykotické ucinky. Nékteré fenolové slouceniny jako
kurkumin z Curcuma longa maji antioxidac¢nia protizanétlivé ucinky. Hepatoprotektivni

ucinek maji vytazky z plodt a koren( Piper chaba (Zajickova et al, 2020).

Velkou vyhodou pfirodnich produktt oproti chemickych 1€éCiv je, Ze predstavuji
nizké riziko pro Zivotni prostiedi, protoze nejsou xenobiotiky, kterd mohou

kontaminovata poskodit ekosystémy (Zajickova et al, 2020)

2.3.5 Nevyhody pouiziti pfirodnich latek

VyuZziti pfirodnich Iatek ma také mnoho nevyhod. Napfiklad slozeni bioaktivnich
sloucenin selisi podle pouzitych ¢astirostlia také podle péstebnich podminek (teplota,
kvalita plidy a obdobi vysadby) a to mlzZe byt dllvodem pro nekonzistentni reakci na
oSetfeni. DalSim problémem pfti pouziti |éCivych rostlin je jejich zdroj. | ptesto, ze
pouZiti prirodnich produktld je Setrnéjsi z hlediska nulové kontaminace Zivotniho
prostiedi, mlzZe dochazet ke sbéru rostlin z chranénych oblasti nebo mohou byt
pouzity vzacné druhyrostlin, cozZ je nezadouci. LéCivé rostliny navicnejsou pro Zivotni
prostiedizcela neskodné, napriklad rostliny s vysokym obsahem saponin(ijsou toxické
pro ryby (Zajickova et al, 2020). Problémem je i sloZitost pfirodnich produktd a jejich
extrakce a vétsi optimismus ohledné Uspéchuse slouceninami pfipravenymi metodami
kombinatorické chemie. Rostliny obsahuji vysokou koncentraci aktivnich sloucenin, ale
ta nemusi odpovidat koncentraci aktivnich sloucenin pfijimanych hostitelem v jeho
stravé. | jako syntetickda anthelmintika i anthelmintika zaloZend na rostlinnych

extraktech musi mit spravné davkovani. (Dilrukshi Jayawardene et al, 2021).

Jednim ze zpUsobl, jak nékteré problémy prekonat, by mohlo byt kontrolované
péstovani léCivych rostlin na poli, sbér invazivnich druhl rostlin (napf. Juniperus
pinchotii) nebo pouZziti vedlejsSich produktd agroindustii, jako je bambuckd moucka a
hroznové vyluhy. Bambuckda moucka je zbytkem ofechl Vitellaria paradoxa, ktery
zUstava po extrakci lipid(. Bylo prokdzano, Ze izolované tfisloviny z moucky jsou ucéinné

protilarvam L3 A. suum. Hroznové vylisky, vznikajici ptizpracovanihrozn, a extrakty
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vykazovaly vysokou aktivitu proti vajicklim a larvdm H. contortus in vitro (Zajickova et

al, 2020).
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2.4 Kapradiny s anthelmintickou ucinnosti

Kapradiny jsou zastoupeny asi 305 rody, které zahrnujivice nez 12 000 druht po
celém svété. Kapradorosty (Pteridophyta) zahrnujici kapradiny, plavuné a preslicky jsou
staré minimalné 380 milionl let. Nachazi se ve vlhkych tropickych a mirnych lesich a

maji také dulezitou rolivzemské biodiverzité (Devi et al, 2015).

Kapradiny se rozmnozuji pomoci vytrus(, radi se tedy mezi vytrusné rostliny.
Vyvoj zacdind klicenim vytrusQ za vzniku atvar( zvanych prokely, na kterych jsou
pritomny pohlavni organy. V pohlavnich organech vznikaji samiéi a saméi pohlavni
bunky. Splynutim gamet vznikd typickd dospéla rostlina (Botanickd zahrada Praha

[online]).

Kapradiny mely dfive dulezitou roli v tradi¢ni mediciné, kde se pouzivali i jako
anthelmintika. AvSak zatimco |é¢ivé hodnoty wvyssSich rostlin byly dakladné

prozkoumany, kapradorosty byly zatim témér ignorovany (Devi et al, 2015).

2.4.1 Asijské kapradiny

Actinopteris radiata, Acrostichum aureum a Hemionitis arifolia jsou kapradiny
s anthelmintickymi vlastnostmi, které se vyuzivaji v lidovém |éCitelstvi. Anthelminticka
ucinnost byla potvrzena pomoci in vitro a in vivo testy u ptirozené infikovanych ovci
proti H. contortus. Latky obsazené v kapradinach (taniny, fenoly) zpUsobuji ochrnuti,
uhyn helmintl a snizeni poctu vajicek ve stolici ovci (Devi et al, 2015). Taniny a fenoly

obsazenév Drynaria quercifolia zplsobuji anthelmintickou aktivitu (Rajesh et al, 2014).

Rod Diplazium zahrnuje pftiblizné 350 druhU kapradin. Diplazium esculentum je
vyznamnym zastupcem, ktery je bézné zndmyv himalajské oblastijako divoka zelenina.
Tradicné se pouziva k prevenci nebo Iécbé nékolika onemocnéni, jako je cukrovka,
nestovice, astma, prjem, bolest hlavy, spalni¢ky, zdcpa a spoustu dal3ich. U&nky
vytazkl jsou antioxidacni, antimikrobidlni, antidiabetické, imunomodulaéni, stimulujici
centralni nervovy systém (CNS) a antianafylaktické. Extrakty z D. esculentum maji také

anthelmintickou aktivitu proti Pheretima posthuma (Semwal et al, 2021).
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Dryopteris crassirhizoma je kapradina vyskytujici se v Japonsku, Koreji a Ciné.
Kofeny D. crassirhizoma se tradi¢né pouzivaji na rliznd onemocnéni, jako je chtipka,
bakteridlni onemocnéni rakovina. Rostlina obsahuje phloroglucinol, flavonoidy a
fenoly, které maji anthelmintickou aktivitu proti Dactylogyrus intermedius (Jiang et al,

2013).

V jihovychodni Asii roste vytrvald kapradina Nephrolepis biserrata. Rostlina ma
antibakteridlni, hepatoprotektivni a antimykotické ucinky. Byly u ni prokdzany i

antiparazitické ucinky proti pijavkam Zeylanicobdella arugamensis (Shah et al, 2020).

Mangrovové kapradiny Acrostichum aureum a Rhizophora apiculata se vyskytuji
v jihovychodni Asii. Kapradiny maji protizanétlivé, antioxidacni, analgetické, antivirové
a cytotoxické ucinky. V tradi¢ni mediciné se pouzZivaji korfenya listy kapradiny jako l1ék
na rany, viedy a zastaveni krvaceni. U ovci infikovanych H. contortus bylo pozorovano

snizeni poctu fekalnich vajicek (Ultari et al, 2021).

