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Léciva jsou potencialné nebezpecnymi kontaminanty Zivotniho prostiedi. Vstup
anthelmintik do Zivotniho prostfedi je zejména exkrementy léCenych zvifat.
Anthelmintika mohou negativné ovliviiovat ekosystém svym pusobenim na necilové
organismy jako jsou rostliny a ptidni mikroorganismy. Rizikova je i akumulace 1é¢iv
v rostlinach. Konzumace téchto rostlin mize podporovat rozvoj rezistence u helminta.
Tato prace se zabyvala studiem vlivu a biotransformace ¢asto pouzivanych anthelmintik
albendazolu (ABZ), ivermektinu (IVM) a monepantelu (MOP) v picnich rostlinach
vojteSce seté¢ (Medicago sativa) a jeteli lucnim (Trifolium pratense). Pro vyhodnoceni
byly pouZity rostliny kultivované v in vitro podminkach a rostliny péstované ve skleniku.
Fytotoxicita byla sledovana na seminkach a celych rostlinach métenim délky kotent,
stanovenim obsahu prolinu, svétlosbérnych pigmentti a celkového obsahu proteint.
Po aplikaci IVM byla pozorovdna mirnd fytotoxicita, ostatni anthelmintika neméla
na vétSinu stanovovanych parametrii signifikantni vliv. Identifikace ABZ metaboliti
probihala pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie spojené s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (UHPL-MS/MS). Z vysledkii vyplyva schopnost vychytavani
a metabolizace ABZ v obou rostlinach. Na zdklad¢ identifikovanych metabolitl byla
navrzena schémata metabolickych drah ABZ. VétSina metaboliti se da povaZovat
za deaktivované produkty, avSak ¢ast z nich je nestabilni a mliZe byt opét transformovana

na aktivni latky, které mohou dale piisobit v ekosystému.
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Drugs are potentially dangerous contaminants of the environment. The entry
of anthelmintics into the environment is mainly via excrement of treated animals.
Anthelmintics can negatively affect the ecosystem by acting on non-target organisms
such as plants and soil microorganisms. The accumulation of medicines in plants is also
at risk. The consumption of these plants may promote the development of resistance
in helminths. This thesis looked at the study of the influence and biotransformation
of frequently used anthelmintics of albendazole (ABZ), ivermectin (IVM) and
monepantel (MOP) in the forage plants of alfalfa seté (Medicago sativa) and the meadow
clover (Trifolium pratense). Plants cultivated in in vitro conditions and plants grown in
a greenhouse were used for evaluation. Phytotoxicity was monitored on seeds and whole
plants by measuring the length of the roots, by determining the content of proline,
light-collecting pigments and the total protein content. Mild phytotoxicity was observed
after ivm administration, while other anthelmintics had no significant effect on most of
the parameters determined. The identification of ABZ metabolites was carried out using
high-performance liquid chromatography associated with tandem mass spektrometry
(UHPL-MS/MS). The results show the ability to uptake and metabolise ABZ in both
plants. Based on the identified metabolites, ABZ metabolic pathways schemes have been
proposed. Most metabolites can be considered deactivated products, but some of them are
unstable and can be transformed again into active substances that can continue to act in

the ecosystem.
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1 Uvod

Kontaminace zivotniho prostiedi piedstavuje vysoké a Casto dlouhodobé riziko
pro lidské zdravi i pro ekosystémy. Stav zivotniho prostfedi a jeho udrzeni pro dalsi

generace je stale Castéjsi otdzkou v nasi spolecnosti (Holoubek, 2017).
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souCasn¢ 1 byvalé primyslové a vojenské Cinnosti (Kibblewhite, 2019). Za jedny
z nejcastéjsich kontaminanti se povazuji i lé¢iva. Do ekosystému se dostavaji riznymi
cestami napi. odpadnimi vodami, hnojenim ptidy nebo pfimym vylu¢ovanim do prostiedi.
Léciva pak mohou ovlivilovat vSechny struktury prosttedi, mize dochdzet ke
znecistovani pitnych vod ¢i k akumulaci v hospodarskych potravinach. Navic vyskyt
1é¢iv v zivotnim prostiedi mize podporovat vznik rezistenci u patogennich organismii.
Byly publikovény studie dokladajici pfitomnost 1é¢iv ve vSech slozkéch Zivotniho
prostfedi a jejich ucinky na nejriznéjs$i organismy. Bylo tak potvrzeno, ze 1éCiva

v zivotnim prostiedi jsou rizikem globalniho charakteru (Kiister a Adler, 2014).

