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Nazev diplomové prace: Antiproliferativni a anthelmintické G¢inky extraktl z kapradin

Kapradiny patfi mezi vyssi vytrusné cévnaté rostliny. V této praci byly zkoumany
antiproliferativni a anthelmintické ucinky extraktii vybranych druhti kapradin.
Antiproliferativni G¢inky extrakti byly testovany na bunécné linii SW480. Jedna se o
bunécnou linii pivodné ziskanou z primarniho adenokarcinomu tlustého stieva.
Anthelmintické Uc¢inky extraktl byly studovany na larvach L3 Haemonchus contortus,
coZ je nejrozsifenéj$i vnitini parazit ovci a koz. Pro zjisténi antiproliferativni aktivity
extrakti byl nejprve proveden uvodni screening vice druhli kapradin o dvou
koncentracich.  Cytotoxicita byla vyhodnocena zméfenim absorbance na
spektrofotometru Tecan. Ctyfi druhy kapradin, které vykazovaly nejslibngjsi
antiproliferativni aktivitu byly podrobeny testovani ve tfech Casovych intervalech a
¢tyfech koncentracich. Larvy L3 H. contortus byly vystaveny extraktim kapradin po
dobu 7 dnli a pomoci mikroskopie bylo stanoveno procento vyvinutych larev L4
z celkového mnozstvi pouzZitych larev stddia L3. Nejvyssi antiproliferativni a
anthelmintickou aktivitu vykazovaly druhy Athyrium distentifolium, Dryopteris aemula,
Davallia canariensis a Polystichum aculeatum. Vyznamnou anthelmintickou aktivitu

prokazal navic druh Dryopteris dilatata.
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Title of diploma thesis: Antiproliferative and anthelmintic effects of fern extracts

Ferns belong to spore vascular plants. In this study, an antiproliferative and
anthelmintic effects of selected fern extracts were investigated. The antiproliferative
effect of the extracts was tested on the SW480 cell line. This cell line was originally
obtained from primary adenocarcinoma of the colon. The anthelmintic effect was tested
on L3 larvae Haemonchus contortus, the most common internal parasite of sheep and
goats. Firstly, to determine the antiproliferative effect of the extracts, an initial screening
was performed. Cytotoxicity was evaluated by measuring absorbance on a Tecan
spectrophotometer. The four fern species that showed most promising antiproliferative
activity were tested at three time intervals and four concetrations. H. contortus larvae L3
were exposed to fern extracts for seven days and the percentage of developed L4 larvae
was detected by microscope. Athyrium distentifolium, Dryopteris aemula, Davallia
canariensis and Polystichum aeculatum showed the highest antiproliferative and
anthelmintic activity. In addition, Dryopteris dilatata showed significant anthelmintic

activity.
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1. UVOD

Helmintézy jsou infekéni onemocnéni vyvoland parazitickymi cervy ze skupiny
helmintt. Jejich vyskyt na farmach zpisobuje velké hospodaiské ztraty, nebot’ vedou
ke snizeni produkce zvifat a mnohé Zivot ohrozujici stavy konc¢i 1 smrti. Jednim
z nejrozsifenéjSich helmintti je vlasovka slezovd (Haemonchus contortus), ktera

parazituje ve slezu ptezvykavcu.

Lécba a kontrola infekce spociva v podavani anthelmintik. V souc¢asné dob¢ je na
trhu kdispozici pét skupin anthelmintik: benzimidazoly, imidazothiazoly,
makrocyklické laktony, aminoacetonitrilové derivaty a spiroindolové derivaty.
Nadmérné uzivani anthelmintik a jejich neptesné davkovani vede velice Casto
k rozvoji rezistence, kterd byla zaznamenana u vSech dostupnych skupin
anthelmintik. Rezistence je stav, kdy hlistice ztraci citlivost vici 1é¢ivu, ke kterému
byla diive odolna. H. contortus ma vysokou genetickou rozmanitost, proto je u ngj

rezistence zcela béZznym jevem.

Nové metody feSeni infekce se zaméfuji na epidemiologické aspekty parazita a
jsou vhodnym doplnénim ke stavajici 1é€be. Pozornost se také smétuje k prirodnim
latkam, které by mohly byt vhodnou alternativou syntetickych anthelmintik. Jejich
vyhodou je, Ze nezpiisobuji rezistenci a maji minimalni vyskyt nezadoucich uc¢inkd.

Pro anthelmintické G¢inky se zkoumaji samotné rostliny a jejich metabolity.

Jedna ze skupin s potencidlnim anthelmintickym tG¢inkem jsou kapradiny. Cilem
této diplomové prace bylo zjistit, zda extrakty rlznych druhii kapradin vykazuji
anthelminické a antiproliferativni €inky. Pokud by se podatilo nalézt takto ¢inné
pfirodni 1é¢ivo, mélo by to zajisté vyznamny piinos v terapii parazitarnich infekci a

nadorovych onemocnéni.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Haemonchus contortus

2.1.1. Taxonomie

Haemonchus contortus neboli vlasovka slezova znama jako ,.Cerveny-
zaludkovy ¢erv* se fadi do kmenu hlistice (Nematoda), tiidy Secrentea, fadu
Strongylida, celedi Trichostrongylidae a rodu Haemonchus (Animal

Diversity Web [online]).
2.1.2. Morfologie

Télo H. contortus je nitkovitého tvaru dlouhé piiblizn¢ 10 az 30 mm.
Parazit je odd€leného pohlavi, samecci jsou zpravidla krat§i nez samicky
(Kaufmann, 1996). Samecci dosahuji délky v priméru 10-20 mm, samicky
jsou obvykle dlouhé 18-30 mm (Naeem et al., 2021). Barva téla je
nacervenald, jelikoz se vlasovky zivi krvi hostitele. Pohlavi 1ze od sebe
rozeznat, jelikoz u samicek je viditelnd déloha, kterd se jevi jako bile

zabarvené misto na nacervenalém téle (Kaufmann, 1996).

Télo hlistic miizeme rozdé€lit do tii ¢asti. V predni ¢asti téla se nachazi Gsta,
pysky a jicen, tedy organy, diky kterym muze hlistice ptijimat potravu. Také
jsou zde smyslové organy, které umoziuji hlistici pohyb a orientaci
v prostiedi. V prostfedni ¢asti nalezneme stfeva, pohlavni organy a jejich
vyvody a aparat podilejici se na regulaci osmotického tlaku. V koncové ¢asti

téla sameckll vyustuji pohlavni organy a stfevo (Rysavy, 1989).

Télo hlistic pokryva kutikula (tegument), kterd je tvofena zafezy
pfipominajici  ¢lankovani (pseudosegmentace). Kutikula je rizné
strukturovand, v pfedni a zadni Casti byva rozSifena a vytvari tzv. kiidla
Sijova (cervikélni), bo¢ni (laterdlni) a ocasni (kaudalni). U sameckl tyto
roz§itené struktury maji funkci kopulacnich organi (RySavy, 1989).
Kutikula se podili nejen na opoie téla hlistice, ale zaroven je dulezita pro
pohyb hlistic, pro interakci s hostitelem a probiha pies ni latkovd vymeéna

(Volf a Horak, 2007).



Hlistice maji nepravou télni dutinu (pseudocoel), kterd je vyplnéna
tekutinou a je dulezitd pro vnitini a latkovou sekreci, zarovenn pomaha
regulovat osmoticky tlak. Vysoky vnitini tlak mechanicky chrani organy

pied tlakem z vné¢jSiho prostredi (RySavy, 1989).

Exkre¢ni orgéany hlistic jsou tvofeny dvéma kanalky podél téla, které
vedou od zadni ¢asti smérem doptfedu. V predni Casti se spojuji a vytvari
exkre¢ni kanalek vedouci na povrch téla k exkrecnimu otvoru (RySavy,

1989).

Centralni nervovy systém hlistic se nachdzi v oblasti jicnu, tvofi zde tzv.
cirkumesofageédlni prstenec, ktery spojuje nervova ganglia. Z prstence
vystupuje Sest nervovych drah, které se dale vétvi a inervuji riizné ¢asti téla.
Dutlezitd je inervace zejména pro senzorické organy, tzv. amfidy, které se

nachdzi v predni ¢asti téla (Rysavy, 1989).

V piedni c¢asti tela hlistic nalezneme hlavovy oddil, ktery je tvoien
za¢atkem téla a ustni dutinou (kapsula), a také hltanovy oddil. Ustni otvor
byva na hibetni nebo bfisni strané, kolem n¢&j jsou rlizné utvary, tzv. pysky
(labia). Kolem ust se také nachazi hlavové papily, coZ jsou vyvySeniny
nesouci funkci chemorecepcnich organti. Na spodni ¢ast Ust navazuje jicen
(esofagus), ktery muze tvotit dvé Casti — zlaznatou a svalnatou. Na konec
jicnu nasedd stfevo, které sméfuje aZz k zadni Casti téla a konci fitnim
otvorem (kloaka). U sameckl do stfeva v zadni ¢asti usti vyvody pohlavnich

zlaz. Ritni otvor se vétSinou nachazi na biisni stran€ (Rysavy, 1989).

Samecci maji vétSinou neparové pohlavni organy, jsou tvorené
trubicovitym varletem, které ptfechdzi v chamovod. Chamovod tvofi
semenny vacek (vesicula seminalis) a vyvodny kanalek (ductus
ejaculatorius), ktery usti spole¢né se stftevem do fitniho otvoru. Kolem
téchto vyvodi jsou ulozeny kopulacni organy — spikuly a gubernakulum,

které tvoii jiz zminéna boc¢ni kiidla kutikuly (RySavy, 1989).

Naopak samic¢ky maji pohlavni orgény vétSinou parové. Jsou tvorené

vajeCniky (ovaria), které maji vzhled trubic a pfechdzi ve vejcovody
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(ovidukty) a délohu (uterus). VEétsinou je jeden vajecnik tvoien v predni ¢asti
téla, druhy v zadni ¢asti a v prostfedni se poté spojuji v kandlek vyustujici
na povrch téla. Tento kanalek je zpravidla na bfisni strané téla a tvoii vulvu,
tedy samiCi pohlavni organ. Vajecné buiiky jsou tvoieny ve vajecnicich,
sestupuji do délohy, kde po oplodnéni sam¢im spermatem vznikaji vajicka.

Vajicka jsou obvykle kulovitého tvaru s riznymi vystupky (Rysavy, 1989).
2.1.3. Zivotni cyklus

Haemonchus contortus patii mezi geohelminty, tzn. Zze ma pfimy zivotni
cyklus a jeho vyvoj probihd v hostiteli a v zivotnim prostfedi hostitele

(Rygavy, 1989).

Do zivotniho prostiedi hostitele se vajicko helminta dostane z fekalii
nakazenych zvifat. Pokud jsou vhodné podminky, dostatecnd teplota a
vlhkost, vajicko se vyviji a vznika prvni stddium larvy (L1). Tyto larvy se
zivi na bakteriich a organickych latkach z fekalii a vyviji se do druhého
stadia larvy (L2), ptficemz L1 tvoii kutikulu. Tento vyvoj probihd az do
tietiho stadia larvy (L3), kde ma larva celkem tfi kutikuly (RySavy, 1989).
Vyvoj z vajicka do L3 tva ptiblizn€ 5-10 dni (Craig, 2009).

Larva L3 je infek¢ni stadium a muize tedy opustit fekalie a vystoupat na
povrch vegetace (Rysavy, 1989). L3 je uzaviena v pouzdru vody, ktera ji
chrani pfed vysuSenim a také pfed krmenim, aby nevycerpala energii, kterou
nabrala béhem rlstu. Vyvoj z vajicka do stadia L3 zavisi na okolni teplote,
contortus je pii teploté¢ 25°C az 38°C (Zajac a Garza, 2020). Pokud je ale
teplota niZ8i, ma naopak larva vétsi Sanci na pieziti. Larva se miiZze dostat na
vegetaci pouze pokud je dostatecnd okolni vlhkost, jelikoz sucho
znesnadiiuje migraci, ale pasivné ji mize prenaSet hmyz, zizaly nebo jiné

vlivy prostiedi (Craig, 2009).

Z vegetace larva L3 miize byt poziena dobytkem a tim se dostava do
hostitelského organismu. V bachoru se larva svléka z kutikuly pod vlivem
nizkého mnozstvi kysliku, vy$s§iho mnozstvi oxidu uhli¢itého a vyssi teploty.

L3 se poté pfesouva do vlastniho zaludku, slezu. Béhem kratké doby se
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vyviji do ¢tvrtého stadia larvy (L4), kterd se uz krmi krvi hostitele. Po tiech
tydnech od pozieni hostitelem je samicka schopna produkovat vajicka,

konktrétné jich mtze byt 5000 az 6000 denn¢ (Craig, 2009).