Aglaomorpha quercifolia je druh kapradin, ktery je vyuzivan v tradi¢ni mediciné
v riznych ¢astech svéta. Napf. v Indii se pouZiva pfi bolestech, Ié¢bé infekci hrdla,
tuberkuldzy, Zloutenky, Uplavice a tyfové horecky. A. quercifolia mda antioxidacni,
antibakteridlni, analgetické, protizanétlicé ucinky. Je vyuzivdnaijako anthelmintikum,
antipyretikum a antirevmatikum. U¢inky jsou spojené sobsahem sekundarnich
metabolitl, jako jsou terpenoidy, karboxylové kyseliny a jejich derivaty (Costa et al,

2021).

V lidovém lécitelstvi se diky anthelmintickym tGcink( pouzivajidalsirostliny, jako
Blechnum orientale, Cyrtomium falcatum, Dicranopteris linearis, Drynaria quercifolia,
Dryopteris sparsa, Pitrytogramma calomelanos, Pteridium revolutum a Tectaria

coadunata (Benniamin, 2011).

2.4.2 Africké kapradiny

Lygodium microphyllum je popinava stalezelend kapradina, ktera se vyskytuje po
celém svété, napr. v Africe, Indii, Australii. Na Floridé je brana jako invazivni plevel.
Kapradiny obsahuji alkaloidy, tfisloviny a steroidy, které jsou ddvodem

anthelmintického ucinku proti Tubifex tubifex. Mechanismus plsobeni latek proti
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helmintl je spojovan s vazanim tfislovin na volné bilkoviny v glykoproteinu na pokozce
parazita, coz zpUsobuje smrt. Druhy moZzny mechanismus je spojen s alkaloidy, které

plsobina CNS a vedou k paralyze helmintl (Alam et al, 2021).

Vjizni Africe se pouZivaji koreny kapradiny Pityrogramma calomelanos jako
anthelmintika. Odvary listk(i se pouzivaji na viedy v Ustech a vnose (Bamigboye et al,

2020).

Kapradina z PobreZi slonoviny Nephrolepis biserrata obsahuje alkaloidy,
kumariny, flavonoidy, polyfenoly, steroly, terpeny a tfisloviny. M3 antioxidacni a

anthelminticky ucinek, ktery je méné ucinny nez u albendazolu (Brice et al, 2021).

2.4.3 Evropské kapradiny

Kaprad samec (Dryopteris filix-mas) ma nejcastéji popsané |[é¢ebnévlastnosti ve
vyzkumné literature. Hlavniaktivni latkouje filicin, ktery je smési biologickych aktivnich
sloucenin, napt. kyseliny filixické, filixidinové, kaempferolu, rutinu a dalSich. Ethery
filicinové kyseliny jsou pro C. elegans toxické. Anthelminticky ucinek je spojen
s Uhynem hlistic. Pfipravky odvozené od kofenl a oddenk( D. filix-mas mohou byt
pouZity pro pripravu lécCiv pro |écbu helminthiaz lidia zvitat. Ve velkém mnoZstvi mize
byt pro Clovéka a zvirata toxicky. Existuji zaznamy o zvraceni, zavratich a poruchami

zraku azZ slepoté nebo dokonce smrti (Egorova et al, 2021; Yanez et al, 2020).

V ndsledujici ¢asti se zamérim na ¢tyfi vybrané druhy kapradin, které se nachazi
v nasem okoli a jejich potencidlni anthelmintické ucinky byly zkoumany v ramci

experimentdlni ¢asti diplomové prace.

2.4.3.1 Athyriumdistentifolium-vzorek F5

Athyrium distentifolium, nazyvana jako papratka horskd, patfi do celedi
Athyriaceae (papratkovité). Jednd se o druh, ktery je hojné rozsifeny v horskych
oblastech po celé severni polokouli, napf. v Alpach, Pyrenejich, Severni Americe.
Kapradina je az 1,5 metr( vysokd a velmi se podoba papratce samici (Athyrium filix-

femina) (botany.cz [online]; Woodhead et al, 2005).
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Druhy Athyrium se v tradi¢ni mediciné pouZzivaji po celém svété k Iécbé rliznych
onemocnéni, jako je kaSel, revmatické bolesti, boldk, popaleniny a opary. Ddle se
pouziva jako antiparazitikum, anthelmintikum a karminativum. Nékteré druhy
prokazaly také antimikrobialni, protizanétlivé, antioxidacni, antiproliferativni a anti-HIV

(HIV = virus lidské imunitni nedostatec¢nosti) potencial (Salehi et al, 2019).

Obrdzek 8 Vzhled Athyrium distentifolium (prevzato z: BOTANY [online])

2.4.3.2 Rod Dryopteris

Rod Dryopteris patfi do Celedi Dryopteridaceae (kapradovité)a zahrnuje pfiblizné
450 druh( rozmisténych po severnim mirném pdsmu Evropy, Asie, Severni Ameriky

(Han et al, 2015).

Hlavni 1écivé rostliny rodu Dryopteris byly pouzivany v lidovém léCitelstvi jako
anthelmintika. Moderni farmakologicky vyzkum prokazuje, Ze kapradiny maji
anthelmintické i antivirové, protinddorové, antimikrobidlni, protizanétlivé a
antioxidaéni Uucinky. Kapradiny obsahuji velké mnoistvi slouceniny, jako jsou
phloroglucinoly, flavonoidy, terpenoidy, steroidy, fenylpropanoidy, fenoly a fenolové
glykosidy. Phloroglucinoly jsou prevladajici sekunddrni metabolity rodu Dryopteris,
které jsou charakteristickymi slozkami s riznymi biologickymi aktivitami (Han et al,

2015).
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2.4.3.2.1 Dryopteris borreri—vzorek F13

Kapradina Dryopteris borreri (kaprad rezava) je rozsifend v oblasti Euroasie,
kromé Skandinavie a Italie. V Ceské republice se vyskytuje v horskych a podhorskych
oblastech, napt. Beskydy, Sumava, Krkonose aj. Rostlina preferuje predevsim listnaté
nebo smisené lesy. MliZe dojit k zaméné kapradiny s Dryopteris filix-mas (kaprad’

samec) (naturalbohemica.cz [online])

Obrdzek 9 Vzhled Dryopteris borreri (pfevzato z: Pfiroda z Viysociny [online])

2.4.3.2.2 Dryopteris cambrensis —vzorek F15

Kapradina Dryopteris cambrensis (kaprad kambrickd) roste v jehli¢natych i
smiSenych lesich v celé zapadni a vychodni Evropé. Jsou rozliSovany c¢tyfi poddruhy
podle oblasti vyskytu. Na nasSem uUzemi se vyskytuje poddruh Dryopteris
cambrensis subsp. Insubrica. V naSem prostfedije brana jako velmivzacny druh, ktery
se typicky vyskytuje pouze v ojedinélych exemplarich a patfi ke kriticky ohroZzenym

(botany.cz [online]).
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Obrdzek 10 Vzhled Dryopteris cambrensis (pfevzato z: Portdl ceské flory [online])

2.4.3.2.3 Dryopteris aemula —vzorek F18

Dryopteris aemula (kaprad osténkatd) roste ve vlhkych mechovitych lesich a
vyskytuje se vseverni Evropé a také v asijské casti Turecka. Kapradina byva
zaménovana s mladymi rostlinami Dryopteris dilatata (kaprad rozlozend) (Hardy Fern

Library [online]).