V¢étSina populace si nepreje mit biologicky aktivni latky v Zivotnim prostiedi,
potencialné tak i v pitné vodé¢ a v potravinach, ¢im se nasledné mohou dostat do
organismu ¢lovéka. Proto se soucasné studie ¢im dél vice zajimaji o osud Ié€iv v Zivotnim
prostiedi a zaroven riznymi kroky dochazi ke snaze o minimalizaci mnozstvi 1é¢iv

v prostiedi (Kiister a Adler, 2014).



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Helminti

Helminti jsou &ervi parazitujici v t&le zvifat i lidi. Cervi nebo jejich infekéni stadia
zpisobuji u hostitell tzv. helmintdzy. Infekce hospodaiskych zvitat témito Cervy vede
ke zhorSeni zdravotniho stavu zvifat a nasledné ke snizeni produktivity a ekonomickym

ztratdm zemeédélci. (Dyary, 2015).

Podle mista vyvojového cyklu délime Cervy na biohelminty, u kterych vyvojové
cykly probihaji ve vnitinim prostiedi hostitele, nebo geohelminty, kde vyvojové cykly

probihaji v Zivotnim prostiedi zvifat (Lamka a Duchacek, 2014).

2.1.1 Helmintozy
Helmintdézy zplsobuji tfi skupiny cervi, jsou to hlistice (obli ervi) — Nematoda,

motolice (plosi ¢ervi) — Trematoda a tasemnice — Cestoda.

Nematoddza jsou nejrozsahlejsi skupinou helmintoz, postihuji prakticky vSechny
druhy hospodéiskych 1 z4jmové chovanych zvifat. Nematoda maji vyvojovy cyklus
pfevazné jako geohelminti, velmi omezen¢ jako biohelminti (Lamka a Duchacek, 2014).
Ke vzniku infekce dochazi pozitim larvalniho stadia Cerva nebo vajicek obsahujici larvy,
vyjime¢né¢ mohou infekéni larvy do organismu penetrovat kizi (Taylor et al., 2007).
Dospélci jsou nejcasteji v definitivnim hostiteli lokalizovany v tradvicim traktu, v mensi
mife se mohou vyskytovat i v dalich soustavach zejména v krevnim a lymfatickém

systému, nervoveé soustave a urogenitalnim traktu (Volf a Horak, 2007).

Trematodozy piedstavuji skupinu helmintéz zavaznych piedev§im pro
hospodatska a voln¢ Zijici zvifata, v¢etné ryb (Lamka a Duchacek, 2014). Trematoda
jsou biohelmintickymi parazity, pro sviij Zzivotni cyklus obvykle vyzaduji dva
mezihostitele. Prvni mezihostitel je zpravidla mékkys (Volf a Horédk, 2007). Ke vzniku
infekce u zvifat dochazi pozfenim larvalnich stddii nebo infikovaného mezihostitele.
V kone¢ném hostiteli se vyskytuji ptedevs§im ve zlu¢ovodech, zazivacim traktu a cévnim

systému (Taylor et al., 2007).

Cestodozy maji mensi rozsah ptisobeni oproti predchozim helmint6zdm, postihuji
hlavné domaci zvifata a ryby. Cestoda maji vyvojovy cyklus biohelminta s vice

mezihostiteli, mén¢ Casto s jednim nepfimym hostitelem. Ke vzniku infekce dochézi
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peroralné pozienim infikovaného mezihostitele. V kone¢ném hostiteli se az na vyjimky
vyskytuji v tenkém sttevé (Taylor et al., 2007). Zavazné veterinarni i huménni infekce

mohou zptisobovat dospélci i ¢ervi ve stadiu larev (Volf a Horak, 2007).