Pokud je obdobi zimnich mésict, tedy sucha a chladna, hlistice je schopna
se takovym podminkdm piizptisobit. Pfezimuje v poslednim zaludku
ptezvykavci slezu (abomasum). Zde podstupuje hypobidzu, stav, ve kterém
se larva nekrmi, ani neklade vajicka a nezptisobuje hostiteli zadné Skody
(Machen, 1998 [online]). Hypobiotické larvy nerozpoznd imunitni systém
hostitele a nemuze se jich tedy zbavit sam od sebe (Craig, 2009). Pokud
nastava obdobi rozmnozovani, porodu nebo laktace, larva to pfijme jako
signal pfichazejiciho jara a pokracuje ve vyvoji. Nejvyssi nachylnost
organismu k infekci je 30 dni pfed porodem a 30 dni po porodu (Machen,

1998 [online)).

Vajicka se dostanou do pastvin z fekalii a cely proces se opakuje. Kdyz se
otepli, larvy ¢ekaji na mlad’ata, aby je poziela a dochédzi k nakazeni dalSich
jedincti. VétSina hlistic diky hypobidze ma vyssi Sanci na preziti. Larvy,
které se nachazi na vegetaci vétSinou zahynou v obdobi zimy a sucha.
Nicméné velka €éast larev se nachazi uvnitt hostitele a ztraty v populaci

hlistic nejsou tedy nijak vyznamné (Machen, 1998 [online]).
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Obr. 1 Zivotni cyklus Haemonchus contortus (Machen, 1998 [online])

2.2. Infekce zplisobené H. contortus
2.2.1. Vyskyt infekce

Infekce vyskytujici se u hospodarskych zvitat zplisobené H. contortus jsou
roz$ifené po celém svét€ a jsou piicinou vyznamnych hospodatskych ztrat.
Nejvice nachylna k infekci jsou mlad’ata, nicméné parazité jsou pfitomni u
vSech pasoucich se zvifat, jelikoz pastviny jsou obecné vysoce
kontaminované. Obecné se uvadi, ze 75-80 % zvitat ve stad¢ v sob& ukryva
nematody o nizké zatézi. A u 15-20 % zvitat ve stad¢ je vysoka zatéz Cervy,
coz je v prepoctu vice nez 10 000 Cervil uvniti hostitele. Ve vétSiné piipadi
se jednd o hypobiotické larvy a neni tedy viditelné poSkozeni hostitele

(Charlier et al., 2016).

2.2.2. Priznaky infekce

Anémie, bledé sliznice a hypoproteinémie (otekla Celist) jsou nejcastéjSimi
akutnimi pfiznaky nakazeni. Pfiznaky jsou viditelné u vice jednotlivel ve
stadé a mohou se objevit velmi nahle. Hostitel mize trpét prijmem, ale to je
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Casto nespecificky a méné patrny pfiznak, ktery se vykytuje spiSe az u
tézkych infekei. Zvitata maji snizenou chut’ k jidlu, spise polehdvaji a Casto

muze infekce koncit i smrti (Craig, 2009; Machen, 1998 [online]).

U chronickych infekci bylo zjisténo, ze parazitismus muZze ovlivnit
piibyvani na vaze, rast kosti, produkci mléka, viny a také moznost

reprodukce (Coop a Holmes, 1996).
2.2.3. Diagnodza

Diagnoza v pastevnich podminkach je Casto obtizna. NejéastéjSim jevem
je ptitomnost vaji¢ek hlistic ve stolici. Ale k anemii a smrti mize dojit 1
v piipad¢, kdy hlistice nejsou jesté¢ dospélé a schopny produkce. V tomto
pripadé nejsou pozorovatelnd vajicka ve stolici a jedinym prukazem

ptitomnosti hlistic je vySetteni slezu (Miller a Kaplan, 2012).

Nejlepsim odhadem zatizeni parazitem je kvantifikace vajec ve stolici
(FEC — faecal egg count). Pouziva se kvantitativni McMaster metoda, ktera
udava pocet vajec na gram stolice. Principem McMaster metody je
diferencialni hustota. Vejce parazita ve vodé klesaji ke dnu, ale v jinych
chemikaliich, které¢ maji vyssi hustotu nez voda, budou plavat a daji se tedy
spocitat. Nejcastéji se pro metodu pouziva roztok chloridu sodného, kde 1
litr flotaniho roztoku vystac¢i az na 30 McMaster vySetfeni. Test je nejlepsi
provadét z Cerstvé odebrané stolice, kterd se musi béhem piiprav uchovavat
v lednici, aby nedosSlo k vylihnuti vajec pii pokojové teploté (Miller a
Kaplan, 2012). Obecné plati, pokud se hodnota FEC u H. contortus pohybuje
nad 4000 vajec na gram stolice, jedna zadvaznou infekci a je potieba ji feSit
(Craig, 2009). Problémem je, Ze vSechna vejce hlistic celedi
Trichostrongylidae vypadaji velmi podobné a nelze je jednoznaéné
identifikovat. Nicméné pro spravny vybér strategie 1é€by, musime znat jaky
parazit konkrétné€ se na pastvé vyskytuje. Nasleduje tedy kultivace stolice,
izolace larev a mikroskopickd identifikace. Nicméné tato metoda vyzaduje
10 az 14denni inkubacni dobu a dostatecné parazitologické znalosti, proto se

uz dnes v praxi nepouziva (Miller a Kaplan, 2012).
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Pro ucely dikazu ptitomnosti vajec H. contortus ve stolici se dnes pouziva
jednodussi metoda. Bylo prokazano, ze arasidovy lektin se specificky vaze
na vajicka Haemonchus, ale ne na ostatni druhy Trichostrongylidae.
K vajickiim izolovanych ze stolice, se piida arasSidovy lektin, ktery je
konjugovén s fluorescein isothiokyanatem. Nasledn¢ je mozné identifikovat
vajicka Haemonchus pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie. Jedna se o rychlou
metodu, kde vysledky jsou zndmé ve stejny den pouziti testu. Problémem
muze byt ndkladnost testu, jelikoz je k provedeni potieba fluorescencni

mikroskop (Miller a Kaplan, 2009).

Pokud se jedna o rozsahlejsi infekce hlisticemi, které¢ zplisobuji anémie,
dobrym ukazatelem ztrat krve je objem Cervenych krvinek (PCV — packed
cell volume) a skore FAMACHA (nazev metody FAMACHA je odvozen od
autora, profesora Francois ‘Fafa® Malan — Chart). Tabulka FAMACHA
zahrnuje pét trovni infekce. Uroveii se zjistuje podle zabarveni dolniho
o¢niho vicka u zvifete. Barva je od Cervené, kterd znaci zdravé zvite, po
bilou, coz znamena velmi chudokrevné zvifre. FAMACHA skore dobie

koreluje s PCV a da se snadno pouzit (Miller a Kaplan, 2009).

PCV je ptesnéjsi ukazatel, podle kterého miZeme zjistit potiebu 1éCby.
Hodnoty PCV se lehce liSi u koz a ovci, nicméné normalni hodnoty se
pohybuji mezi 25 % az 30 %. Jelikoz se hlistice krmi krvi hostitele, pti

infekci hodnoty PCV klesaji. Prvni pfiznaky anémie (letargie, anorexie) se

wewvr

ey

pfi poklesu pod 15 %. Smrt mize nastat pti poklesu pod 10 %, Zijici zvifata
s témito hodnotami lze zachranit jediné transfuzi krve. Pokud se jedna o
vysokou zatéz H. contortus smrt muze nastat akutné. Samoziejmé pokles
PCV miiZe nastat i pfi jinych stavech, neZ je infekce, proto je potieba pro

jasnou identifikaci provést jesté jiné testy (Miller a Kaplan, 2009).
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Obr. 2 Tabulka FAMACHA, podle které miiZzeme zjistit zavaZnost
parazitické infekce: 1: v poradku, zvife neni tfeba 1écCit; 2: pfijatelné; 3:
hranice, lze zvazit 1¢¢bu; 4: nebezpedi, neni tieba vahat s 1écbou; 5: smrtelné,

je tieba nasadit 1é€bu okamzité (farmer’s weekly [online])

H. contortus je jediny parazit u kterého lze stanovit zatéz hostitele vizualni
kontrolou. Cervi zatéz se lze stanovit ziskanim, pocitanim a identifikaci
cervu pii pitvé. Cervi zijici ve slezu byvaji nejvice patogenni, proto by mél

byt tento organ preferovan z hlediska zkouméani (Craig, 2009).
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2.3. Lécéba helmintoz

2.3.1. Obecné pokyny pro podani lé¢iv

Vétsina anthelmintik pouzivanych u dobytka se podéava oralné, jelikoz jsou
parazité¢ pfitomni v travicim traktu, je tato forma nejucinnéjs$i. LécCiva se

davkuji injek¢ni stiikackou do zadni ¢asti krku (Williamson, 2019 [online]).

Prvnim dualezitym bodem v terapii je dostate¢nd davka anthelmintika.
Ovce a kozy metabolizuji anthelmintika riiznou rychlosti, proto musi byt u
kozy pouzita vyssi davka nez u ovce. VétSinou se jedna o dvojnasobné davky
u koz, s vyjimkou levamizolu, ktery se podava jen v 1,5nasobné vyssi davce.
Anthelmintika se davkuji v miligramech na kilogram (Miller a Kaplan,

2012).

Tab. 1 Bézn¢ uzivana anthelmintika u ovci a koz (Kaplan, 2014 [online])

LECIVO DAVKA - OVCE DAVKA - KOZA
Albendazol 7,5 mg/kg 20 mg/kg
Fenbendazol 5 mg/kg 10 mg/kg
Ivermektin 0,2 mg/kg 0,4 mg/kg
Levamizol 8 mg/kg 12 mg/kg
Moxidektin 0,2 mg/kg 0,4 mg/kg

Pokud selze jedno léCivo, lze pouzit jiné, nicméné 1 Casté stiidani
anthelmintik vede k rozvoji rezistence. Pokud je zjiSténa rezistence vuci
vSem tfiddm anthelmintik v dané oblasti, napf. na farmé&, lze pouZzit
kombinaci dvou anthelmintik z odliSnych tfid. Naptiklad kombinace
fenbendazol-levamisol nebo albendazol-ivermektin zvySuje U€innost. Pii
pouziti kombinace by méla byt vzdy poddna maximalni davka obou
anthelmintik (Miller a Kaplan, 2012). Léciva by se neméla michat do jedné

stiikacky, je nutné podavat kazdé zvlast’ (Williamson, 2019 [online]).
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2.3.2. Strategie 1écby

Odcervovaci strategie se zamétuji na specifické aspekty epidemiologie
parazita. Pfenos hlistice zavisi na mnoZzstvi pozienych infek¢énich larev

vvvvvv

rust picnin. Vyssi teplota a vlhkost (pfirodni nebo ume¢la) zajisti dostatecné
podminky pro rust vyzivného krmiva pro vyvoj dobytka. Nejvhodnéjsi je
tedy provést rutinni hodnoceni paraziti (napt. FAMACHA) v urcitych
intervalech, obvykle 2 az 4 tydny podle oCekavané zavaznosti infekce,
nejvice nachylné je obdobi pied, béhem porodu a po porodu. Od¢erveni neni
vhodné provadét u mladych jehnat, kterd jsou chovana na porazku, jelikoz
tato zvirata budou od ostatnich brzy oddélena a jejich od¢erveni by zvysilo

riziko infekce odolnymi hlisticemi (Miller a Kaplan, 2012).

V mirném podnebi je Castd hypobidza, kde se vétSina parazitli nachézi
uvniti zvifat, a ne na pastviné. Proto je dillezité odCervovani pred jarnim
obdobim, kde dochazi ke zbaveni se hypobiotickych larev a snizeni nasledné
kontaminace pastvin. VétSinou se jedna o obdobi od 15. prosince do 15.
unora, tedy obdobi po vétSich pordzkach a mrazech. Pro tento el od¢erveni
je potieba anthelmintikum, které je Uc¢inné proti hypobiotickym larvam.
Nejlepsi volbou jsou makrocyklické laktony, nékteré benzimidazoly, mohou
byt méné ucinné. Jelikoz hypobiotické larvy hostiteli nezplsobuji zadné
Skody, neni mozné pouZit k posouzeni selektivni test a je tedy na miste

odcerveni vSech zvitat ve stad¢ (Miller a Kaplan, 2012).