Obrdzek 11 Vzhled Dryopteris aemula (pfevzato z: PLADIAS [online])

39



3. CiLPRACE

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda extrakty vybranych druh( kapradin

maji anthelminticky ucinek.
Dil¢imi ukoly pak bylo:

e Ziskat vajicka a dospélce z ovci infikovanych vlasovkou slezovou (Haemonchus

contortus)
e Pripravit extrakty vybranych druht kapradin
e Testovat vlivextraktl kapradin nalihnutivaji¢ek

e Vyzkouset novou metodu pro sledovani viability dospélcd H. contortus

s vyuzitim stanoveni koncentrace ATP a proteinU

e Testovat vlivextraktl z kapradin na viabilitu dospélct H. contortus
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4. EXPERIMENTALNICAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

»Phosphate buffered saline” (PBS) tablety, Sigma
Agar
,»ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II“, Roche
o ATPstandard
o Luciferasa
Dimethylsulfoxid (DMSO), Lachner
Ethanol (96%), Penta
Ethylacetat
Flota¢niroztok
Fosfatovy pufr (PBS)
Fyziologicky roztok F1/1 (0,9% NaCl)
HCI (6 M)
Chloroform
Médium
o Amfotericin B, Thermo Fisher Scientific

o Glukéza, Penta

O

o Penicilin-Streptomycin (Pen-Strep), Sigma
o RPMI-1640 médium (R8758), Sigm

MeOH (85%)

N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N'-4-butansulfonové kyselina (HEPES), Roth
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e N-butanol
e N-hexan
e Kohoutkovavoda
e Lugollivroztok(1%)
e NaCl, Penta
e ,Pierce™ BCA Protein Assay Kit“, Thermo Fisher Scientific
o Hovézisérovy albumin (BSA)
o Roztok A (NaHCOs, Na,COs3, BCAv 0,1 M NaOH)
o RoztokB (4% CuS04.6 H,0)
e Redestilovanavoda
e Sonikacniroztok (SONOP)
e Suchyled
e Tris/EDTA pufr
o Ethylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA) (Triplex Ill), Sigma

o Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Merck

4.1.2 Biologicky material

Jako biologicky materidl pro experimenty byl pouZit ISE kmen H. contortus
(MHco3). ISE kmen (Inbred Susceptible Edinburgh) byl odvozen zizoldtu SE, u kterého
se predpoklada, Zze pochdzi z vychodni Afriky (Keni). Inbreedingu bylo dosazeno 15 koly
sériovych experimentalnich infekci za pouziti vaji¢ek jednotlivych dospélych samic
v kazdé generaci (Sargison et al, 2019). Jednd se o kmen, ktery je citlivy na béiné

pouzivand anthelmintika —benzimidazoly, makrocyklické laktony a imidazothiazoly.

Dal$im biologickym materidlem byly extrakty z evropskych druhd kapradin (viz
tabulka 2). Kapradiny byly sbirany v Botanické zahradé Univerzity Karlovy v Praze a

také v soukromé zahradé RNDr. Libora Ekrta, Ph.D.
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Tabulka 2 Extrakty kapradin pouZitych pfi experimentech

Extrakty pouzitych kapradin

Ciselné oznateni Latinsky nazev Cesky nazev
F2 Athyrium filix-femina papratka sami&i
F5 Athyrium distentifolium papratka horska
F6 Blechnum spicant Zebrovice rliznolista
F12 Dryopteris dilatata kaprad rozloZzena
F13 Dryopteris borreri kaprad Borrerova
F14 Dryopteris remota kaprad tuha
F15 Dryopteris cambrensis kaprad' plevinatd
F18 Dryopteris aemula kaprad osténkata

4.1.3 Spotrebni material

2 ml mikrozkumavky se Sroubovacim uzavérem, SSi Bio

Jednordzové pipetovaci Spicky, Eppendorf

Mikrozkumavky, Eppendorf

Nesterilni 96-jamkové desticky cerné, Costar® Black Flatbottom

Nesterilni 96-jamkové desticky Greiner, CELLSTAR® 96 well plates

Zirkonové kulicky SiliBeads, Sili

4.2 Pomiicky a pfFistroje

Analytické vahy Scaltec SBC 22, Scaltec

Automatické pipety Eppendorf Xplorer, Eppendorf

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge, Thermo Fischer Scientific

Elektromagneticka michacka + michadlo, Heidolph

Inverzni mikroskop

Kulickovy homogenizator FastPrep-24 5G, MP Biomedicals

Laboratorni nadobi
Lednice

Mrazici box (-80°C, —20°C)
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e Multikanalové automatické pipety Eppendorf Xplorer, Eppendorf
e pHmetr, Sl Analytics

e Pipety EppendorfResearch, Eppendorf

e Tecan Infinite M200, Spark Control Tecanv. 2.2, Tecan

e Thermomixer Comfort, Eppendorf

e Vortex IKA MS2 minishaker, Gemini

4.3 Metody

4.3.1 Priprava pufri a médii
= Pfiprava flotacniho roztoku

Flotaéni roztok byl pfipraven smichanim 1 kg cukru krystal a 700-750 ml
redestilované vody. Za pomoci magnetické michacky a michadla se cukr ve vodé
rozpustil. Po rozpusténi byla pomoci hustoméru zjiSténa hustota roztoku. Pozadovana
hustota byla 1,27 g.cm™. Podle potieby bylo mozné pfisypat cukr a nechat ho
rozpustit. Roztok s potfebnou hustotou byl prelit do nékolika uzaviratelnych nadob
prelepenych paskou, aby se nerozlil. Uzaviratelné nadoby byly uchovavany v chladici

mistnostis teplotou 10°C.
= Médium

Hco médium bylo pfipraveno suplementaci média RPMI-1640 tak, aby
obsahovalo 0,8% glukdzy, 0,25 pg/ml amfotericinu B, 10 U/ml penicilinu, 10 g ug/ml

streptomycinu a 10 mM N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N'-[4-butansulfonové kyseliny]
(HEPES) pufru pfti pH 6,8.