2.1.2 Terapie a prevence helmint6z

Lécba helmintdz je zavisla vyhradné na terapii anthelmintiky (Dyary, 2015).
Anthelmintické ucinky ma mnoho Ié¢iv razné struktury. Jedna se vétSinou o latky
syntetického ptivodu, n€které z nich jsou ziskavany biosynteticky. Podle u¢inku na cilovy
organismus rozliSujeme anthelmintika na antinematoda, antitrematoda a anticestoda.
Vétsina latek ma soucasné ucinky proti vice tfiddm cervi. Nékteré z nich mohou mit
ucinek 1 proti plvodcim zevnich parazitdoz, takové oznacujeme jako

antiendektoparazitika tzv. endektocida (Lamka a Duchacek, 2014).

Moznosti prevence helmint6z je zasah do zivotniho cyklu parazitii napf. omezenim
disperze a dal§imu Sifeni vaji¢ek Cervii v exkrementech a moci definitivnich hostiteli.
Dal$i moznosti prevence je tlumeni populace mezihostitelii napt. vodohospodarskymi
zasahy lze omezit mnozstvi mékkystu jako mezihostiteli trematod. Pfi zdsahu do
zivotniho prostfedi je vSak tfeba zvazit vliv na cely ekosystém. Na zaklad¢ znalosti
zivotnich cykld a mezihostiteld konkrétnich cervil, lze sniZit riziko pfenosu na
definitivniho hostitele napf. omezenim kontaktu s vodnimi plochami v piipadé
penetrujicich nematod nebo zajisténim konzumace spravné tepeln€ upravenych potravin
v ptipadé cestod (Volf a Hordk, 2007). Na prevenci helmintdéz se do urcité¢ miry také
podili vakcinace hostitell. DodrZzovani zoohygienickych opatfeni je nedilnou soucasti

prevence 1 1¢cby helmintéz (Lamka a Duchacek, 2014).

2.2 Anthelmintika

Anthelmintika jsou 1é¢iva uzivana k redukci mnozstvi parazita na tolerovatelnou
hodnotu, zabitim (napf. 1é€ivo Alistocidné) nebo inhibici ristu a paralyzou parazita (napf.
1éCivo  hlistopudné). Anthelmintika také omezuji hromadéni infekénich larev na

pastvinach nebo vaji¢ek v zivotnim prostiedi.

Anthelmintika se mohou d¢lit na zdkladé¢ podobnosti v chemické struktuie

a mechanismu u¢inku. Podle struktury klasifikujeme: benzimidazoly, imidazolthiazoly,



tetrahydropyrimidiny, organofosfaty, makrocyklické laktony, amino-acetonitrilové
derivaty. Mechanismy ucinku jednotlivych skupin jsou rozdilné, a i jednotlivé latky
mohou vykazovat vice moznych mechanismii. Mohou pusobit napi. jako agonisté
nikotinu nebo kyseliny y-aminomadselné. Dal§im moznym ucinkem je aktivace ligandem
fizenych chloridovych kanalti, zvySeni permeability membran pro vépnik, vazba na
B-tubulin nebo inhibice malatového metabolismu, kys. arachidonové nebo fosfoglycerat-
kinasy. Na zaklad¢ spektra ucinnosti lze anthelmintika klasifikovat jako: Sirokospektré
(s t¢inkem na rtzné druhy cervil) nebo uzkospektré (0€inné na jeden ¢i dva druhy)

(Enejoh a Suleiman, 2017).

Za prvni generaci Sirokospektralnich anthelmintik se povazuje zavedeni
fenothiazinu a piperazinu v poloviné 20. stoleti. Druhou generaci v 60. letech byla
skutecné Sirokospektra 1éciva s mnohem SirSim spektrem Gc¢inku oproti prvni generaci.
Do druhé generace anthelmintik patfi benzimidazoly, probenzimidazoly
a tetrahydropyrimidiny. Na pocéatku 90. let se objevily Sirokospektralni makrocyklické
laktony. Kromé uvedenych skupin jsou na trhu dostupné i slou€eniny s uzsim spektrem,
do nichz patfi substituované salicylanilidy, fenoly a organofosfaty (Module 2. Helminths:

anthelmintic resistance: diagnosis, management and prevention, 2004).