Zakladni strategii je cilend selektivni 1écba (TST — targeting selective
treatment). Jejim cilem je zachovani <casti hlistic reagujicich na
anthelmintika na pastvin€, z divodu prodlouzeni zZivotnosti 1é¢iv. Vajicka
hlistic se dostanou na pastvinu z vykall infikovanych zvitat, kterych je ve
stadé ptiblizné 30 %. U hlistic jsou piitomny geny, které koduji
anthelmintickou rezistenci, proto je dllezité zachovat v jejich genetické
informaci 1 geny citlivé na 1é¢iva. Pomoci FAMACHA systému lze odhalit
anemickd zvifata potiebujici odCerveni, zbytek zvifat ve stdd¢ se necha

neoSetfeny. Tato neoSetiend zvifata poskytuji tzv. refugium, coz jsou
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vnimavé hlistice, které fedi geny hlistic odolnych vici terapii (Miller a

Kaplan, 2012).

Dalsi strategii pouzivanou u mladych pfibirajicich zvifat k identifikaci
rostouci parazitarni infekce je hodnoceni pro snizeny pfirtistek hmotnosti.
Tato strategie vyzaduje pravidelné vazeni vSech zvirat ve stade. Jednotlivei,
kteti nesplituji pozadovanou prahovou hodnotu pro zvyseni hmotnosti jsou

ze stada odd¢lena a odcervena (Miller a Kaplan, 2012).

Dalsi vhodnou strategii je odcerveni zvitat a jejich nésledné presunuti na
,bezpecné® pastviny, tedy oblasti, kde je uroven kontaminace parazity velmi
nizkd a k reinfekci by tedy dochazelo po delSich Casovych intervalech.
Ptikladem takovych pastvin jsou oblasti, kde se ovce nebo kozy nepasly
zhruba 3 az 6 mésict, v zavislosti na klimatu. Dale to mohou byt pastviny
pouzivané k vyrobé sena nebo pastviny spasané konimi. Tato strategie je
pfinosna tehdy, pokud podle TST bude zajisténo, Ze refugium vnimavych
cervl se bude nachazet na nové pastviné. Béhem sezony se stiidani pastvin
pouziva v pfiblizn¢€ 30dennich intervalech, jelikoz tato doba je také
optimalni pro vyvoj novych hlistic pfi vhodnych teplotnich a vlhkostnich
podminkach, proto napf. 3mésicni intervaly by byly neucinné. Béhem
obdobi sucha a zimy je rotace zbytecnd, nebot vétSina larev pii téchto

podminkach na pastviné zahyne (Miller a Kaplan, 2012).
2.3.3. Odcervovaci programy

Takticke odcervovaci programy se pouzivaji k odstranéni ¢ervi z hostitelti
predtim, neZ dojde k rozmnoZovaci fazi parazita, kterd by kontaminovala
pastvinu. Pfikladem taktického odCervovani je 1écCit zvifata po 10 az 14
dnech od bohatych destt, které nasledovaly po suchém obdobi (Miller a
Kaplan, 2012).

Zachranné odcervovaci programy jsou vét§inou pouzivany u zvitat tézce
infikovanych, u kterych se projevi typické ptiznaky téZké anémie nebo otok

celisti (Miller a Kaplan, 2012).
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Oportunistické odcervovaci programy se pouzivaji pii ptiprave zvitete pro

urcité ucely, napf. kastrace, stithani nebo oc¢kovani (Miller a Kaplan, 2012).

Potlacujici  odcervovaci programy zahrnuji pouziti anthelmintika
v pravidelnych intervalech obvykle kazdé 2 az 4 tydny. Tyto programy
bohuzel vedou k rozvoji rezistence, protoze obecn¢ plati, ¢im Castéji se zvire
odcervuje, tim rychleji se vyvine rezistence na anthelmintika. Zaroven jsou

hodné¢ ¢asovée i financné narocné (Miller a Kaplan, 2012).

2.4. Anthelmintika

I kdyZ biologicka kontrola a ofkovani maji jisty potencidl v kontrole
parazitdz, chovatelé se stile spoléhaji na ucinnou anthelmintickou 1écbu

(Jiao et al., 2020).

Existuje velka fada chemickych latek, které maji toxické uUc€inky na
nematody. Prvnimi slouceninami s anthelmintickym wc€inkem, které byly
objeveny v minulém stoleti, jsou arsenit sodny, tetrachloroethylen,
tetrachlorid uhli¢ity, bisulfid uhlicity, siran méd’naty a nikotinsulfat. Tyto
latky prokdzaly bohuzel i velky toxicky Gc¢inek na hostitele a tento fakt vedl
k vyvoji slouenin s pfijateln€jSim bezpecnostnim profilem (Sarginson,

2012).

Ve veterinarni medicing se v souc¢asné dobé pouziva pét tfid anthelmintik:
benzimidazoly, imidazothiazoly, makrocyklické laktony,

aminoacetonitrilové derivaty a spiroindolové derivaty (Jiao et al., 2020).
2.4.1. Benzimidazoly

K objevu prvniho benzimidazolu — thiabendazolu doslo v 60. letech 20.
stoleti (Sarginson, 2012). Toto Sirokospektré 1éCivo se prokdzalo jako
bezpecné a vysoce ucinné proti rtiznym druhim vnitinich parazitd.
Nasledoval objev parabendazolu, cambendazolu a oxibendazolu, které se
v praxi jiz béZn¢ nepouzivaji. V 70. letech 20. stoleti byl prok4zan ucinek
albendazolu, fenbendazolu, oxfendazolu a mebendazolu, jez jsou komeréné

dostupné po celém svéte (Besier et al., 2016).
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Mechanismus uc¢inku benzimidazol spociva v inhibici syntézy tubulinu,
coz je protein tvorici mikrotubuly (Duchéaéek a Lamka, 2014). Mikrotubuly
jsou nedilnou strukturalni soucasti dilezitych aktivit, zejména motility,
sekrece, koordinace a transportu glukozy (Sarginson, 2012). Benzimidazoly
zpisobuji tedy zéastavu syntézy mikrotubulti a hromadéni tubulinu uvnitt
buiky. Vzhledem k dtlezitosti mikrotubuld v mnoha bunéénych procesech

dochazi nakonec ke smrti organismu (Kohler, 2001).

Vétsina benzimidazolti plisobi na vSechna vyvojova stadia nematod,
nektera jsou i ovicidni, tzn. Ze ni¢i vajicka parazita a brani jeho vyvinu

v larvu (Sarginson, 2012).

U ovcei a koz se ztady benzimidazoll pouzivaji zejména albendazol,

fenbendazol a mebendazol (Dobsikova et al., 2012).
2.4.2. Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Utinek levamisolu, prvniho imidazothiazolu byl popsan za po¢atku 70. let
20. stoleti (Sarginson, 2012). Jednd se o druhou skupinu Sirokospektrych
anthelmintik, kterd byla zavedena na trh (Besier et al., 2016).
Tetrahydropyrimidiny jsou derivaty imidazothiazolti a shoduji se s nimi

v mechanismu c¢inku a pouziti (Dobsikova et al., 2012).

Tyto latky plsobi jako agonist¢ nikotinovych acetylcholinovych
receptortl, které se nachéazi na povrchu somatickych svalil hlistic (Kohler,
2001). Vazbou léCiva na tento receptor u parazita dochdzi ke svalové

kontrakci a spastické paralyze, ktera je ireverzibilni (Sarginson, 2012).

Obé¢ skupiny 1éciv plisobi anthelminticky proti dospélcim a né&kterym

larvalnim stadiim, nicméné nepusobi ovicidneé (Duchacek a Lamka, 2014).

Pro pouZiti u ovci a koz je ze skupiny imidazothiazold uréen levamisol.
Jako zéstupce tetrahydropyrimidini 1ze k 1€¢bé pouzit pyrantel (Dobsikova

et al., 2012).

21



2.4.3. Makrocyklické laktony

Ivermektin byl prvni 1écivem ze skupiny makrocyklickych laktont,
objeven v 80. letech 20. stoleti (Sarginson, 2012). Jeho hlavnim pfinosem
byl ucinek na vSechna stadia hlistic, a 1 nékteré ektoparazity (Besier et al.,
2016). Jednd se o fermentacni produkty Streptomyces avermitilis, ptudni
aktinomycety, a jsou tedy léCivy biosyntetického ptivodu (Duchacek a

Lamka, 2014).

Mechanismus u¢inku makrocyklickych laktoni spociva v ovlivnéni
chloridovych iontovych kanali fizenych ligandem, pfevazné se jednd o
chloridové glutamétové receptory. Zaroven plsobi jako agonisté na
chloridovych kandalech fizenych y-aminomadselnou kyselinou (GABA) a
podporuji uvoliiovani GABA z presynaptického neuronu do synapse
(Dobsikova et al., 2012). Tyto kandly se aktivuji alosterickou vazbou 1é¢iva
na jejich podjednotku a dochéazi ke zvySené permeabilit¢ membrany pro
chloridové ionty s naslednou hyperpolarizaci bunééné membrany, coz vede

k ochrnuti svalti parazita (Sarginson, 2012; Whittaker et al., 2017).

Makrocyklické laktony se dé€li na avermektiny a milbeciny, pficemz obé
skupiny pitisobi proti dospélym i vyvojovym stadiim paraziti (Duchacek a

Lamka, 2014).

Ze skupiny avermektinil se u ovci a koz pouziva ivermektin, doramektin a
moxidektin. Milbeciny se u potravinovych zvifat moc nepouZivaji

(Dobsikova et al., 2012).
2.4.4. Aminoacetonitrilové derivaty - monepantel

Utinek monepantelu byl poprvé popsan v roce 2009 (Jiao et al., 2020).

Mistem plsobeni aminoacetonitrilovych derivati je nikotinovy
acetylcholinovy receptor (Sarginson, 2012). Podobn¢ jako imidazothiazoly

zpusobuje spastickou paralyzu hlistic (Jiao et al., 2020).

22



Monepantel t¢inkuje anthelminticky na larvy a dospélce riznych parazit
vcetné H. contortus. Pouziva se tam, kde se projevila rezistence na piedchozi

zminéné skupiny (Pubchem [online]).
2.4.5. Spiroindolové derivaty - derquantel

K objevu derquantelu doslo v roce 2011, (Jiao et al., 2020) jedna se o
fermentaéni produkt ptidni houby Penicillium simplissimum (National
Center for Advancing Translational Sciences [online]). Toto 1é¢ivo se
pouzivd pouze v kombinaci s abamektinem, jelikoZ samostatné nema

vyznamné ucinky (Besier et al., 2016).

Mechanismem ucinku derquantelu je také wvazba na nikotinové
acetylcholinové receptory a tim dochazi ke svalové paralyze a nasledné smrti

parazita (Sarginson, 2012).
2.5. Rezistence na anthelmintika

Anthelmintickd rezistence znamend genetickou ztratu citlivosti viici lé€ivu
ve skuping hlistic, které byly diive citlivé na tento 1€k (Ihler, 2010). H. contortus
ma obrovskou genetickou rozmanitost, proto je u néj rezistence velice Casta
(Prichard, 2001). Mechanismy rezistence se lisi u rtiznych tfid anthelmintik a
hlistice si tedy miize zachovat citlivost alesponl k jiné skupiné 1é¢iv (Kotze a

Prichard, 2016).

V soucasné dobé¢ byla popsana anthelminticka rezistence H. contortus u
vSech dostupnych tfid anthelmintik. Rezistence se zpravidla objevila v rozmezi 3-
10 let od zavedeni kazdého 1é€iva na trh. Kolem roku 2000 se stala tato situace
jesteé komplikovanéjsi, nebot’ byla zjiSt€éna mnohocetna 1ékova rezistence, tj.
rezistence vii€i ttem a vice skupindm anthelmintik. Tato skute¢nost vedla k vyvoji
novych 1é¢iv, konkrétné¢ monepantelu, ktery mél byt ucinny vici vysoce
rezistentnim ¢erviim. Bohuzel jeho rezistence byla popsana jiz v roce 2014, tedy

pét let poté co byl zaveden na trh (Kotze a Prichard, 2016).