= Agar

Rozmichanim 30 g agaru v 500 ml vody vznikla kasSe, ktera byla pfiddana do hrnce
s 1,5 | horké vody. Agar byl pfiveden k varu za stdlého michdni. Poté byl hrnecs agarem
ochlazovan studenou vodou na teplotu 48°C, kterd byla udrzovana pomoci magnetické
michacky s ohfevem. Do hrnce bylo pfidano michadlo a hrnecbyl zakryt alobalem. 2 |

pfipraveného agaru byly pouZity naizolaci 2 kmen( z 4-5 slezd.
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* Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven smichdanim 81 g NaCl s 9 | teplé vody. Po
rozpusténisoli byl roztok prelit do akvaria (do 4/5 objemu) a kanystr( pres trychtyr a

byl pouzivan na oplach slez(i a doplnéniakvaria.
= PBS

Jednatableta PBS byla rozpusténa ve 200 ml redestilované vody, aby vznikl 0,01

M fosfatovy pufrs pH 7,4.
=  SONOP - Ethanol (70% v/v) + 2 mM EDTA pufr, pH 10,9

0,372 g EDTA bylo rozpusténo ve 100 ml redestilované vody, pH bylo upraveno
pomoci5 M NaOH na hodnotu10,9. Po upraveni pH bylo pfidano 30 ml redestilované
vody a 370 ml ethanolu (96%). Vysledny objem byl 500 ml. SONOP byl uchovavan

v lednici.

=  Tris/EDTA pufr — 100 mM Tris-HCI + 2 mM EDTA pufr, pH 7,6-7,8

12 g Tris a 0,74 g EDTA bylo rozpusténo v 600 ml redestilované vody. Bylo
upraveno pH pomoci 6 M HCI na pfibliZznou hodnotu 7,6. Odmérna banka byla
doplnéna redestilovanou vodou na 1 |. Zbanky byl pfipraveny roztok prelit do

laboratornilahve a uchovavanv lednici.

=  ATP standard

Standard byl fedén redestilovanou vodou na koncentraci 10 mg/ml. Objem
redestilované vody byl vypoditan pomoci fedici rovnice c;Vi=c,V,. Po naredi byl
uchovavan pfi-20°C po dobu 4 tydna.

* Luciferasa

Lyofilizovana luciferasa byla rozpusténav 10 ml redestilované vody, oto¢ila se a

nechala se 5 minut stat. Rozpusténa luciferasa se uchovava pfi -20°C. Pfi pouZziti

zmrazené luciferasy byla rozmrazena a vytemperovana na pokojovou teplotu (cca 30-

60 minut).
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= 6 MHCI

Pro pfipravu 100 ml 6 M HCI bylo doplnéno 52,98 ml 35% HCI redestilovanou

vodou na 100 ml. Pfipravena 6 M HCl byla uchovavana pfi pokojové teploté.

=  Pracovniroztok C

Pracovni roztok C byl pfipraven smichanim roztokt A (NaHCOs, Na,COs3, BCAv 0,1
M NaOH - ¢iry roztok) s roztokem B (4% CuS0O4.6 H,O — modry roztok) v poméru 50:1

za vzniku zeleného roztoku.

4.3.2 Extrakce kapradin

Pro pripravu jednotlivych extraktl byl pouZit lyofilizovany a homogenizovany
materidl osmi druh kapradin. VErlenmeyeroveé barice bylo macerovdno 5 g suchého
materialu ve 100 ml 85% methanolu po dobu 72 hodin ve tmé. Po maceraci se
rostlinny materidl rozvitil a byl filtrovdn pomoci Biichnerovy nalevky. Cisty extrakt byl
sbiran do Erlenmeyerovy banky. Zbytkovy material byl podruhé macerovan ve 100 ml
85% MeOH po dobu 6-12 hodin vetmé. Opét byla provedena filtrace a Cisté extrakty se
smichaly. Nasledné byl smiSeny extrakt odpafen ve vakuu pfi teploté 45°C

v odparovacich bankach do sucha a zvazen.

Suchy extrakt byl rozpustén v 50 ml redestilované vody a prelil se do délici
nalevky s 50 ml n-hexanu. Po protfepanise nechala ustalitrovnovahamezi vodou a n-
hexanem, ktery byl zachycen do Erlenmeyerovy bariky a uloZzen do lednice. Zbyla voda
v délici nalevce byla pouzita pro dalsi déleni v dalsSim rozpoustédle. Cely proces se
opakoval s chloroformem, ethylacetatem a n-butanolem. Po poslednimrozpoustédle,
n-butanolu, byly vSechny frakce v Erlenmeyerovych bankach odpareny ve vakuu pfi

45°C a poté zvazeny.

V poslednim kroku byly jednotlivé frakce znovu rozpustény ve 3 ml prislusného
rozpoustédlaa prevedeny do predem zvaZenych vialek. Frakce extraktl bylyodpafreny
dusikem do sucha a byly uchovany pfi teploté -80°C. Pro experimenty byly extrakty
rozpustény v DMSO tak, aby koncentrace byla 100 mg/ml. Pokud nebyl extrakt

spotfebovan, uchovaval se pfiteploté -20°C.
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4.3.3 Experimenty s H. contortus

4.3.3.1 Izolace vajicek

Jehnatainfikovana larvami H. contortus byla pouZzitaipro izolaci vaji¢ek. Jehnata
méla okolo fitniho otvoru pfipevnény sacek, do kterého se sbirala jejich stolice po
dobu 24 hodin. Kazdych 24 hodin se sacky vymeénili a pfipevnili se nové. Stolice se

sbiralapo dobu 7 dni.

Nejprve se ovci trus namocil v kohoutkové vodé, ale byl snadnéji rozmélnén.
Rozmélnény trus se nalil na navlhéené sito s péry o rozméru 250 um. Pod vSemi sity
byly fotografické misky, které zachytdvaly filtrat ze sit. Trus v situ se jeSté nékolikrat
promyl vodou a filtrat se prelil na sitos pory 100 um. Cely proces se opakoval a filtrat
byl pfelit na posledni sito s pdry 25 um. Sita a misky byly peclivé omyty, aby
nedochazelo ke zbytec¢né ztraté vajicek prilnutych na povrchu. Obsah posledniho sita

byl prelit do fadné popsanych Cistych kénickych zkumavek tak, aby byly zkumavky plné.

Zkumavky s filtratem byly centrifugovany 3 minuty pfi 1600 rpm. Po centrifugaci
byl rychle slit supernatant, zkumavka byla po okraj doplnéna flota¢nim roztokem a
zamichdna. Nasledovala dalsi centrifugace na 3 minuty pfi 1000 rpm. Po stoceni byly
vajicka odebrana z povrchu hladiny pomoci 10 ml pipety do Cisté kénické zkumavky.
Doplnil se flota¢ni roztok a zkumavky se opét stocCily (3 minuty, 1000 rpm). Krok

centrifugace byl opakovan do precisténi vajic¢ek.