2.2.1 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony jsou skupinou velmi hydrofobnich 1é¢iv s prodlouzenym
ucinkem (Enejoh a Suleiman, 2017). Jedna se o biosyntetické¢ produkty aktinomycet

vvvvvv

antiparazitika ve veterinarni medicin€ (Enejoh a Suleiman, 2017).

Jsou dé€leny na avermektiny (disacharidy nebo monosacharidy) a milbemyciny
(deglykosylované analogy). Do skupiny avermektinti patii ivermektin (IVM),
doramektin, abamektin a dal§i. Do skupiny milbemycind pak patii moxidektin

a milbemycin oxim (Maddison et al., 2008).

Mechanismem Uc¢inku je otevieni ligandem Fizenych chloridovych kanali
v bunééné membran€, a tim zpusobena hyperpolarizace membran. Cilovym mistem
ucinku v téle parazitl jsou chloridové kandly fizené kyselinou y-aminomaselnou a/nebo
glutamatem. Diky hyperpolarizaci membran dochédzi k redukci motorické aktivity

anasledné paralyze Cerva. Zména polarity také zpiisobi ochrnuti faryngealni pumpy
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nezbytné pro piijem potravy, coz ma za nasledek vyhladovéni parazita. K zaniku cervl

tak dochazi kombinaci nervovych a svalovych uc¢inki (Maddison et al., 2008).

Makrocyklické laktony jsou u¢inné na endo- i ektoparazity, povazuji se tedy za
endektocidy. Endoparazitivni ucinek je selektivni pouze na nematoda kvuli absenci
vazebnych mist vcestodich a trematodich. Nedostatecny prinik pies
hematoencefalickou bariéru do centrdlni nervové soustavy a vylucovani xenobiotik
P-glykoproteinem snizuje u savcl toxicitu a zajistuje selektivitu ucinku na parazity

(Maddison et al., 2008).

2.2.2 Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou nejvétsi skupinou antinematod odvozenych od jedné
chemické struktury (Maddison et al., 2008). Benzimidazoly maji nizkou rozpustnost ve
vod¢ a Spatnou absorpci z gastrointestilniho traktu, kterou lze zvysit soucasnym
podavanim stuénym jidlem. Aktivita ucinku je zavisld na délce pretrvavani
terapeutickych koncentraci v télnich tekutindch a tkanich. Obvykle je proto tieba podavat
opakované davky po dobu 3-5 dnti v zavislosti na citlivosti parazita a mnozstvi pouzité
davky. Stejn¢ ti¢inné mohou byt ale 1 jednotlivé davky pti pouziti vysokych koncentraci

lé¢iva (Maddison et al., 2008).

Benzimidazolova anthelmintika délime na karbamaty (albendazol (ABZ),
fenbendazol, mebendazol, flubendazol, oxibendazol, oxfendazol) a thiazoly
(thiabendazol, kambendazol). Proléciva, probenzimidazoly, maji U¢inek az po
metabolické aktivaci hostitelem. Vyznacuji se lep$i rozpustnosti oproti ptivodni G¢inné
latce. Mezi proléciva patii febantel, ktery ma stejnou ti¢innost jako jeho hlavni metabolity
fenbendazol a oxfendazol. Mezi zastupce halogenovanych benzimidazoli patii

triklabendazol s uzkym spektrem ucinku (Enejoh a Suleiman, 2017).

Mechanismem ucinku benzimidazoli je inhibice -tubulinovych podjednotek,
kterd v builkdch parazita zplsobi inhibici formovani mikrotubult. Mikrotubuly jsou
intracelularni struktury, které tvoti zdklad cytoskeletu buniky, umoziuji transport ¢astic
a pohyb chromozomi pii bunééném dé€leni, jsou spojeny s energetickym metabolismem
a exocytozou. Vazba na specifickd vazebnd mista na B-tubulinu vede k rozvoji
abnormalni konformace tubulinovych podjednotek, zejména pak v rychle se dé€licich