U vSech tfid 1éCiv se vyskytuje 1 tzv. bocni rezistence, tzn. jedno
anthelmintikum propiijcuje rezistenci ostatnim patticim do stejné tiidy (Miller a

Kaplan, 2012).
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K rozvoji rezistence mize dojit zn&kolika divodd. Uginnost
anthelmintika mtze byt snizena kvili rychlému prichodu stievy nebo kvili
Spatnému nacasovani terapie vzhledem ke klimatickym podminkam (Sarginson,
2012). Avsak nejcastéjSimi ditvody vzniku rezistence je Spatna davka léciva a

nadmérné pouzivani anthelmintik (Besier et al., 2016).
2.5.1. Test ucinnosti anthelmintik

Anthelmintickou G¢innost Ize urcit z fekalii provedenim FECRT (fecal egg
count reduction test) testu, ktery by mél byt proveden, pokud je podezieni
na rezistenci ve stadé. Tento test spo¢iva v pocitani vajec parazita ve stolici,
pficemz po 1écbé by mélo dojit ke znacnému snizeni. Je doporuceno
provadét srovnani piiblizné¢ 7 az 14 dni od odcerveni, pro srovnani se
pouzivaji hodnoty z testu kvantifikace poctu vajec (FEC) McMaster pred
odcervenim. Testovani by vZdy mélo byt provadéno alespon u 10 % zvitat
na farmé. Je dilezité testovat jednotliva zvifata, protoze pokud se smisi
vzorky stolice od riznych zvifat, snizi se piesnost testu. Pokud se provadi
test podle pokyni WAAVP (World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology) a FECRT klesne pod 95 %, znali to pfitomnost
rezistence a je tfeba zmeénit anthelmintikum. Toto testovani by mélo byt
provadéno kazdé 2 az 3 roky nebo kdykoliv pfi podezieni na rezistenci

(Miller a Kaplan, 2012).
2.5.2. Mechanismy rezistence

Genetické zmény zplsobujici rezistenci se tykaji jak jaderné DNA, tak
mitochondrialni DNA. Mitochondridlni DNA podléhd vysoké rychlosti
mutace, kterd je desetkrat vysSi nez u obratlovci. Jaderna DNA mé naopak
vysokou genetickou rozmanitost, jelikoz koduje obrovské mnozstvi
receptord, je tedy spousta moznosti, kde mutace miize vzniknout (Prichard,

2001).

Benzimidazoly

Rezistence u benzimidazoll je spojena se ztratou afinity k receptoru na

izotypu-1 B-tubulinu. Dochézi zde kmutaci 200. aminokyseliny
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fenylalaninu, kterd je substituovana tyrozinem. Jednd se o
jednonukleotidovy polymorfismus F200Y (SNP - single-nucleotid
polymorfism), jez je nejCastéjSim divodem vzniku rezistence u

benzimidazolt (Kotze a Prichard, 2016).

U H. contortus byly popsany 1 dalsi mutace, které zptisobuji
anthelmintickou rezistenci. Tykaji se také izotypu-1 B-tubulinu, konkrétné
aminokyselinového zbytku 167 (F167Y) a 198 (E198A). Tyto dvé mutace
jsou spise vzacné, nicméné také maji v rezistenci vyznam. (Kotze a Prichard,

2016).

Imidazothiazoly

Jelikoz mistem ucinku imidazothiazold je acetylcholinovy nikotinovy
receptor (nAchR), pfi¢inou vzniku rezistence je zména afinity 1éCiva
k tomuto receptoru (Kotze a Prichard, 2016). Receptor je propojen s
kationtovym kandlem, ktery ma strukturu pentameru. Kazda cast fetézce
obsahuje vazebné misto pro acetylcholin (K&hler, 2001). Byly popsany tfi

genetické zmeny, které se d€ji s nAchR, pokud je pfitomna rezistence:
1) Zkracené geny podjednotky nAchR: Hco-unc-63 a Hco-acr-8.

2) Pokles transkripce geni podjednotky nAchR: Hco-unc-29.3 a Hco-

unc-63.

3) SniZena transkripce vedlejSich (pomocnych) proteinli spojenych

s nAchR: Hco-unc-74, Hco-unc-50, Hco-ric-3.1 a Heo-ric-3.2.

Vsechny tyto genetické zmény vedou ke snizeni poctu funk¢nich receptorti
pro imidazothiazoly, ¢imz dochézi ke sniZzeni Gi€innosti 1é¢iva. Nicméné H.
contortus vyuziva velkou fadu genetickych zmén, které vedou ke snizené
citlivosti agonisty na nAchR, jelikoZ tento receptor ma spoustu moznosti

genetické variability (Kotze a Prichard, 2016).

Makrocyklické laktony

Mechanismus rezistence makrocyklickych laktond je spojen s mistem

jejich pasobeni, tedy chloridovym kanalem fizenym glutamatem (GluCl)
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(Kotze a Prichard, 2016). Pti ptitomnosti rezistence dochdzi ke strukturalni

zmén¢ GluCl receptoru (Whittaker et al., 2017).

Strukturdlnich zmén mize byt cela tada. Naptiklad byla pozorovana
snizena transkripce genti Hco-glc-3 a Hco-glc-5. Zaména aminokyseliny
alaninu za valin (A169V) na GluCl je také spojena se sniZzenou citlivosti na
makrocyklické laktony u H. contortus. Mezi dalsi zamény patii také K169R
a Q176L (Whittaker et al., 2017).

Na podjednotce GABACI byly identifikovany ¢tyfi substituce
aminokyselin kodované genem Hco-Ige-37, které vedly k rezistenci

(Whittaker et al., 2017).

Dal$im mistem zkoumani rezistence vii¢i makrocyklickym laktontim je p-
glykoprotein (P-gp), ktery funguje jako efluxni pumpa. Byly detekovany
mutace v genech P-gp, které vedou k jeho upregulaci, a tedy k vys$simu
exfluxu 1é¢iva ven z buiiky. Konkrétné se jedna o mutace v genech Hcon-
pgp-1, Hcon-pgp-2 a Hcon-pgp-9 (Kotze a Prichard, 2016; Whittaker et al.,
2017).

Zaroven dal§im divodem rezistence mohou byt i anatomické zmény u
H.contortus a/nebo zmény funkce senzorickych amfidii (Kotze a Prichard,

2016).

Monepantel

Rezistentni hlistice vykazovaly mutace ve dvou genech podjednotky
nAChR: Hco-des-2H a Hco-acr-23H (pfejmenovana na Hco-mptl-1). Tyto
mutace vedly k deleci geni, Spatnému sestiihu nebo pred¢asnému ukonceni

transkripce genu (Kotze a Prichard, 2016).
2.6. Prirodni latky s anthelmintickou aktivitou

Rostliny a jejich extrakty se po staleti pouzivaji k 1é€b¢€ a prevenci raznych
onemocnéni a neni tedy piekvapenim, Ze nékteré znich vykazuji také

anthelmintickou aktivitu vii¢i Haemonchus contortus (Quadir et al., 2010).
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Vyhodou pfirodnich latek oproti syntetickym anthelmintikim je, Ze
nedochazi krozvoji rezistence. Zaroveil se mohou mezi sebou libovolné
kombinovat, coz zvysuje i€innost terapie. Spousta z nich jsou navic zdrojem zivin

a mohou pozitivné ovlivnit odolnost a imunitu hostitele (Zajickova et al., 2020).

Nevyhodou piirodnich latek je jejich ziskani. Casto se jedna o ekonomicky
naro¢né metody, které zahrnuji mimo jiné i Cisténi extraktl, protoze v jejich
obsahu se mohou vyskytovat toxické latky pro organismus. Obsah latek v rostliné
se méni v zavislosti na zivinach a ptirodnich podminkach, takze pii kazdé sklizni

muzeme ocekavat uplné jiné slozeni (Garcia-Bustos et al., 2019).

Predmétem zkoumani se stavaji celé rostliny, jejich extrakty a sekundarni
metabolity. Ze sekundarnich metabolitil urcity anthelminticky potencidl projevily
napiiklad taniny, patfici mezi slouceniny fenolu. Ty tvofi komplexy
s bilkovinami, které mohou deaktivovat nekteré enzymy klicové pro preziti
parazita. Terpeny ovliviiuji krmeni hlistic reakci s tyraminovym receptorem.
Piperidinové alkaloidy, patfici mezi dusikaté slouceniny, dokézou zpusobit
spastickou paralyzu, nebot’ se vazi na acetylcholinové receptory. Saponiny, ze
skupiny terpend, mohou zvysit propustnost bunééné membrany tvorbou pora

(Zajickova et al., 2020).

Mimo metabolitii byly zkoumany 1 extrakty z léCivych rostlin, kde nékteré
znich také prokazaly slibné anthelmintické ucinky. Ty nejvyznamnégjsi jsou
uvedeny v podkapitole nize, kam jsem mimo jiné zafadila 1 kapradiny, jejichz

ucinkim jsem se vénovala v experimentalni ¢asti této diplomové prace.
2.6.1. Rostliny s anthelmintickou aktivitou

Azadirachta indica (zederach indicky)

Zederach indicky, znamy také pod nazvem Neem nebo Nimba, je listnaty
strom pltivodem z Indie (Herbal Store [online]). Nyni se péstuje pfevazné
v tropickych a subtropickych oblastech pro produkci sloucenin, které maji
vyznamné insekticidni u¢inky. Neem ma i fadu lé¢ivych vlastnosti, pro které

rrrrr

(Singh B. a Sharma, 2020).
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Hlavnim sekundarnim metabolitem, ktery 4. indica obsahuje je
azadirachtin, konkrétn¢ji nékolik typt azadirachtini — A, B, D, H a L
Nematocidni vlastnosti prokdzaly nejvice azadirachtiny A, B a H (Singh B.

a Sharma, 2020).

Studie ukézaly, ze uz samotné krmeni Cerstvymi listy vedlo ke snizeni

produkce vajec parazita a jeho poctu uvnitf téla hostitele (Qadir et al., 2010).

Oraln¢ podany ethanolovy extrakt kiry 4. indica zptsobil snizeni poctu
vajec parazita ve stolici Cili hodnoty FEC. Byly zkoumény také in vitro
ucinky ethanolového extraktu na parazitickych a preparazitickych stadiich
H. contortus, bohuzel anthelminticky efekt nebyl Zadny. Nicméné v jiné
studii in vitro se ethanolovy extrakt z 4. indica ukdzal G¢inny v inhibici

lihnuti vajec a vyvoji larev (Qadir et al., 2010).

Butea monosperma

Butea monosperma, znamy také jako Palas, je listnaty strom rostouci
napfi¢ Indii (Qadir et al., 2010). Patii do celedi Fabaceae (bobovité) a
obsahuje slizy, prokyanidy, kyselinu gallovou a vitaminy skupiny B. Byla
prokazéana jeho antioxidacni aktivita a pusobi jako afrodiziakum (Jahodar,

2011).

Anthelminticky G€inek této rostliny byl prok4dzan ze semen, které obsahuji
alkaloid palasonin. Palasonin zptsobil zastavu energetického metabolismu
¢erva, mechanismem inhibice pfijmu glukoézy dovnitf bunky. Také byly
zaznamenany embryocidni, ovicidni a larvicidni U¢inky extraktu ze semen

B. frondosa (Qadir et al., 2010).

Allium sativum (Cesnek Kkuchvnisky), Zingiber officinale (zazvor

1ékarskv) a Ficus religiosa (fikovnik posvatny)

Allium sativum je dvouletd rostlina pochdzejici z Asie, pattici do Celedi
Amaryllidaceae (amarylkovité) (BioLib [online]). Je vyuzivan pro své
antiseptické a hypoglykemické ucinky, zdrovenl pusobi antibakterialné
(Singh B. a Sharma, 2020). Hlavnimi sekundarnimi metabolity jsou steroidni

slouceniny a sirné slouceniny — allin a diallyldisulfid (Jahodat, 2011).
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Zingiber officinale, z ¢eledi Zingiberaceae (zézvorovité), je vytrvala
bylina ptivodem z Indie (Jahodat, 2011). Pro 1écebné ucely je vyuzivan jeho
oddenek, ktery obsahuje fadu sekundarnich metabolitii, zejména zingiberin,
gingerol, oleoresin a slouceniny fenolu. Pouziva se pti 1é¢bé nachlazenti,
bolestech svalt a hlavy, kiecich a poruchach traveni (Singh B. a Sharma,

2020).

Ficus religiosa, pattici do celedi Moraceae (morusovnikovité), je listnaty
strom pochazejici z Asie. Jeho plody se vyuzivaji pro projimavé uc¢inky, pii
zanétech mocovych cest a pti bolestech (botany.cz [online]). Obsahuje velké
mnozstvi fenolickych slou¢enin, zejména taniny a flavonoidy, které jsou

pritomné ve vSech ¢astech rostliny (Singh D. et al., 2011).

Slibné anthelmintické ucinky vic¢i H. contortus ukazaly methanolové
extrakty téchto rostlin. Extrakt Z. officinale zabil 100 % cervi, jez mu byli
vystaveni, béhem dvou hodin. Extrakt 4. sativum byl stejné Gspésny, jen
musel plisobit delsi dobu, tedy 6 hodin. F. religiosa byl 100% uspésny po

¢tyfech hodinach vystaveni organismu (Qadir et al., 2010).

Uspé&snou anthelmintickou aktivitu ukézal také olej ziskany z 4. sativum.
Zaroven byl testovan prasek ze suseného Z. officinale a jeho vodny roztok,
které se podavaly oraln€ ovcim. Obé& formy vedly ke sniZeni poctu vajec ve

stolici po 10 dnech od podéni (Qadir et al., 2010).

Coriandrum sativum (koriandr sety)

Koriandr sety je jednoleté bylina, ptivodem z Asie, vyskytujici se po celém
svété. Patfi do cCeledi Apiaceae (mitikovité) a tradicn€ se pouziva pfi
zazivacich potizich (botany.cz [online]). Uginnymi latkami jsou zejména

silice (Jahodat, 2011).