Po posledni centrifugaci se vaji¢ka (svétly povrch) se odeberou do nové 15 ml
zkumavky. Poté byla zkumavka doplnéna vodou a stocila se (3 minuty, 1600 rpm). Po
centrifugaci vajicka sedimentovala, byl odpipetovan supernatant. Opét se zkumavka
doplnila vodou a nechala se centrifugovat (3 minuty, 1600 rpm). Po odpipetovani
supernatantu se k izolovanym vaji¢kiim ptidaly ptiblizné 2 ml studené vody a vse se

promichalo.

Ze zkumavky s izolovanymi vajicky se odebere pétkrat 10 pl a napipetuje se 5
kapek na podlozniskli¢ko. V kapkdch se pozorovalia pocitali vajicka. Po secteni vajicek
se vypocital pramér ve vSech kapkdch. Vysledek se prepocital na 1 ml suspenze.

Z celkového objemu suspenze byl ziskan celkovy pocet vajicek.
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4.3.3.2 Testlihnutivajicek (EHT)

Test lihnuti vajicek se plvodné pouzZival pro stanoveni rezistence hlistic na
benzimidazolovaanthelmintika. Princip je zaloZen nainkubaci a hodnoceni lihnutilarev
hlisticz vajicek, ktera jsou inkubovany vroztocich latek s riznymikoncentracemi. Pro
tento test je dllezité, aby byl z izolace ziskan dostatecné mnoistvi vajicek, které se

jesté nevyvinuly v larvy (Vadlejch et al, 2018).

Provedenitestu

Test lihnuti vaji¢ek z trusu ovci se provadél v 96 jamkovych destickach. Do jamek
na okraji se pridalo 280 ul vody, aby se zabranilo odpafrovaniroztokd. Do kazdé jamky
v fadé byl napipetovan 1 pl extraktu kapradin rozpustény v DMSO. K extraktim bylo
pridano 199 pl vodného roztoku vaji¢ek ISE kmenu H. contortus (5 vaji¢ek/20 pl v 1
jamce). Vysledné koncentrace extraktl v jamkach byly 12,5; 25; 50; 100 a 200 pg/ml.
0,5% DMSO byl poutzit jako pozitivni kontrola a byl napipetovanna konecrady. Roztoky
extraktll, vodny roztok vajicek a kontroly byly pipetovany v triplikatech. Poté byla
pripravend desticka inkubovana 48 hodin pfiteploté 27°C. Po inkubaci bylo do kazdé
jamky pfidano 10 pl 1% vodného Lugolova roztoku, ktery ukondil test. Nasledné byly
v kazdé jamce pocitdny pocty nevylihnutych vajicek a pocet larev L1. Pocitalo pomoci

inverzniho mikroskopu pfi 40x zvétsSeni. Experiment byl opakovan dvakrat.

4.3.3.3 Izolace dospélcti H. contortus

Zdrava jehnata stara 3-4 mésice byla infikovana 5000 L3 larvami H. contortus ISE
kmen. Za ctyri tydny byla jehfiata usmrcena podle platné legislativy. Jejich slezy byly
vyjmuty a pfi teploté 37°C byly transportovany do laboratore, kde byly dospélci
izolovani post mortem pomoci agarové metody. Slez se rozstfihl a byl omyt pomoci
pripraveného fyziologického roztoku F1/1, aby se dospélci pustili. Obsah slezu se také
pouzije. Na pfipravené tdcy s rozprostfenou gazou se nalil smichany obsah slezu,
uvolnénidospélciaagarv poméru 1:1. Po zatuhnuti agaru se gaza navazala na tycku a
ponorila se do akvaria s fyziologickym roztokem F1/1. Dospélci se postupné uvolfiovali
zagaru nadnonddobya mohlise postupné odsavatdo kadinky. Nasledné byli dospélci

rozdélovanirucné podle pohlavi.
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4.3.3.4 Inkubacedospélcii

Podle pohlavi rozdéleni dospélci H. contortus se inkubovali ve 24-jamkovych
destic¢kach. V jamkach bylo napipetovano 900 pl Hco média s testovanou latkou o
poZadované koncentraci (koncentrace DMSO max. 0,1%). Inkubace probihala 48 hodin
pfi teploté 37°C a 5% CO,. Po 48 hodinach inkubace se cervi oplachli v PBS, po 10
samickach a sameccich byli sbirdni do 2 ml mikrozkumavek se Sroubovacim vickems 50

ul SONOPu a ihned danina suchy led. Vzorky byly uchovavany pfi-80°C do méreni.

4.3.3.5 Stanovenikoncentrace ATP

Stanoveni koncentrace ATP je vhodnou metodou uréeni Zivotaschopnostibunék.
ATP je zdrojem energie v Zivych bunikach a podili se na mnoha Zivotné dulezitych
biochemickych reakci. Kdyz buriky zemfou, pfestanou syntetizovat ATP a zbylé ATP je

rychle degradovano (Promega [online]).

Principem bioluminiscencéniho testu je reakce, pfi které dochazi k preméné ATP
(=adenosintrifosfat) na AMP (= adenosinmonofosfat) a luciferinu na oxyluciferin
pomoci luciferasy (viz Obrazek 12). Vznikly oxyluciferin vyzafuje zareni, které je

méreno pfi 562 nm. (Promega [online]).

Luciferasa

ATP + D-Luciferin + 0, Oxyluciferin + AMP + PPi + Light

Obrdzek 12 Princip stanoveni ATP: Pomoci luciferasy dochdzi k pieméné ATP na AMP a

luciferinu na oxyluciferin vyzarujici svétlo (prevzato z: (Promega [online]).

Provedenitestu

Vzorky se béhem zpracovani musely uchovavat pfi nizké teploté. Vyuzivala se
vychlazena centrifuga na 4°C a led. Nizka teplota byla d(lezitd, protoZze bymohlo dojit
k degradaci ATP. Ke kazdému vzorku se pfidala odmérka homogenizacnich zirkonovych
kulicek a 450 pl vychlazeného Tris/EDTA pufru. Vzorky se homogenizovaly pomoci
FastPrep24 homogenizatoru po dobu 30 sekund. Poté se ke vzorkiim pfidalo dalSich
450 pl vychlazeného Tris/EDTA pufru a opét se homogenizovalo, ale pouze po dobu 5

sekund. Vzorky se nasledné centrifugovaly po dobu 10 minut (13 200 rpm, 4°C).
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Po pripraveni ATP standardu se rozpusti 10 pl standarduv 990 pl Tris/EDTA pufru
za vzniku roztoku s koncentraci 1,65 x 10* M. Kalibraéni kfivka je pfipravena dal$im

fedénim vzniklych roztokl podle Tabulky 3.