bunkach, ktera brani dalsi polymeraci podjednotek a vede k zaniku celého organismu.
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Néktera z benzimidazolovych anthelmintik (flubendazol, mebendazol) inhibuji
mikrotubularni seskupeni absorp¢nich intestindlnich bunck, coz vede k akumulaci
sekre¢nich granuli v cytoplazmé a zabranéni schopnosti absorpce zivin. Disledkem je
redukce glykogenu s poskozenim bunéénych stén a vyhladovéni parazita. DalSim
ucinkem souvisejicim s tubulinem je utlum vyvoje parazita zplsobeny inhibici
mikrotubularnich procest pii vyvoji vajicka (SPC Flimabend). Ve vysokych
koncentracich maji benzimidazoly nékolik nespecifickych uc¢inki na nematoda
napf. inhibici fumaratreduktas, coz pusobi blokadu tvorby energie v mitochondriich

a inhibici vsttebavani cukrt ze sttev (Maddison et al., 2008).

V zavislosti na specifickych charakteristikaich molekul miize antiparazitické
spektrum benzimidazoli zahrnovat nematoda, cestoda, trematoda a urcita protozoa,
vyjime¢n¢ mohou mit i antimykotickou aktivitu (thiabendazol). VétSina 1éCiv této
skupiny ptisobi proti vyvojovym i dospélym stadiim helmintd, nékteré maji i ovocidni
ucinky (Maddison et al., 2008). Afinita k parazitdrnimu B-tubulinu je mnohem vyssi nez

k B-tubulinu savci, ¢imz je sniZen toxicky Uc€inek 1é¢iv na savce (SPC Flimabend).

2.2.3 Nikotinova anthelmintika

Mezi nikotinova anthelmintika patfi skupina imidazothiazolt

a tetrahydropyrimidinii (Maddison et al., 2008).

Utinkuji ve svalovych buiikach parazitii jako selektivni agonisté synaptickych
a postsynaptickych nikotinovych acetylcholinovych receptorii. ProdlouZzenim aktivace
excitacnich receptorii vyvolavaji spastickou paralyzu svalstva (SPC Dolpac). Bylo
identifikovano mnozstvi podtypd téchto receptort, které jsou odlisné exprimovany
riznymi parazity. Imidazothiazoly jsou ucinngj$i k L-subtypu a tetrahydropyrimidiny

k N-podtypu receptorti (Maddison et al., 2008).

2.2.3.1 Imidazothiazoly

Tetramisol byl prvni z imidazothiazolové skupiny anthelmintik, jedna se o smés
dvou optickych isomert. Za u¢innost proti nematodiim je zodpoveédny levotocivy izomer
(levamisol). Aby byla zajisténa dostatecnd koncentrace L-isomeru je antiparazitirni

ucinnost podminéna vysokou davkou tetramisolu. Pokud se vSak levamisol uziva
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samostatné, je mozné snizit ddvku oproti tetramisolu na polovinu. ZvySuje se tak
bezpec¢nost uzivani se zachovanim anthelmintické ti¢innosti (Enejoh a Suleiman, 2017).
Levamisol mimo agonistického ucinku na nikotinové acetylcholinové receptory, pifimo
inhibuje acetylcholinesterasu, tim se jest¢ vice prodluzuje ucinek acetylcholinu na

synapsich a nasledujici neuromuskularni blokadu (SPC Codiverm).

Mezi imidazothiazolové anthelmintika dale patii derivat levamisolu butamisol

(Enejoh a Suleiman, 2017).

2.2.3.2 Tetrahydropyrimidiny

Zastupci skupiny jsou pyrantel a jeho derivaty morantel a oxantel. Pyrantel
a oxantel jsou na receptorech stondsobné¢ ucinnéjsi nez acetylcholin (Enejoh a Suleiman,
2017). Vzajemné podavani téchto dvou léciv mlizZe mit terapeutické vyhody s vy$§im
spektrem Uc¢innosti a mlize snizovat potencial vzniku rezistence. N&kteti parazité se pii
vystaveni vysokym davkam tetrahydropyrimidinti rychle zotavuji ziejmé diky
desenzibilizaci receptorii. To naznacuje, ze nizsi davky podavané opakované piipadné

trvale, mohou mit vétsi terapeuticky efekt (Maddison et al., 2008).
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2.2.4 Anthelmintika vybrana pro studium
Albendazol je Sirokospektralni anthelmintikum ze skupiny benzimidazoli
latku uZzivanou u prezvykavcl (ovce a skot). Indikovan je proti riznym nematodam,

trematodam, cestodam a prvokiim. Ma ovocidni ucinky, ¢imz snizuje kontaminace

pastvin (Maddison et al., 2008).