Byly zkouméany in vitro G€¢inky vodnich a hydro-alkoholovych extraktl ze
semen C. sativum na vejcich a dospélcich H. contortus. Vodni extrakt byl
také podavan oraln€ infikovanym ovcim. V obou piipadech mél vodni
extrakt ze semen inhibi¢ni uc¢inek na lihnuti vajec, v koncentraci 0,5 mg/ml.
Hydro-alkoholovy extrakt také vykazoval anthelmintické ucinky in vitro

(Qadir et al., 2010).
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Sorghum bicolor (¢irok obecny)

Cirok obecny je jednoletd trava pivodem z Afriky, dnes péstovana
v tropickych a subtropickych oblastech, patfici do celedi Poaceae
(lipnicovité) (botany.cz [online]). Jedna se obilninu péstovanou pro obilky,
které jsou zdrojem Skrobu. Rostlina také obsahuje glykosid dhurin, ktery je
kyanogenni (Jahodar, 2011).

Extrakty S. bicolor o niz§i koncentraci zpomalily lihnuti vajec H.
contortus, avSak o vys$$i koncentraci (>5-10 %) pusobily letalné.
Mechanismus ucinku je dan pravdépodobné snizenim pH, coz umoznuji
kyseliny obsazené v ¢iroku (kys. benzoova, kys. vanilova, kys. P-hydroxy
benzoova). Vyssi pH je totiz potifebné k metabolickym procestim pro lihnuti.
Zaroven ale S. bicolor obsahuje kondenzované taniny (katechin,
prokyanidy), které mohou ptisobit inhibi¢né nebo reagovat na povrchu

parazita (Qadir et al., 2010).
2.6.2. Kapradiny s anthelmintickou aktivitou

Kapradiny patii mezi jedny z nejstar§ich rostlin na Zemi, jejich fosilni
zdznamy sahaji do doby prvohor, konkrétné sttedniho devonu, doby pied
383-393 miliony let (American fern society [online]). Spole¢né
s preslickami a plavunémi je fadime mezi kaprad’orosty a jedna se o vyssi

vytrusné cévnaté rostliny (Smatana, 2010 [online]).

Podzemni ¢ast kapradiny tvoii oddenek, ktery je vétSinou bohaté
rozvétveny. Upeviiuje rostlinu v zemi a poskytuje ji potfebné ziviny a vodu.
Zaroven vytvari zpetené listy, jez jsou v mladi stocené do spiraly. Na rozdil
od listh, které Casto opadavaji, oddenek pieziva v zemi nékolik let. Jedna se

tedy o vytrvalé rostliny (American fern society [online]).

RozmnozZovani kapradin

U kapradin se v cyklu rozmnoZzovani stidaji dvé faze liSici se poctem
chromozom. Haploidni faze — oznacovana ,,n* ma jednu sadu chromozomii
a diploidni faze — oznaCovana ,,2n“ mé dv€ sady chromozomu (Hornych

[online]).
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Na pocatku celého rozmnozovani se nachazi spora, ktera pochazi z
vytrusnice na rubové strané listu. Spora na zemi kli¢i do gametofytu - jedna
se o haploidni f4zi rozmnoZzovani. Gametofyt tvoii gamety - pohlavni buiky
- vajicka v archegoniich a spermatozoidy v antheridiich. Spermatozoidy
pronikaji do vaji¢ek a dochdzi k oplozeni a vzniku zygoty. Timto krokem
zaCina diploidni faze neboli sporofytickd, nebot’ doslo ke spojeni dvou
gamet. Zygota vyrusta do sporofytu, ktera je charakteristicka velkymi listy,
na jejiz spodni strané se nachazeji rozmnozovaci utvary — sporangie. Ve
sporangiich probihd mei6za neboli reduk¢ni déleni, vznikaji dcefiné bunky
s jednou sadou chromozomii. Tyto bunky jako spory vylétaji do prostiedi a

cely proces rozmnoZovani se opakuje (Hornych [online]).

mlady gametofyt
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Obr. 3 RozmnoZovani kapradin (Hornych [online]).

Jelikoz jsou vytrusy velice lehké, tak se dostanou snadno pomoci vétru na
vzdalena mista, a tudiz kapradiny nalezneme po celém svété. Jejich vyskyt
ovlivituje zejména teplota a vlhkost. Kapradiny mirné podnebniho pésu
dobfe snasi i1 kruté mrazy. Nicméné tropické druhy by pii takovych
podminkach zahynuly. Vyskyt kapradin je tedy velice rozmanity v zavislosti
na teploté. Vlhkost je naopak diilezitd podminka pro rast vSech druha

kapradin (Smatana, 2010 [online]).
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V nésledujici ¢asti se zaméfim na pét vybranych druhti kapradin, které
vykazovaly potencidlni antiproliferativni a anthelmintické G¢inky v ramci

experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Athvrium distentifolium (papratka horska) — vzorek 5

Athyrium distentifolium, patfici do Celedi Athyriaceae (papratkovité) je

mohutna opadava kaprad’ dorustajici vysky az 1,5 m (botany.cz [online]).

Roste ve velkych trsech nejcastéji v horskych oblastech. V Evropé se
vykytuje na severu a dale napf. v Alpach a Karpatech, tedy v pohoti

(botany.cz [online]).

Kapradiny z rodu Athyrium, kterych je pfiblizné 250 druhd, se tradi¢né
pouzivaji v medicin¢ na 1écbu kasle, jako antiparazitika, anthelmintika a
diuretika. VétSina z nich obsahuje flavonoidy, fenoly, alkaloidy, steroidy,
triterpeny a polysacharidy. U nékterych druhli byla také pozorovédna

antioxidacéni aktivita a ovlivnéni bunécné proliferace (Charlier et al., 2016).

Drvopteris aemula — vzorek 18

Dryopteris aemula patii do ¢eledi Dryopteridaceae (kaprad’ovité). Jedna
se o piiblizn€¢ 75 cm vysokou rostlinu, kterd se vzhledové podoba
znam¢éjSimu druhu kaprad’ samec (Dryopteris filix-mas) ze stejné Celedé

(Hardy Fern Library [online]).

Vyskytuje se spiSe v nizinach, daii se ji ve vlhkych kyselych piidach
v oblasti fek a lest. Bohaté roste v severni Evropé, zejména ve Velké

Britanii a Irsku (Hardy Fern Library [online]).

U rodu Dryopteris byly prokazany anthelmintické, antiviroveé,
antimikrobialni, antioxida¢ni, protizanétlivé a protinadorové ucinky.
Obsahuji velké mnoZstvi sloucenin, znichz byly identifikovany
floroglucinoly, flavonoidy, terpenoidy, steroidy, fenoly a fenolické

glykosidy (Han et al., 2015).
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Davallia canariensis — vzorek 27

Davallia canariensis spadajici do celedi Davalliaceae je kapradina
s charakteristickym plazivym, ¢aste¢né¢ nadzemnim oddenkem (botany.cz

[online]).

Jeji vyskyt je typicky pro Makaronéské ostrovy, Maroko a Pyrenejsky
poloostrov, kde roste na vlhkych stinnych mistech, ale 1 skalach, do
nadmoiské vysky piiblizn€¢ 600 m (botany.cz [online]).
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VétSina z nich obsahovala zejména xantony, flavonoidy a triterpeny (Chen

et al., 2008).

Polystichum aculeatum (kapradina laloénata) — vzorek 43

Polystichum aculeatum z Celedi Dryopteridaceae (kaprad’ovité) je vzacné
se vyskytujici se druh kapradiny, ktery je fazen mezi ohrozené druhy

(botany.cz [online]).

Roste spiSe v lesnich a horskych oblastech v Evropé a Asii (botany.cz

[online]).

Dryopteris dilatata (kaprad’ rozlozena) — vzorek 12

Dryopteris dilatata je druh kapradiny patfici do ¢eledi Dryopteridaceae
(kaprad’ovité) (botany.cz [online]).

Vyskytuje se témet po celé Evropé, nejvice roste ve smrkovych a
bukovych lesich. V Mad’arsku a Srbsku je chranéna zakonem (botany.cz

[online]).

Kofen tohoto druhu obsahuje filicin, latku, ktera zplisobuje paralyzu
tasemnic a dalSich parazitickych cCervli. Jednd se o vysoce toxickou
substanci, proto by méla byt pouzivéna s opatrnosti. Vyluh z listli se pouziva

k oplachu vlast a pro oSetfeni lupii (Plants For A Future [online]).

Rostlina obsahuje thiaminazu, coZ je enzym, ktery zvySuje vylucovani

vitaminu B. Castd konzumace vétSiho mnozstvi Cerstvé rostliny mize vést
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k vaznym zdravotnim problémim. Nicmén¢ vhodnou tepelnou upravou a
suSenim se enzym inaktivuje. Tento enzym obsahuje i vySe uvedeny druh

Polystichum euculatum (Plants For A Future [online]).

2.7. Alternativni metody FeSeni infekce

Vyziva

Dobfte zivena zvifata maji vétsi Sanci odolat infekci nez Spatné Zivena
zvitata. Vyziva hraje nespornou roli ve schopnosti organismu odolévat parazitim.
Zaroven dobie zivené zvife se dokdze 1épe vyrovnat s fyziologickymi ucinky,
které parazit vyvolava. Pro dobrou imunitni odpoveéd jsou dilezité bilkoviny,
pokud jich je nedostatek vede to k nedostate¢né imunitni odpovédi a vyssi
nachylnosti k infekci (Miller a Kaplan, 2012). Je vhodné pouzivat dopliiky stravy
bohaté na bilkoviny, zejména methionin a leucin (Naeem et al., 2021). Kromé
proteintl 1ze doplnit ve stravé i1 stopové prvky jako je Zelezo, zinek, méd a

molybden, jelikoz tyto prvky zvySuji odolnost vii¢i infekci (Stear et al., 2007).

Ziviny se vstfebavaji ve stievech a odtud putuji tam, kde je to nejvice
potieba (rist, biezost, laktace apod.). N&kteti stievni parazité ovliviuji stfevni
tkan tim, Ze naruSuji sliznici stieva a dochézi tedy k horSi absorpci Zivin, tim

padem parazit vyuziva vice télesnych zasob hostitele (Miller a Kaplan, 2012).

Michani druhu hospodarskvch zvirat

Vétsina hlistic ma specifického hostitele, proto je vhodné michat riizné
druhy hospodatskych zvifat na pastvin€. Pokud se pasou napiiklad ovce s kotimi,
konzumuji navzdjem své hlistice, ale hlistice koni neinfikuji ovce a naopak.
Vyjimku v této strategii tvoii ovce a kozy, jelikoz maji spoustu parazith
spole¢nych a jejich miseni tedy vede k zhorSeni problému rezistence (Miller a

Kaplan, 2012).

Rotace pastvin

Rotace pastvin se pouziva zejména u zvifat, kterd potiebuji potravu
bohatou na Ziviny pro rast a vyvoj. VétSinou probiha stfidani pastvin po 30 dnech,
coz je idealni do pro regeneraci pozemku. 30denni interval je také doba potiebna

pro vytvofeni nejvyssi kontaminace pastviny, takZe tato rotace muize také vést
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k vyssi nachylnosti k infekei. V tropickych a subtropickych oblastech se rotace
provadi po 3 mésicich, protoze larvy maji relativné kratsi zivotnost za horkych
podminek. BohuZzel tento interval neni vhodny pro efektivni vyuziti krmiva

(Miller a Kaplan, 2012).

Castice oxidu méd’natého

Castice oxidu méd’natého se pouzivaji v USA k 16¢bé nedostatku médi u
skotu (Miller a Kaplan, 2012). Zaroven podavani téchto ¢astic vede ke snizeni
poctu vajicek parazita ve stolici. Toto sniZeni je mozné pozorovat uz po 7 dnech
podavani médi (Burke a Miller, 2020). Castice se nejlépe podavaji ordlng
v zelatinovych kapslich, ale mohou byt také pfimichany do krmiva. Davkovani se
pohybuje od 0,5 g do 2 g pro dospélé ovce a kozy. JelikoZ ovce jsou hodné citlivé
na méd, je poteba dbat zvysSené opatrnosti pii této 1€cbé, naopak kozy jsou méné
citlivé a toxicita zde tedy nehrozi (Miller a Kaplan, 2012). Indikatorem toxicity
meédi je jaterni enzym aspartitaminotransferdza, jehoz hodnoty se doporucuje

sledovat pfi terapii (Burke a Miller, 2020).

Geneticka selekce

Odolnost zvifat vici infekci ma geneticky zéklad. I kdyz je dédi¢na,
chovatelé ji mohou zvysit tim, Ze nechaji utratit nejcitlivéjsi jedince. Vyfazeni
siln¢ infikovanych zvitat pomoci syst¢ému FAMACHA eliminuje geny citlivosti,

které tato zvifata pfendsi (Miller a Kaplan, 2012).