Tabulka 3 Priprava kalibracni ki'ivky pro stanoveni koncentrace ATP

Roztok Objem roztoku Tris/EDTA pufr Koncentrace [M]
A 10 ul ATP standardu 990 pl 1,65 x 10
C1 10 pl (A) 990 1,65 x 10°®
C2 100 pl (C1) 400 pl 3,30 x 107
C3 50 ul (C1) 450 pl 1,65 x 10”7
c4 100 ul (C3) 400 pl 3,30x 10
C5 50 pl (C3) 450 pl 1,65 x 10
cé6 100 ul (C5) 400 pl 3,30x 107
c7 50 ul (C5) 450 ul 1,65 x 10°
C8 o 500 0

Na cernou 96-jamkovou desticku bylo pipetovano 50 ul roztokl (C1-C8) pro
kalibraci v duplikdtech. Z pfipravenych vzorku se odebralo 5 ul supernatantu a pfidalo
se 45 pl Tris/EDTA pufru pokojové teploty. 50 pl pfipraveného roztok luciferasy se
napipetoval pomoci automatické multikanalové pipety. Luciferasa byla co nejrychleji
pipetovdna ve sméru méficiho paprsku, aby ve vSech jamkdach byly stejné podminky
pro méreni. Nasledné byla desticka vloZzena do luminometru. Po méreni byly

vyhodnoceny vysledky pomoci programu Microsoft Excel.

4.3.3.6 Stanovenikoncentrace bilkoviny pomoci BCA

Metoda stanoveni proteinu pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA) kombinuje
redukci Cu?* na Cu* proteinem v alkalickém prostfedi (reakce je zndméajako Biuretova
reakce), s vysoce citlivou a selektivni kolorimetrickou detekci kationtu Cu* pomoci BCA

(Thermo Fisher Scientific [online]).

V prvnim kroku dochazi k reakci proteinu s Cu®* v alkalickém prost¥edi a redukci
Cu2* na Cu®. Vnasledujicim kroku reaguji za vzniku komplexu 2 molekuly BCA
s médnatym kationtem, ktery vznik v prvnim kroku (viz Obrazek 13). Intenzivni fialové
zbarveny produkt je rozpustny ve vodé a vykazuje silnou linedrni absorbanci pfi 562

nm se zvysujici se koncentraci bilkovin (Thermo Fisher Scientific [online]).
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, OH
Protein + Cu?* ——— = (CuU'

Obrazek 13 Princip probihajicich reakci pfi stanoveni koncentrace bilkovin

(Thermo Fisher Scientific [online])

Provedenitestu

Po zméreni ATP mohly byt vzorky vyuZity pro stanoveni koncentrace bilkovin
nebo uchovany pfi -20°C do méreni. Kdyz byly vzorky méreny ndsledujici dny, bylo
potfeba vzorky po rozmrazeni zhomogenizovat pomoci FastPrep24 homogenizatoru po
dobu 30 s. Nasledné se vzorky musely centrifugovat 10 minut p¥i 13 200 rpm. Pokud se

vzorky zpracovavalyihned po zméreni ATP, nemusely se dale zpracovavat.
Pro pfipravu kalibraéni kfivky se pouZziva 0,2% hovézi sérovy albumin (BSA,
Pierce™). 0,2% BSA se musi 10x naredit Tris/EDTA pufrem, aby vznikl 0,02% roztok BSA.

Tris/EDTA s bilkovinou se pipetuje do mikrozkumavky s odparenym Tris/EDTA, aby

sloZzeni kalibracni kfivky bylo stejné jako sloZeni vzorkd.

Roztoky pro kalibra¢ni kfivku jsou pfipraveny misenim roztoku 0,02% BSA

s Tris/EDTA pufrem o potfebném objemu podle Tabulky 4.

Tabulka 4 Priprava kalibracni kfivky pro stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace 0,02% roztok BSA Tris/EDTA pufr
1 0 pg/ml oul 200 ul
2 40 pg/ml 40 pl 160 pl
3 80 pg/ml 80 ul 120 ul
4 120 pg/ml 120 pl 80 ul
5 160 pg/ml 160 pl 40 pl
6 200 pg/ml 200 pl 0 pl




Na 96-jamkovou desticku Greiner se napipetovalo 10 pl roztok( pro vytvoreni
kalibracni kfivky ze zkumavek 1-6 vidy o 4 paralelnich mérenipro kazdou koncentraci
(viz Tabulka 3). Z vysledk(l 4 méreni se pti vypoctech udélal pramér, ktery byl vyuzit pti
vyhodnocovani. Nasledné se na desticku napipetovalo 10 pl supernatantu
pfipravenych vzork(. Ke vSem napipetovanym roztoklim na desti¢ce se pridalo 200 pl
pracovniho roztoku C (vznikd smisenim roztoku A a B) pomoci automatické

multikandlové pipety.

Pripravend desticka se inkubovala 30 minut pfi 37°C a rychlosti tfepani 350 rpm.
Kinkubaci byl vyuzit Thermomixer. Poté se méfila absorbance pfi 562 nm pomoci

pristroje Tecan. Vysledky byly dale zpracovavany pomoci programu Microsoft Excel.

Timto zplGsobem byla ve vzorcich homogenitu H. contortus stanovena
koncentrace proteinl, ke které pak byla vztazena zmérend koncentrace ATP.

Normalizovand koncentrace ATP vyjadfuje viabilitu hlistic.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vliv extrakti z kapradin na lihnuti vajicek

EHT byl pouzit pro hodnoceni schopnosti lihnuti vaji¢ek ISE kmenu H. contortus,
které byly vystaveny extraktlm kapradin po dobu 48 hodin pti 27°C. Bylo pouZito pét
koncentraci extraktd— 12,5, 25, 50, 100 a 200 pg/ml. 0,5% roztok DMSO byl pouZit jako

kontrola.

Obrazek 14 zobrazuje ucdinnost jednotlivych extraktl po 48-hodinové inkubaci
vajicek ISE kmene H. contortus. Jednotlivé body reprezentuji primér ze dvou méreni
(n=2). Smérodatna odchylka (SD) u vétSiny vzork( byla v rozmezi 0,01-10,3%. U
kapradiny F18 (Dryopteris aemula) v koncentraci 200 pg/ml doslo ke sniZzeni schopnosti

l[ihnutilarevo 28%, s SD=19,1%.

150 =

F35 Athyrium distentifolium

100 = _——

0
(=]
1

F14 Dryopteris remota
F15 Dryopteris cambrensis
F18 Dryopteris aemula

% vylihlych larey
(vztaZene ke kontrole)

0 L] L] L] L]

L] | |
0 12.5 25 50 100 200
Koncentrace [ug/ml]

Obradzek 14 Vliv extrakt( kapradin na lihnuti vajicek H. contortus
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5.2 Vlivextrakti z kapradin na viabilitu dospélcui

Anthelminticky uc¢inek kapradin byl testovdn na samcich a samicich H. contortus.
Byl vyuzit kmen ISE, ktery je citlivy na béiné pouzivana anthelmintika. Bylo vybrano
osm druht evropskych kapradin, jejichZ extrakty byly pouZity ve ¢tyfech koncentracich

1, 10,50 a 100 pg/ml.