Vzhledem k nizké rozpustnosti ve vodé se z gastrointestinalniho traktu vsttebava
omezené (u dobytka asi 50 % peroraln¢ podavané davky). Po absorpci dochazi pfi prvnim
prachodu jatry krychlé metabolizaci. Sulfidova funkéni skupina se oxiduje na
farmakologicky aktivni metabolit ABZ sulfoxid. V dal§Sim pomalejsim kroku
metabolizace vznikd jiz neaktivni ABZ sulfon. Nasleduje deacetylace karbamatové
skupiny a vznik ABZ 2-aminosulfonu (SPC Alphalben). Z podané davky se 60 % vylouci
moci ve formé riznych metabolitl, hlavnim vylu¢ovanym metabolitem je ABZ sulfoxid

(SPC Aldiverm).

O CH,
N ®
O—NH

N

H

Obrazek 1. Albendazol, zdroj: Autor prace

Ivermektin byl historicky prvni makrocyklicky lakton vyvinuty pro uziti u zvifat
a byl revoluci v antiparazitické terapii. Jedna se o 22, 23 — dihydroderivat avermektinu
(ktery je fermentatnim produktem Streptomyces avermitilis) a sklada se ze dvou
sloZek: Bia a Biv. V soucasnosti nadale patii mezi nejvyznamnéj$i makrocyklické laktony

a zaroven veterinarni 1é¢iva (Maddison et al., 2008).

Maximalni biologické dostupnosti je u IVM dosazeno po subkutannim podéani,

cvwr

Diky lipofilni povaze je dobfe distribuovan do vSech tkani a ma tendenci se hromadit.
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Nejvétsich hladin dosahuje v jatrech a tukové tkani, diky tomu je umoznéno rezidualni
antiparazitické ptisobeni. Lipofilni povaha brani distribuci do centralni nervové soustavy
savcl, coz snizuje toxicitu. Metabolizovan je pouze castecné v jatrech oxidacnimi
cestami. Vylucovani IVM je z velké Casti (98-99 %) trusem v nezménéné podobe,

zbytkové je vylucovan moci (SPC Ivermix).

CH
O/ 3

Obrazek 2. Ivermektin, zdroj: Autor prace

Monepantel (MOP) je prvnim a jedinym zastupcem novych anthelmintik ze
skupiny derivati aminoacetonitrilu. U¢inkuje jako pozitivni alostericky modulator
podjednotky ACR-23 nikotinového acetylcholinového receptoru. Objeveni ACR-23
vedlo k hledani dalSich homolognich proteinti. Studie nasledné identifikovali jako hlavni
cil pisobeni MOP protein Hco-MPTL-1. U¢inek MOP na podjednotku vede k otevieni
a brani uzavieni kanall, to zplisobi nekontrolovany tok iont a dochézi k depolarizaci
svalovych bunék. Vznikéa hyperkontrakce svali vedouci k spastické paralyze a nasleduje
smrt parazita. Spektrum ucinku zahrnuje 1 parazity rezistentni vici vice anthelmintikiim
(benzimidazoly, levamisol, morantel, makrocyklické laktony), tento fakt dokazuje

odlisnost mechanismu u¢inku MOP od klasickych anthelmintik (Lecova et al., 2014).
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Po peroralnim podani se MOP rychle vstifebava a oxiduje na sulfonovy metabolit
s podobnou ucinnosti jako matetska latka. Vylu€ovani je predevsim trusem a castecné
1 moci. Lécivo je dobfe snaSeno a vyznacuje se nizkou toxicitu pro savce, diky aktivité

na podjednotku, které je specifickd pro nematoda (SPC Zolvix).

Obrazek 3. Monepantel, zdroj: Autor prace

2.3 Anthelminticka rezistence
Za anthelmintickou rezistenci se povazuje stav, kdy anthelmintické lécivo
nedokaze zabit exponovanou populaci paraziti pomoci davky, kterd je terapeuticky

doporucena (Dyary, 2015).