Tento geneticky proces vyzaduje ¢as, nicméne z dlouhodobého hlediska
se jevi jako velice efektivni. Vede k méné Castému pouzivani anthelmintik a

k zachovani jejich U€innosti v ptipadé potfeby (Miller a Kaplan, 2012).

Zaroven existuji 1 plemena, u kterych byla prokazéana relativni odolnost
vici nematodam. Jsou jimi nékterd plemena ovci, naptiklad Red Masai, St. Croix
nebo Katahdin. U koz jsou to naptiklad East African Dwarf nebo Saanen. U téchto
plemen je potieba zvazit 1 hospodaisky piinos, jelikoZz mohou byt méné

produktivni (Miller a Kaplan, 2012).

Houby chytajici hlistice
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Houby chytajici hlistice se vykytuji bézné v piidach po celém svété. Tyto
houby se zivi hlisticemi zijicimi v padach. Produkuji lepkavé hyfové pasti, do
kterych se hlistice zachyti a nasledné dochézi k jejimu usmrceni. Aby dochazelo
1 k hubeni larev, musi byt houby pfitomny ve velké mife ve vykalech. Toto se da
dosahnout krmenim zvifat sporami plisni. Spory prochazi travicim traktem bez
zmény a vykli¢i ve vykalech, kde mohou vychytavat a zabijet larvy (Miller a

Kaplan, 2012).

Duddingtonia flagrans je jedna z hub chytajicich hlistice, ktera je dostupna
na trhu. Jeji pouziti je ucinné a ekologicky bezpecné, nicméné produkty s jejim

obsahem jsou cenove stale t€Zce dostupné (Burke a Miller, 2020).

Vakciny

Diky modernim technologiim byl ziskdn antigen ze stievni sliznice H.

contortus a tento objev umoznil vyvoj vakcin (Miller a Kaplan, 2012).

Protilatky z o¢kovani jsou pfijimény hlisticemi béhem krmeni v téle
hostitele a napadaji antigeny na stfevni sliznici parazita. Timto dochazi
k bunécnému poskozeni, které zhorSuje schopnost parazita pfijimat ziviny pro rust

a preziti (Miller a Kaplan, 2012).

Antigeny bohuZel imunitni systém hostitele nerozpozna, jelikoz jsou dobie
ukryty uvnit téla parazita (Miller a Kaplan 2012). Je tedy nutné provadét
opakované ockovani pro zachovani vysoké hladiny specifickych protilatek

cirkulujicich v krvi (Ehsan et al., 2020).

Jistou komplikaci ve vyvoji vakcin je také fakt rozsahlé genetické variace
parazitl a jejich imunoregulacnich schopnosti, proto se nové technologie zamétuji

spiSe na vyvoj molekularnich vakcin (Ehsan et al., 2020).
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3. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo:

1) Stanovit cytotoxicky uc¢inek vybranych vzorkd kapradin na bunééné linii

SW480 v riznych ¢asovych intervalech

2) Stanovit anthelminticky ucinek vybranych vzork kapradin na larvach

parazita Haemonchus contortus
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Cytotoxické ucinky kapradin
4.1.1. Material a chemikalie

Bunécné linie SW480 — (ATCC, UK)

Extrakty kapradin — izolovany Dr. Langhasovou z Ustavu experimentalni

botaniky, Akademie véd, CR v Praze
DMEM High glucose — (Sigma-Aldrich, CR)
FBS — (Lonza, CR)
HEPES — (Sigma-Aldrich, CR)
Penicilin-streptomycin — (Lonza, CR)
PBS — (Sigma-Aldrich, CR)
Trypsin — EDTA (Lonza, CR)
DMSO — (Sigma-Aldrich, CR)
Trypanova modi — (Biotech, CR)
WST — (Sigma-Aldrich, CR)

4.1.2. Pomiicky a pristroje

4.1.2.1. Pomiicky

sterilni kultivacni lahve, sterilni mikrotitracni desticky — 96 jamek,
pipety manudlni a automatické (jednokanalové i multikanalové), Spicky
na pipety (sterilni 1 nesterilni), pipetor, kadinky, mikrozkumavky,
Biirkerova komirka, vanicky pro multikandlovou pipetu, stojan na

zkumavky, kahan, jednorédzové rukavice

4.1.2.2. Pristroje

Laminarni box (BioAir AURA 2000 M.A.C.)
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Vodni lazen (Memmert)

Inkubator (Heraeus Heracell 150)
Mikroskop (Nikon Eclipse TS 100)
Odsavacka (Safevac 2.0)

Spektometricky analyzator Tecan infinite 200 PRO
4.1.3. Metodika
4.1.3.1. Bunécné linie

SW480 je bunécna linie, kterd byla piivodné ziskana z primarniho
adenokarcinomu tlust¢ho stfeva. Bunky byly izolovany z tkané

padesatiletého muze (American type cell culture collection [online]).

ATCC Number: CCL-228
Designation: SW 480

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

Obr. 4 Nadorova linie SW480 (American type cell culture collection

[online])

4.1.3.2. Kultivaéni médium

Bunécna linie potfebuje pro rast specifické podminky, proto je

dalezity vybér kultivaéniho média. Pro bunky se pouzivalo kultiva¢ni
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médium DMEM high glucose s vysokym obsahem glukoézy (4,5 g/l) a
L-glutaminu. Nezbytnou soucasti média je fetdlni bovinni sérum
(FBS), které je dulezit¢ pro déleni a rast bunék. Dalsi soucasti je
antibiotikum, v tomto piipadé penicilin/streptomycin, které¢ zabranuje

infekei, a tedy zaniku celé kultury.

K 450 ml DMEM high glucose média se ptidalo 50 ml FBS, 5 ml
antibiotika penicilin/streptomycin a 5 ml pufru HEPES. Médium bylo

promichané a skladované v lednici pii teploté 2-8°C.
4.1.3.3. Pasazovani bunék
Pasazovani buné€k bylo provadéno dvakrat tydné.

Pfiblizn¢ 20 minut pfed samotnou praci bylo potieba vysvitit
laminarni box UV zafenim, aby doslo k likvidaci germicidnich zarodkt
a zabranilo se kontaminaci. Mezitim se se dalo zahtat do vodni lazné

médium, PBS a Trypsin tésn¢ pied praci.

Po 20 minutidch se do vysviceného laminarniho boxu pfenesly
buiky, zahtaté médium, PBS a Trypsin. Dale byly pfipraveny pipety,
odpadni kadinka, pfipadné nova kultivacni lahev. Viko lahve
s buiikkami bylo opaleno a obsah se ptelil do odpadni kadinky. Dvakrat
se vnitfek proplachl 7 ml PBS, obsah se vZdy vylil do odpadni kadinky
a viko bylo opaleno. Nakonec se pfidalo 7 ml Trypsinu, lahev se

uzaviela a byla vloZena pfiblizn€ na 5 minut do inkubatoru.

Priibézné se bunky pod mikroskopem zkontrolovaly, zda se pousti
ze dna kultivacni ldhve. Po sklepnuti bun¢k se dovnitt lahve ptidalo 5
ml média a provedla se homogenizace celého obsahu. Po dostatecné
homogenizaci se cely obsah lahve nabral do pipety a uvniti lahve se
nechal 1 ml. Zbytek obsahu se pouzil na pokusy, ptipadné ptenesl do
odpadni lahve. K 1 ml bunék v lahvi se pfidalo 12 ml nového média,

lahev byla uzaviena a vlozena do inkubdatoru.
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4.1.3.4. Pocéitani bunék

Z kédinky odlozenych bunék na pokusy bylo odebrano 10 pul do
mikrozkumavky a v poméru 1:1 smichano s Trypanovou modfi. Smés

byla zhomogenizovéna a napipetovala se do Biirkerovy komurky.

Biirkerova komurka je specidlni podlozni sklicko tvofeno
soustavou ctvercii. Tvoii ji 9 velkych Ctverci ohrani¢enych tfemi
carami a v kazdém tomto Ctverci je 16 malych ctverci ohranicenych

dvéma Carami.

Biirkerova komirka s buitkami se pfenesla pod mikroskop a
pocitaly se bunky ve vSech velkych ¢tvercich. Pocitaji se butiky uvniti
malych ¢tvercli a na hornim a levém mezihrani, builkky na dolnim a

pravém mezihrani se nepocitaji.
Podle vzorce byla vypocitana koncentrace bun¢k na ml:
c=%x-2-10*
c ... poCet bun¢k v 1 ml
X ... primérny pocet bun€k v 1 velkém ctverci
2 ... zfedéni
10* ... pfepocet na 1 ml

4.1.3.5. Nasazovani bunék

Po vypoctu koncentrace byla pfipravena suspenze bunék pro
experiment. Na 1 desticku bylo potieba ptiblizné¢ 10 ml suspenze.
Pouzivala se 96 jamkova desticka, 100 pl suspenze se pipetovalo do 60
jamek, vynechaly se krajni jamky. MnoZstvi bunééné suspenze bylo
dopocitano dle vzorce:

c, V.
V1=2 2

€1
c1... koncentrace bun€k ndmi spocitana
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V; ... potfebny objem bunécné suspenze

¢, ... koncentrace bun¢k, kterd je pottebna pro experiment (20 000

bunék/jamka)
V, ... objem potiebny na jednu desicku (10 ml)

Objem potiebného média byl zjistén rozdilem V, — V;. Nasledné se
pfipravila bunécnd suspenze, kterd byla pipetovana na desticku.
Desticka se poté vlozila do inkubatoru na 24 hod. a druhy den doslo

k ovliviiovani bun¢k ptislusnymi latkami.
4.1.3.6. Ovliviiovani bunék

Po 24 hod. kultivaci se ze vSech jamek desticky opatrné odsal
tekuty obsah. Poté se do kazdé jamky napipetovalo 100 pl roztoku

kapradiny v médiu zfedéného na ptislusnou koncentraci.

Roztoky kapradin byly pfipravovany do osmimistné vani¢ky pro
multikanalovou pipetu. Na jednu desticku bylo potfeba 1 ul kapradiny
o piislusné koncentraci rozpuSténé v 1 ml média. Kapradiny se

pouzivaly v koncentraci 10, 50, 100 a 200 pg/ml.

Jako negativni kontrola byl pouzivan 20% roztok DMSO v médiu.

Jako pozitivni kontrola bylo pouzivano ¢isté médium.

Nasledné¢ se buiiky nechaly kultivovat v pozadované dobé¢ 24, 48 a

72 hod.
4.1.3.7. Test WST

Po 24, 48 a 72 hod. se veskery obsah zjamek odsal pomoci
odsavacky. Poté se do jamek pipetovalo 100 ul 20x zfedéného WST

v médiu.

WST je tetrazolova stl, kterd se Stépi na rozpustny formazan
pomoci bunééného mechanismu, ktery se nachazi piedev§im na
bunééném povrchu. Tato pfeména zavisi pfedevSim na glykolytické

produkci NAD(P)H v zivych bunikdch. Mnozstvi formazanu tedy ptimo
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koreluje s po¢tem metabolicky aktivnich bun€k v kolonii (Interchim

[online]).

Desticka s napipetovanym WST se nechala 1 hodinu inkubovat a
nasledn¢ se kvantifikovalo vytvofené formazanové barvivo pomoci
spektrofotometru Tecan Infinite 200 PRO. Spektrofotometr meéfi
absorbanci ve dvou vlnovych délkach, 440 nm a 600 nm, vyslednou
absorbanci je rozdil mezi nimi, kterou pfistroj rovnou odecita.
Nameétena absorbance pifimo koreluje s mnozstvim zivotaschopnych

bunék.
4.2. Anthelmintické ucinky kapradin
4.2.1. Material a chemikalie

Larvy Haemonchus contortus stadium L3 — (Farmaceuticka fakulta v Hradci

Kralové Univerzity Karlovy)

12,5% (v/v) NaClO — (Sigma-Aldrich, CR)

sterilni PBS — (Sigma-Aldrich, CR)

sterilni médium Luria-Bertani (LB) — (VWR Chemicals, CR)

Extrakty kapradin — izolovany Dr. Langhasovou z Ustavu experimentalni

botaniky, Akademie véd, CR v Praze
monepantel — (Toronto Research Chemicals, Kanada)
DMSO — (Sigma-Aldrich, CR)

Sterilni voda — (Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové Univerzity

Karlovy)

Lugoliv roztok — (Sigma-Aldrich, CR)
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4.2.2. Pomiicky a pristroje
4.2.2.1. Pomiicky

sterilni mikrotitraéni desticky — 96 jamek, pipety manudlni a
automatické (jednokanalové 1 multikanalové), Spicky na pipety (sterilni
1 nesterilni), pipetor, kadinky, mikrozkumavky, na zkumavky,

jednorazové rukavice, podlozni sklicka

4.2.2.2. Pristroje

Centrifuga (Heraeus Biofuge Stratos)
Inkubator s CO, (Heraeus Heracell 150)
Laminarni box (BioAir AURA 2000 M.A.C.)