Stanoveni mnoistvi ATP je vhodnou metodou pro uréeni viability
bunék/organism(. ATP se v burikach podili na Zivotné dalezitych funkcich. Pokud je
burika poSkozena nebo zemre, dochazi k poklesu koncentrace ATP v burice (Promega

[online]).

Pro normalizaci hodnotkoncentrace ATP v jednotlivych vzorcich byla stanovena
celkovd koncentrace proteinl v pg pomoci BCA stanoveni. Normalizovand hodnota ATP

vyjadtuje viabilitu hlistic.

5.2.1 Screening anthelmintické ucinnosti kapradin

Nejprve byl proveden screening 8 druhl evropskych kapradin, aby byly zjistény
extrakty s anthelmintickym ucéinkem. Viabilita dospélci H. contortus je vyjadiena
v procentech kontroly (= 100%), kde hlistice byly inkubovany v mediu pouze s 0,1%
DMSO.

Obrdazek 15 zndzornuje dva grafy zobrazujici vliv jednotlivych vytazk( kapradinu
dospélch H. contortus. Screening byl proveden v 8 replikdtech pro samice a samce.
Data jsou prezentovana jako prlmér t stfedni chyba prlméru. Z grafu zavislosti
viability na koncentraci extrakti je patrné, Ze dochazi Zivotaschopnost samic a samcu
snizuji extrakty z kapradin Athyrium distentifolium, Dryopteris borreri, Dryopteris

cambrensis a Dryopteris aemula. S témito 4 kapradinami byly provadény dalSitesty.
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Obrazek 15 Vliv vytazku 8 druhi kapradin na viabilitu dospélct H. contortus

5.2.2 Vliv vybranych kapradin na viabilitu dospélct

Kapradiny, ucinné ve screeningu, byly pouzity pro dalsi experimenty. Byly
provedené tfi nezavislé experimenty — 2 experimenty po 4 replikdtech a 1 po 8
replikdtech v kazdém z experimentu (n=16). Data jsou prezentovany jako primér +
stfedni chyba priméru. Pro statistickou analyzu byl pouZit two-way ANOVA test

s Dunnettovym vicendsobnym srovndvacim testem v programu GraphPad Prism 9.

Obréazek 16 zahrnuje dva grafy zavislosti viability samic/samc( na koncentraci
extraktd Ctyr kapradin. Byly pouzity ¢tyfi koncentrace extraktl — 1, 10, 50, 100 pg/ml.
U samic dochazi ke snizeni viability pfi pouZiti koncentrace 100 pg/ml u vsech
pouZitych extraktl oproti kontrolnim vzorkiim. Snizeni je hodnoceno jako statisticky
signifikantni. U samct dochazi ke sniZeni viability u dvou druht kapradin, ale tento
pokles nebyl signifikantni. Extrakty z kapradin Dryopteris borreria Dryopteris aemula u

samcl zvySovaly koncentraci ATP oproti pouZité kontrole.
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Obrazek 16 Vliv vybranych 4 druhi kapradin na viabilitu dospélct H. contortus;

*=p < 0,05
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6. DISKUSE

Haemonchus contortus, vyznamny parazit malych prezvykavcli, se vyskytuje
témér se po celém svété. Ovce nebo kozy pozrou infekénilarvy L3 béhem pasty. Larvy
se dostavaji do slezu, kde saji krev hostitele. Pro onemocnéni zvané hemonchodza je
typickym priznakem anémie. U nemocnych zvifat dochazi ke sniZzeni produkce mléka,

viny, Ubytku hmotnostiaz smrti (Craig, 2009).

K 1é¢bé a kontrole hemonchdzy se nejcastéji pouzivaji syntetickd anthelmintika.
Castd a obécas i nespravna aplikace anthelmintik vedla k rozvoji rezistence u téchto
helmintli, ke zvySeni pfitomnosti rezidui vmase a mléce a také ke
kontaminaci Zivotniho prostfedi (Ahmed et al, 2020). Navic synteticka Iéciva jsou pro
nékteré zemédélce, hlavné v rozvojovych zemich, nedostupnd a drahd. V disledku
toho roste snaha najit alternativni reseni, ktera by zmensovala ekonomické ztraty
zpUsobené infekci. Rostliny a z nich vytvorené extrakty a produkty, ¢asto vyuzivané
v lidové mediciné, by rovnéz mohly slouzit jako zdroj cenové dostupnych a ucinnych

anthelmintik (Ahmed et al, 2020; Eguale et al, 2007).

Mnoho rostlin bylo zkoumano pro jejich anthelminticky ucinek.Jednou z rostlin
s vyznamnym ucinkem je Cucurbita pepo, u jejichz semen byly prokazané ucinky proti
H. contortus. Siroce studovanda je diky svym lé¢ebnym vlastnostem Carica papaya.
Prokdzany anthelminticky uc¢inek in vitro je u Veronia amygdalina, silic Cissus
quadrangularis, Schinus mole, Ruta chalepensis, Citrus aurantifolia, Anthemis nobile a

Levandula (Zajickova et al, 2020).

Pro naSe experimenty byly pouZity extrakty kapradin ziskanych z Botanické
zahrady Univerzity Karlovy v Praze a soukromé zahrady RNDr. Libora Ekrta, Ph.D.
Extrakce kapradin vychazela z postupu zminéném ve studii L. Langhansové

(Langhansovaetal, 2017).

Po maceraci suseného rostlinného materidlu v 85% MeOH byla provadéna
extrakce pomoci ctyr rozpoustédel — n-hexanu, chloroformu, ethylacetatu a n-
butanolu. Ziskané frakce byly odpareny pomoci vakua, rozpustény v pfislusném

rozpoustédlea opét odpareny do sucha pomoci dusiku. Takto mohly byt uchovavany
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extrakt pti teploté -80°C. Pfed experimenty byly extrakty rozpustény v DMSO, aby byla

koncentrace extraktu 100 mg/ml.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit anthelminticky ucinek extraktt

evropskych druht kapradin.

Nejprve byla pomoci EHT zjiSténa schopnost extraktl z kapradin inhibovat lihnuti
vajicek H. contortus v larvy L1. Vajicka ISE kmenu byla inkubovana s extrakty kapradin
po dobu 48 hodin pfi 27°C. Po inkubaci byly pomoci mikroskopie zjistény pocty vajicek
a vylihnutych larev. Schopnost lihnuti larev je vyjadiena v procentech kontroly (vajicka
ovlivnéna pouze rozpoustédlem tj DMSO). U vajicek inkubovanych s extraktem
kapradiny Dryopteris aemula doslo k uréitému snizeni schopnostilihnutilarev, ale toto

snizeni nebylo statisticky signifikantni.