Jako hlavni pfi¢ina rozvoje rezistence se uvadi rozsahlé uzivani anthelmintik
(Dyary, 2015), mezi dalsi pfic¢iny patii poddavkovani a uzivani nespecifickych ptipravki.
Se zacatkem 60. let byl na trh uveden thiabendazol, Sirokospektré anthelmintikum
nematocidni aktivity s nizkou toxicitou. Rychlé piijeti a ¢etné uzivani u néj, a pozdé&ji
iu dal§ich benzimidazolovych anthelmintik, vedlo k rozsifeni rezistence nematod po
celém svété. Stejny prabeh se pozdéji opakoval se zavedenim novéjSich anthelmintik

(imidazothiazoly, tetrahydropyrimidiny a makrocyklické laktony) (Kaplan, 2004).

Anthelmintické rezistence se celosvétove zvysuje a dosdhla bodu, kdy je postizena
vétSina zastupct stejnych chemickych skupin. Prvni zpravy o vyskytu multirezistentnich

Cervil (zeyména druhy H. contortus, T. circumcincta a T. colubriformis) se poprvé objevily
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na zaCatku 80. let (Kaplan, 2004). Dnes jsou celosvétové zaznamendny piipady
multirezistence, a to predevSim na tfi hlavni skupiny anthelmintik (Kaminsky et al.,
2008). Presto né¢které rozdily v mechanismech ucinku jednotlivych 1é¢iv. mohou
znamenat zachovani G€innosti, i kdyz na jiné ¢leny stejné skupiny byla zjisténa rezistence

(Kaplan, 2004).

Vznik rezistence piedstavuje problém v chovech zvitat, protoze ohrozuje u¢innost
1éCby parazitoz a snizuje produktivitu hospodatskych zvifat (Dyary, 2015).
Za nejvyznamngjsi problém se povazuje rezistence Cervi parazitujicich u ovei, koz a koni
(Kaminsky et al., 2008). Pfestoze rezistence ¢ervil zatim nedosahuje kritického stavu, je
snaha se tomuto problému vénovat a vyhledavat feSeni pro sniZeni rozvoje rezistence

helmintt vici 1écivim (Kaplan, 2004).

2.3.1 Ovlivnéni rezistence

Strategii omezeni vzniku rezistence je vyvoj novych, nejen chemickych metod,
hubeni helmint, rozumné&j$i uzivani dosud ucinnych anthelmintik a dodrzovéni
zoohygienickych opatfeni. Mnoho novych nechemickych metod je jiz testovano, zadné
z nich ale nejsou tak u¢inné jako anthelmintika a nedokazou lé€it Zivot ohroZujici infekce.
Nicméné by se nechemické piistupy mohly aplikovat v piipadé mirnéjSich stadii
onemocnéni, coz by mohlo pfispét k zachovani citlivosti organismi na anthelmintika.
Ta by se poté mohla vyuzivat jen v ptipad¢, pokud by kontrolni opatfeni selhala. Kdyz se
nezméni pfistup k pouZzivani anthelmintik, tedy nesniZi se mnoZzstvi spotieby léciv,
nedojde ani ke zpomaleni rozvoje rezistence a nezbydou dal$i terapeutické moznosti

v kritickych stavech onemocnéni (Kaplan, 2004).

Moznosti ovlivnéni rozvoje rezistence je 1 vyvoj 1é€iv s novym mechanismem
ucinku. Za novéa anthelmintika se povazuji emodepid ze skupiny cyklooktadepsipeptidi,
oxindolovy alkaloid paraherquamid a derivat aminoacetonitrilu MOP. Diky rozdilnym
mechanismiim U¢inku jsou zatim vétSinou ucinnd 1 proti helmintim rezistentnim na

klasickéd anthelmintika (Martin et al., 2012).
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2.3.2 Mechanismus vzniku rezistence

Pochopeni mechanismti vzniku rezistence v cilovych organismech je dilezitym

krokem k ovlivnéni tohoto procesu (Kaplan, 2004). Mnoho nematod ma genetické

vlastnosti, které podporuji rozvoj anthelmintické rezistence. Mezi n¢ patii ¢asté mutace,

které¢ dodavaji populaci Cervii mimotfadné vysokou genetickou rozmanitost. Studie

dokazuji lepsi Sance pro vyvoj a Sifeni helmintli s novym genetickym uspofadanim,

protoze konkurencni jedinci vnimavi na 1é¢iva jsou z hostitelského téla vylouceni (Dyary,

2015).