Mikroskop (Nicon Eclipse TS 100)

4.2.3. Metodika
4.2.3.1. Ziskavani L3

Trus nakazenych ovci obsahujici vajicka H. contortus se
rozprostiel do plastovych boxt, ptikryl f6lii a nechal v inkubatoru pii
27°C po dobu 7 dni. Trus se poté dvakrat promyl vodou, ktera byla
prelita do 1 1 kénickych odmeérek, ve kterych larvy klesaly ke dnu. Po
odstranéni necistot, popi. mrtvych jedinct byly larvy filtrovany pies 20
um sito. Cisté larvy o koncentraci pfiblizngé 2000 L3/ml jsou
uchovavany v kultivac¢nich lahvich ve vodé pti 7°C po dobu nékolika

mésicu.
4.2.3.2. Odpouzdreni L3

Odebralo se 3 ml L3 do mikrozkumavky a ptidalo se 12,5% (v/v)
NaClO, v takovém mnoZzstvi, aby jeho vyslednd koncentrace byla
0,15% (v/v) NaClO. Tzn. ke 3 ml suspenze L3 bylo ptfidano 36 pl
12,5% (v/v) NaClO. Suspenze se siln€ protiepala a nechala inkubovat
20 minut pti 38 °C.
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Poté se centrifuga nastavila na 1700 rpm, 5 minut, akcelerace 9 a
brzdéni 1. Svlecené larvy xL3 se nechaly poprvé zcentrifugovat.

Zkontrolovalo se odplasténi pod mikroskopem.

Nasledné¢ se v laminarnim boxu opatrné€ odlil supernatant a larvy se
resuspendovaly v 3 ml PBS. Opét se provedla centrifugace larev a

nasledné ptidani 3 ml PBS, celkem 4x.

Po 5. stoceni se larvy resuspendovaly v malém mnozstvi LB,
ptedehiatém na 37 °C. LB je sterilni médium Luria-Bertani, které navic
obsahuje antibiotika penicilin, streptomycin a amfotericin. Jedna se o
nutricn¢ bohaté médium, které se bez antibiotik pouziva pro rast

bakterii.

4.2.3.3. Poéitani xL3

Ze suspenze se odebralo 5 pl a toto mnoZstvi se rozdélilo do
nékolika kapic¢ek na podlozni sklicko. Spocitalo se mnozstvi larev v 5
ul a prepocitalo se to na celkovou koncentraci. Tzn. u tohoto
experimentu bylo 3200 larev v 1 ml, zddouci je mnoZzstvi 1200 xL3 v 1

ml. Pfidalo se tedy 1,6 ml, aby celkové mnozZstvi suspenze bylo 2,6 ml.
4.2.3.4. Nasazovani a ovliviiovani xL3

Ptipravilo se celkem 11 mikrozkumavek. 9 mikrozkumavek pro
roztoky kapradin, kde se do kazdé z nich napipetovalo 200 ul LB a 0,4
ul kapradiny. Jedna zkumavka pro negativni kontrolu DMSO 100

pg/ml a posledni zkumavka pro pozitivni kontrolu 20 uM monepantel.

Na 96 jamkovou desticku se napipetovalo 50 pl z kazdé zkumavky
do tfi jamek. Ke kazdé latce se ptidalo 50 pl suspenze xL3
z ptedchoziho experimentu. Béhem pipetovani se larvy vzdy
protiepaly, aby bylo rovhomérné mnozstvi larev (60 larev/jamka) ve
vSech jamkach. Do okolnich jamek se napipetovala sterilni voda a

desticka se nechala inkubovat po dobu 7 dni, pii 38 °C.

45



4.2.3.5. Poéitani xLL3 a L4

Po 7 dnech inkubace se do kazdé jamky s larvami ptidalo 10 ul 1%
Lugolova roztoku, aby doslo k usmrceni a znehybnéni larev pro

pocitani.

Na podlozni sklicko se do nékolika kapek rozd¢lil obsah kazdé
jamky. Pro kazdou latku bylo zjisténo mnozstvi larev xL3 a vyvinutych

L4.
4.3. Statisticka analyza dat

Cytotoxicita extraktli z kapradin byla stanovena na bunécnych liniich
zmétenim absorbance na spektrofotometru Tecan Infinite 200 PRO, pro kazdy
extrakt byla provedena tfi nezavisld méfeni. Vysledky byly zpracovany
v programu Excel. Grafy a statistické zhodnoceni bylo provedeno v programu
GraphPad Prism 9. Pro zhodnoceni signifikantnich rozdilt byla pouzita metoda
Ordinary one-way ANOVA s post hoc testem dle Holm-Sidaka. Za statisticky
vyznamné byly povazovany rozdily hodnot od hladiny vyznamnosti P<0,05. Pro
stanoveni teoretickych hodnot ICso byla data proloZena nelinearni kiivkou (Nonlin
fit) pomoci programu Graph Pad. Anthelmintick¢ uUCinky kapradin byly
vyhodnoceny pozorovanim v mikroskopu a jsou vyjadieny jako % vyvinutych

larev L4 z celkového mnoZstvi pouZitych larev xL3.
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5. VYSLEDKY

Utinky extrakttl z kapradin byly testovany na bun&éné linii SW480 a na larvach

L3 Haemonchus contortus.

Bunécéna linie SW480 byla pouzita pro stanoveni cytotoxicity pouzitych kapradin.
Bylo vypocitano % zivych bunék. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v grafech jako

zavislost zivotnosti bunék na koncentraci latek (pug/ml).

Anthelmintické u¢inky extraktii z kapradin byly testovany na larvach H. contortus
L3, konkrétn¢ pisobeni na vyvoj odplasténych larev xL.3 do dalSiho stadia larvy L4.
Larvy byly spocitany pro kazdou latku pomoci mikroskopu a bylo zjisténo mnozstvi
larev xL.3 a L4. Bylo vypocitano % vyvinutych larev L4. Vysledné hodnoty jsou

uvedeny v grafu jako zadvislost vyvinutych L4 na koncentraci latek (100 pg/ml).
5.1. Cytotoxické ucinky kapradin
5.1.1. Uvodni screening

V prvotnim testu byla bunéc¢na linie SW480 vystavena latkam ve dvou
koncentracich po dobu 72 hod. Jako pozitivni kontrola bylo pouzivéano
médium obsahujici 0,1% DMSO, odpovidajici koncentraci DMSO
v ovliviiovanych vzorcich. Jako negativni kontrola byl pouzit 20% roztok
DMSO v médiu. Obecné lze fict, ze vétSina kapradin neméla na bunécnou
linii Z4dny UCinek. Pouze tfi extrakty vykazovaly signifikantni cytotoxicky
ucinek pii vyssi koncentraci. Nekolik extraktii naopak dokonce riist bunék

podpofilo (Graf ¢.1).
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Graf ¢. 1 Zavislost relativni Zivotnosti bunék [%] na koncentraci [ug/ml]

Jjednotlivych extraktii kapradin

Kapradiny (oznacené cCislem) byly pouzity v koncentraci 10 pg/ml a 100
pg/ml. Signifikantni rozdil oproti kontrole (100% Zivotnost) je oznacen *, P

<0,05. (Méteni provedla skolitelka diplomové prace doc. Petra Matouskova)

5.1.2. Screening vybranych extrakti kapradin p¥i riiznych ¢asovych
intervalech

Z Givodniho screeningu byly vybrany ctyfi extrakty kapradin, které
vykazovaly nejvyssi cytotoxicky ucinek. Tyto extrakty byly podrobeny testovani
ve tfech Casovych intervalech 24, 48 a 72 hod (Graf ¢.2).
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Graf .2 Zavislost relativni Zivotnosti bunék [%] na koncentraci [ug/ml] u

Cty¥ vybranych vzorki kapradin (5, 18, 27 a 43)

Kapradiny (oznacené ¢islem) pouzité v koncentracich 10 pg/ml a 100 pg/ml
byly podrobeny screeningu po dobu 24, 48 a 72 hod. Signifikantni rozdil

oproti kontrole (100% zivotnost) je oznacen *, P <0,05.

5.1.3. Screening vybranych extraktii kapradin v ruznych koncentracich

Kapradiny s vyznamnym cytotoxickym uc¢inkem byly podrobeny
dikladnéjSimu screeningu ve Ctyfech koncentracich a tfech casovych
intervalech. Toto testovani ndm umoznilo urcit pfesnou koncentraci, ve které

ma extrakt nejvyssi cytotoxicky efekt (Graf €. 3,4,5,6).
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Graf ¢. 3 Zavislost relativni Zivotnosti bunék [%] na koncentraci [ug/ml]

u vzorku kapradiny f5 (Athyrium distentifolium)

Vzorek kapradiny Arthyrium distentifolium byl pouzit v koncentracich 10
pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml a 200 pg/ml a podroben screeningu po dobu 24,
48 a 72hod. * signifikantni rozdil oproti kontrole (100 %), P <0,05.
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Graf ¢ 4 Zavislost relativni Zivotnosti bunék [%] na koncentraci [ug/ml]

u vzorku kapradiny f18 (Dryopteris aemula)
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Vzorek kapradiny byl pouzit v koncentracich 10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml
a 200 pg/m a podroben screeningu po dobu 24, 48 a 72hod. * signifikantni
rozdil oproti kontrole (100 %), P <0,05.

Z grafi vybranych vzorkl kapradin f5 a f18 vyplyva, ze s vyssi
koncentraci kapradiny a rostoucim ¢asovym intervalem cytotoxicky ucinek
roste. Ze ziskanych dat lze piiblizn¢ vypocitat hodnoty ICso (koncentrace,
pii které dochazi k usmrceni 50 % bunék v porovnani s kontrolou, kde je
100% zivotnost). Nicméné nelze stanovit pifesné¢ jelikoz nemame
koncentraci, kterd by zabijela 100 % bunék (potiebné pro vypocet idedlni
sigmoidni kiivky). U f18 po 24 h. nelze tuto hodnotu stanovit podobné jako

u nasledujicich vzorkt {27 a f43.

Tab. €. 2 Hodnoty ICso pro kapradiny f5 a f18

ICso 24 h. (ng/ml) 48 h. (ng/ml) 72 h. (ug/ml)
f5 285,9 216,9 157,9
18 - 1659 364,9
f27
150 -
—_ 3 24h
=
- B 48h
7}
2 100 1 I 4 b = 7h
o
=
N
§ 50
5
2
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10 50

100
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Graf ¢. 5 Zavislost relativni Zivotnosti bunék [%] na koncentraci [ug/ml]

u vzorku kapradiny f27 (Davallia canariensis)

51



Vzorek kapradiny byl pouzit v koncentracich 10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml
a 200 pg/ml a podroben screeningu po dobu 24, 48 a 72hod.

f43
150
~ =3 24h
s
= B 48h
7))
S 100 [ i I T mm 72h
S
=
‘N
£ w
ks
o
0

10 50 100 200
Koncentrace (ng/ml)

Graf C. 6 Zavislost relativni Zivotnosti bunék [%] na koncentraci [ug/ml]

u vzorku kapradiny f43 (Polystichum aculeatum)

Vzorek kapradiny byl pouzit v koncentracich 10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml
a 200 pg/ml a podroben screeningu po dobu 24, 48 a 72hod.
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5.2. Anthelmintické ucinky kapradin

Larvy Haemonchus contortus byly vystaveny extraktim kapradin po dobu
7 dnti. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 20 UM monepantel. Jako negativni
kontrola bylo pouzito DMSO ve stejné vysledné koncentraci jako u pouzitych
latek. Hodnoceni vyvinu xL.3 a L4 se provad€lo mikroskopicky, pozorovanim
vyvoje ust a jicnu (Obr. 5 a 6). V tomto testu byly opé€t pouzity vSechny extrakty
kapradin, avSak pouze v koncentraci 100 pg/ml. Slaby anthelminticky uc¢inek byl
viditelny u vzorku kapradiny f5 (Athyrium distentifolium), f12 (Dryopteris
dilatata), t18 (Dryopteris aemula), £27 (Davallia canariensis) a f43 (Polystichum
aculeatum). Naopak nékteré kapradiny podpoftily vyvin larev xL3 do stadia larvy
L4, konkrétné¢ vzorek kapradiny f15 (Dryopteris cambrensis), 26 (Polystichum
setiferum), 29 (Matteuccia struthiopteris) a f44 (Polypodium vulgare).

xL3-L4
150 - *

-

o

o
|

vyvinuté L4 (%)
1%)]
o
|

P VL SO ERLI R ER PO Q‘:‘\OQ
Q
kapradiny (c=100 pg/ml)

Graf ¢. 7 Zavislost vyvinutych larev H. contortus L4 na vzorku kapradiny

Kapradiny byly pouZity v koncentraci 100 pg/ml. Signifikantni rozdil oproti

kontrole je oznacen *, P <0,05.
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Obr. 5 Larva L3 Haemonchus contortus (métitko: 0,33 um/px)

Predni ¢ast je zaspicatéla, neni vyvinuty jicen. Kontrolni pozorovani larev, které

jsou pied svlékanim v poradku.