Anthelminticky ucinek kapradin byl dale zkouman na dospélcich H. contortus.
Samci a samice byli inkubovani s jednotlivymi extrakty kapradin po dobu 48 hodin pfi
teploté 37°C. Poté byla stanovena koncentrace ATP, kterd byla vztazena k hodnoté
koncentrace celkovych proteini. Normalizovand hodnota ATP vyjadfuje viabilitu
dospélch. Se zvysSujici se koncentraci extraktll dosSlo k poklesu viability u samic.
K signifikantnimu poklesu viability samic dochazelo aZ pfi koncentraci 100 pg/ml u
¢tyfech z osmi testovanych kapradin. U&inné byly extrakty z Athyrium distentifolium,
Dryopteris borreri, Dryopteris cambrensis a Dryopteris aemula. Mezi samicemi a samci
byly patrné znacné rozdily v reakci na pfitomnost extraktl z kapradin. U samcu
inkubovanych s nékterymi druhy kapradin doSlo pravdépodobné vlivem stresu ke

zvySeni produkce ATP.

Ve studii K. D. Rajeshe (Rajesh, 2014) byla testovana anthelminticka uc¢innost u 6
druh( kapradin. Byly pouZzity ethanolové extrakty kapradin, kterym byly vystaveni
dospélci H. contortus izolovani z abomasa ovci. Byla stanovena doba potifebna k
paralyze a Uhynu jednotlivych ¢ervl. U extraktl, které vykazovaly ucinky, byly ddle
testovany ucinky in vivo na stadu infikovanych ovci (Ovis aries). Ovce infikované H.
contortus byly |éCeny ethanolovymi extrakty o koncentraci 100 mg/ml, které jim byly
podavany perordlné pomociinjekéni stiikacky o objemu 10 ml. 0. den (pfed oSetfenim

ovci lécivy) a 5., 7. a 9. den po osSetfeni se odebiraly vzorky stolice, ve kterych byl
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pomoci mikroskopu poditan celkovy pocet vajicek v zorném poli. Studie potvrdila

anthelminticky u¢inek vSech 6 kapradin.

Oproti studii Rajeshe (2014) byly v nasich experimentech pouzity ethanolové
extrakty jinych druht kapradin a v koncentraci 1, 10, 50 a 100 pg/ml, coZ jsou mensi
koncentrace, nezi byly pouZity ve studii Rajeshe (2014). Extrakty z Athyrium
distentifolium, Dryopteris borreri, Dryopteris cambrensis a Dryopteris aemula, které
vykazaly potencidlni ucinnost budou podrobeny dalSim experimentim. Bude
vyzkousena jejich ucinnost ex vivo na rezistentnich kmenech H. contortus a pripadné
testovana jejich uc¢innost in vivo na ovcich infikovanych H. contortus. Zdivodu mozné

toxicity kapradin by mél byt také sledovan jejich u¢inek napf. na ovéich hepatocytech.
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7. ZAVER

V ramci diplomové prace

byly z trusu infikovanych ovciizolovany vajicka vlasovky slézové (ISE kmen)
byli ze slezu infikovanych ovciizolovani dospélci vlasovky slézové (ISE kmen)
byla provedena extrakce 8 vybranych druhi evropskych kapradin

byla testovdna ucinnost extraktl kapradin na lihnuti vajicek pomoci EHT
s mikroskopickym vyhodnocenim. Zadny z testovanych extraktd neinhiboval

signifikantné lihnutivaji¢ek vlasovky slezové.

byl testovan vliv extrakt( kapradin na viabilitu dospélct H. contortus (ISE kmen)
pomoci stanoveni koncentrace ATP a proteinG. U¢inné byly extrakty z Athyrium
distentifolium, Dryopteris borreri, Dryopteris cambrensis a Dryopteris aemula v

koncentraci 100 pg/ml.
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8. POUZITE ZKRATKY

A. cochliacantha
A. muricata
A. musiformis
A. quercifolia
A. suum

ATP

BCA

BSA

C. citratus

C. elegans

C. pepo

CNS

CT

D. crassirhizoma
D. esculentum
D. filix-mas
DMSO

EBV

EDTA

EHT

FC

GABA

H. contortus

Acacia cochliacantha

Annona muricata

Arthrobotrys musiformis

Aglaomorpha quercifolia

Ascaris suum

adenosintrifosfat (adenosinetriphosphate)
kyselina bicinchoninova (bicinchoninic acid)
hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)
Cymbopogon citratus

Caenorhabtis elegans

Cucurbita pepo

centrdlni nervovy systém

kondenzované taniny (Condesed tannins)
Dryopteris crassirhizoma

Dryopteris esculentum

Dryopteris filix-mas (kaprad samec)
dimethylsulfoxid

virus Epstein-Barrové (Epstein-Barr virus)
ethylendiamintetraoctova kyselina

test lihnutivajicek (Egg hatch test)

flash chromatografie (Flash Chromatography)
v-aminomaselnakyselina (4-aminobitanoic acid)

Haemonchus contortus
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H11
HEPES

H-gal-GP

HIV

HPLC

HT
HTS
ISE
L1
L2
L3
L4

LC-ELSD-MS

MRSA

MS
MTT
NAD(P)H

NMR

O. dentatum

PBS

protein z gastrointestinalnihotraktu H. contortus
N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N'-4-butansulfonové kyselina

H. contortus galaktdza obsahujici glykoproteinovy

komplex

virus lidské imunitni nedostatecnosti (Human

Immunodeficiency Virus)

vysokoucinna kapalinovd chromatografie (High-

Performance Liguid Chromatography)
hydrolyzovatelné taniny (Hydrolysable tannins)

vysoce vykonny screening (High Throughput Screening)
Inbred Susceptible Edinburgh

larva prvniho stadia

larva druhého stadia

larva tfetiho stadia

larva ctvrtého stadia

spojeni kapalinové chromatografie s ELSD detektorema
MS detekci (Liguid chromatography-Evaporatice light

scattering detector-Mass spectrometry)

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus)
hmotnostnispektrometrie (Mass spectrometry)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
nikotinamindadenindinukleotidfosfat (

nukledrni magneticka rezonance (Nuclear magnetic

resonance)
Oesophagostonium dentatum

fosfatovy pufr
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PCR

SEM

SONOP

SPE

T. colubriformis
T. macroptera
TRIS

V. amygdalina

polymerdzova retézova reakce (Polymerase chain

reaction)

P-glykoprotein (P-glycoprotein)

smérodatna odchylka

stfednichyba priimér (Standard error of the mean)
Sonification solution

extrakce na pevné fazi (Solid Face Extraction)
Trichostrongylus colubriformis

Terminalia macroptera
tris(hydroxymethyl)aminomethan

Vernonia amygdalina
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