Obr. 6 Larva L4 Haemonchus contorus (méfitko: 0,33 um/px)

Je viditelny vyvoj Gst a jicnu, larva se nachazi v okoli svle¢enych kutikul.
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6. DISKUZE

Haemonchus contortus patii k nejrozsifenéj$im vnitinim parazitiim ovci a koz. Do
organismu se dostava ptimou konzumaci larev L3, které pochazi z trusu nakazenych
zvifat a nachazi se na povrchu vegetace. Larvy parazituji v poslednim zaludku
piezvykavci — slezu, kde saji krev a zplsobuji tak hostiteli anémie. Tyto infekce
zpusobuji obrovské hospodaiské ztraty na farmach po celém svéte, nebot’ mohou vést
ke snizeni produkce a reprodukce zvitat, v mnohych ptipadech kon¢i i smrti (Craig,

2009; Coop a Holmes, 1996).

Lécba a kontrola infekce spo€ivd v podavani anthelmintik. Nicméné jejich
naduZzivani a chybné ddvkovani vede k rozvoji rezistence. Bohuzel ani objev novych
1é¢iv nevedl ke zlepseni této situace. Proto se nabizi i jiné alternativni metody 1écby
a kontroly nad infekci, kam mimo jiné patii i 1é¢ivé rostliny. Jejich vyhodou je
minimalni vyskyt nezddoucich ucinkli, nedochazi k rozvoji rezistence, latky se mezi

sebou daji libovolné kombinovat a mohou byt 1 dobrym zdrojem Zivin.

Cilem této diplomové prace bylo stanovit anthelmintické uUCinky extrakti
z kapradin. Anthelmintické ucinky byly zkoumdny in vitro na larvach L3 H.
contortus, které byly vystaveny latkdm po dobu 7 dni pii 38 °C. Nasledné byla
spoCitana stadia larev L3 a L4 pomoci mikroskopu pro kazdou z
testovanych kapradin. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Excel a
vyjadieny jako % vyvinutych larev L4 z celkového mnozstvi larev L3. Pét druhi
kapradin vyznamné ovlivnilo vyvoj larvy L3 do stddia L4 a lze jim tedy pfisoudit
anthelmintickou ucinnost. Jedna se o druhy Athyrium distentifolium, Dryopteris

dilatata, Dryopteris aemula, Davallia canariensis a Polystichum aculeatum.

Ve studii Z. Varadyové (2018) byla testovana in vitro anthelminticka aktivitau 13
1é¢ivych rostlin. Pro stanoveni byly pouzity vejce H. contortus, které byly vystaveny
methanolovym a vodnim extraktiim Ié¢ivych rostlin pro dobu 7 dnii pii 27 °C. Poté
byly spocitany podily nevylihnutych vajec a larev stddia L1-L3 pod mikroskopem.
Pro kazdy rostlinny extrakt byla stanovena LDso, tedy davka, pfi které dochazi
k thynu poloviny (50 %) testovanych zivocicht. Vysledkem studie bylo zjisténi

ovicidni a larvicidni aktivity u vybranych léc¢ivych rostlin.
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Jelikoz se jednd o jiny rostlinny material nelze piimo porovnat vysledky
anthelmintické aktivity, nicméné metodologie experimentu této prace a studie Z.
Varadyové (2018) jsou podobné. Vejce/larvy H. contortus byly vystaveny latkdm po
dobu 7 dni, experimenty se navzdjem lisi inkubacni teplotou o 10 °C. Vyvin H.
contortus z vajec do larvy L3 je idedlni v teplotnim rozmezi 25-38 °C. Teplota studie
Varadyové (2018) probihala pti 27 °C, coz ideélné kopiruje venkovni podminky pro
vyvin. Studie této prace probihala pii 38 °C a jelikoZz se jedna od vyvin larvy L3 do
L4, ktery probiha v hostiteli, tak tato teplota odpovida teploté téla hostitele. Vyvin
z vejce do larvy trva pfiblizn€ 5-10 dni, 7denni inkubacni doba se tedy jevi jako
idedlni v obou experimentech. Studie Z. Varadyové (2018) zkoumaly
anthelmintickou aktivitu latek na jednotlivych stadiich H. contortus, coz umoznilo
zjistit také ovicidni u€inky rostlin. Samice H. contortus vyprodukuje denné 5000-
6000 vajec, ktera se dostanou do prostiedi hostitele z trusu nakazenych zvirat. Pii
vhodnych podminkach prostfedi dochazi k rychlému vyvoji do infekéniho stadia,
kterym se nakazi dals$i zvifata. Pokud latky maji inhibi¢ni G¢inky na vejce, 1ze tim
omezit mnozstvi budoucich infekénich stadii, coz vede ke snizeni rizika ndkazy.
Inhibice vyvoje larvy L3 do stddia L4 umoznuje naopak snizit produkci téchto vajec.
Ob¢ experimentalni studie tedy ptinesly vyznamné vysledky anthelmintické aktivity
1é¢ivych rostlin. Uginnost rostlin na jednotliva stadia (od vejce do L4) umoziiuje
zjistit presnéj$i spektrum anthelmintického uc¢inku. V dalSich experimentech bude
podobné jako v této studii sledovana také ti¢innost extrakti kapradin na dal$i stadia,

naptiklad vyvin vajicek v prvni/druhé larvalni stadium.

Ve studii Z. Varddyové (2018) byla pouzila vysokouUc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) pro kvantifikaci Sesti rostlinnych sekundarnich metaboliti.
Diky této metod¢ bylo mozné tedy zjistit navic moznou souvislost mezi metabolitem

a anthelmintickou aktivitou.

Rostlinné extrakty byly ve studii Varadyové (2018) pouzity v Sesti rtiznych
koncentracich. Tento fakt umoznil stanoveni LDso, tedy hodnoty, kterd nam ptiblizné
charakterizuje toxicitu dané latky. V této diplomové praci byly pouzity kapradiny o
jedné koncentraci 100 pg/ml. Nicméné diky tomuto experimentu se ndm podafilo
odhalit potencidln¢ anthelmintické latky, které by se daly pouzit v dalSich

experimentech, a tedy 1 ke stanoveni LDs.
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Ve studii Ahmed, Laing a Nsahlai (2012) byla testovana in vitro anthelminiticka
ucinnost ethanolovych extraktti 25 rostlin proti H. contortus. Nejprve probéhl prvotni
screening ve tiech koncentracich kazdé rostliny a néasledné bylo vybrano pét rostlin
s nejvyssi anthelmintickou uc¢innosti, které byly podrobeny dalSimu testovani o
¢tyfech riznych koncentracich. U kazdé latky byla stanovena % t¢innost pro kazdou
koncentraci. Extrakty byly pfidany k vejcim H. contortus po 10denni inkubaci, ktera
probihala pii1 27°C. Podle téchto informaci l1ze tedy soudit, Ze extrakty ptsobily na jiz
infek¢ni stadium larvy L3 a jednalo se tedy o podobné podminky jako v této

diplomové praci.

Kromé in vitro studii je také vhodné provést in vivo studie. Za laboratornich
podminek se totiz zkoumané latky chovaji jinak nez v zivém organismu. Naptiklad
ve studii Hossen Molla (2016) byla zkoumdéna anthelmintickd aktivita rostliny
Murraya koenigii in vitro a také in vivo. Studie byla provedena na 24 ovcich obou
pohlavi, které byly pfirozené¢ infikované H. contortus. Ovce byly rozdéleny do Sesti
skupin. Dvéma skupinam byl podavan methanolovy extrakt M. koenigii o rozdilnych
davkach (1,0 a 2,0 g/kg télesné hmotnosti). Dal§im dvéma skupindm byl podavan
vodny extrakt rostliny, také v odlisSnych davkach. Pata skupina byla pouzita jako
pozitivni kontrola a byl ji podavan levamisol o davce 7,5 mg/kg. Sest4 skupina nebyla
l1é¢ena a slouzila tedy jako negativni kontrola. Skupiny byly od sebe izolovany a na
studie byly pfipravovany po dobu 18 dni. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci
FECRT testu. Od patnactého dne doslo k vyznamnému sniZeni poctu vajec ve stolici

a byly tedy potvrzeny také in vivo u€inky rostliny.

Druhd polovina experimentdlni casti této diplomové prace je zaméfena na
antiproliferativni U€inky extraktl z kapradin. Pro experiment byla pouZzita buné¢na
linie SW480, ktera byla ptivodné¢ ziskdna z primarniho adenokarcinomu tlustého
stteva (American type cell culture collection [online]). Nadory tlustého stfeva jsou
druhou nejcastéj$i pfi¢inou umrti na nadory. Standardni terapie je zaméfena na
podavani cytotoxickych 1é¢iv, chemoterapii, radioterapii a chirurgii. Velkou
nevyhodou chemoterapeutické 1é¢by jsou jeji nezadouci ucinky, nebot’ plisobi i na
zdravé proliferativni buiiky, napf. na vlasové folikuly, krevni buiiky a stfevni epitel.
Lécba rostlinnymi produkty by i vtomto pfipadé mohla ptfedstavovat vhodnou

alternativu terapie s niz§im vyskytem nezadoucich tc¢inka (Aiello, 2019).
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Nejprve byl proveden uvodni screening, ve kterém byla bunécnd linie vystavena
16 extraktim kapradin o dvou koncentracich 10 pug/ml a 10 pg/ml po dobu 72 hod.
Z tohoto screeningu byly vybrany ¢tyfi extrakty, které byly pouzity do podrobnéjsiho
testovani ve tiech Casovych intervalech (24, 48 a 72 hod.) a ctyfech riznych
koncentracich (10, 50, 100 a 200 pg/ml). U dvou extrakti bylo mozné stanovit
hodnotu ICso, tedy koncentraci, pti které dochdzi k usmrceni 50 % bunék v porovnani
s kontrolou, kde je 100% zivotnost. Nejvyznamnéjsi cytotoxické ucinky projevila
kapradina Athyrium distentifolium ve vSech Casovych intervalech. Druh Dryopteris
aemula vykazoval vyznamné cytotoxické ucinky pfti koncentraci 200 pg/ml v po 72
hod. ptisobeni. V dalSich experimentech by mélo také probéhnout hodnoceni toxicity
kapradin na nenadorovych liniich naptiklad stfevnich fibroblastii, hepatocyti pro

vylouceni toxicity.
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7. ZAVER

U druh@t Athyrium distentifolium a Dryopteris aemula byl prokdzan cytotoxicky

ucinek na bunééné linii SW480 a anthelminticky ucinek na larvach L3 H. contortus.

U druhl Davallia canariensis, Polystichum aculeatum a Dryopteris dilatata byl

prokdzan anthelminticky ucinek larvach L3 H. contortus.
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8. TABULKA ROZKLICOVANI KAPRADIN

CISLO VZORKU DRUH KAPRADINY
2 Athyrium filix-femina
5 Athyrium distentifolium
fo Blechnum spicant
f12 Dryopteris dilatata
f13 Dryopteris borreri
f14 Dryopteris remota
f15 Dryopteris cambrensis
f16 Dryopteris expansa
f17 Dryopteris caucasica
18 Dryopteris aemula
24 Polystichum acrostichoides
26 Polystichum setiferum
27 Davallia canariensis
29 Matteuccia struthiopteris
40 Blechnum spicant
43 Polystichum aculeatum
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9. SEZNAM ZKRATEK

DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

FAMACHA - Francois ,,Fafa“ Malan Chart

FBS — fetalni bovinni sérum

FEC — fecal egg count

FECRT - fecal egg count reduction test

GABA — y-aminomaselna kyselina

GABACI — chloridovy kanal tizeny y-aminomaselnou kyselinou
GluCl — chloridovy kandl fizeny glutamatem

HEPES pufr — 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethanesulfonic acid
HPLC — high performance liquid chromatography

LB - sterilni médium Luria-Bertani

LDso - davka, pti které dochazi k uhynu 50 % testovanych zivocichi
NAD(P)H - nikotinamiddinukleotidfosfat

nAchR — nikotinovy receptor pro acetylcholin

P-gp — P-glykoprotein

PBS — fosfatovy pufr

PCV — packed cell volume

SNP — single-nucleotid polymorfism

TST — targeting selective treatment

WAAVP — World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology

WST — water-soluble tetrazolium salt
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