Tabulka 1. Pfedpokladané zptisoby vzniku rezistence na anthelmintika; Zdroj:

Dyary, 2015
Anthelminticka Mechanismus Piedpokladany
Zastupci
skupina ucinku mechanismus rezistence
ABZ,
benzimidazoly ] inhibice ]
thiabendazol ) mutace v genu kodujici
B-tubulinovych o
febantel ) B-tubulin izotyp 1
. cbantel, podjednotek
probenzimidazoly
oxfendazol
levamisol, o sniZeni poctu nikotin
imidazothiazoly agonisticky u¢inek .
tetramizol o acetylcholinovych
na nikotinovych
. receptortl nebo snizeni
acetylcholinovych }
pyrantel afinity téchto receptorti
tetrahydropyrimidiny receptorech I 1ecive
morantel ecivum
alostericky modulator
podjednotky ztrata ¢asti ACR-23
amino-acetonitrilové MOP Hco-MPTL-1 z nadrodiny nikotinovych
derivaty nikotinového acetylcholinovych
acetylcholinového receptord
receptoru
VM,
avermektiny .
abamektin agonisticky ucinek zmény v P-glykoproteinu
moxidektin, Dna ligandem fizenych  podilejicim se na exportu
milbemyciny milbemycin ~ chloridovych kanali  leciv
oxim
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2.4 Humanni a veterinarni lé¢iva v Zivotnim prostredi

Do pfirody se dostavaji nejriznéjsi chemikalie z primyslu, dopravy a také 1é¢iva
humanni a veterindrni. Farmaceutika mohou do zivotniho prostiedi vstoupit jako
matetska sloucenina nebo jako metabolit. Lé¢iva a jejich metabolity v ekosystému mohou
dale pisobit na jiné organismy, zejména na rostliny a mikrooorganismy, a mohou mit
nejriznéjs§i nezaddouci uCinky (Jorgensen a Halling-Serensen, 2000). Veterinarni
a humanni 1é¢iva se do zivotniho prostiedi dostavaji mnoha riznymi cestami. Mezi né
patfi uvoliiovani zbytkli z vyrobnich procesi, odpady znemocnic, domécnosti
a hospodarskych chovii. Nejéastéji dochazi ke kontaminaci povrchovych vod, znecistény
mohou byt i pida a sediment (Heberer, 2002). Mezi minoritni cesty vstupu 1é¢iv do
ekosystému patfi emise do ovzdusi a likvidace nevyuzitych léCivych piipravkl

a obalovych materialti (Boxall, 2014).

Huménni 1é¢iva se obvykle dostavaji s exkrementy do kanalizace a prochdzi
Cisticimi procesy, nez se dostanou do povrchovych vod nebo do pidy prostrednictvim
Cistirenského kalu (Boxall, 2014). Diky soucasnému stupni regulace ¢isténi odpadnich
vod se znecisténi humannimi 1é¢ivy povazuje za mensi problém (Heberer, 2002). Mezi
nejuzivanéj$i humanni 1é¢iva patii zenska kontracepce, cytotoxické a antibakteridlni latky
a vneposledni fad¢ analgetika. Rezidua téchto skupin 1é¢iv jsou nejCastéji nalézana

v Zivotnim prosttedi (Boxall, 2014).

Veterinarni 1é¢iva, narozdil od humadnnich, vétSinou neprochazi Zadnym
zpusobem c¢isténi a do ekosystému vstupuji ptimo. Piipravky k oSetfeni ryb jsou piimo
uvoliiovany do povrchovych vod, tento proces neni nijak regulovan a mimo cilové
organismy tak léfiva mohou ovliviiovat 1 dal§i organismy v akvakultufe. Léciva
pouzivand k lé€bé pasené zvéfe se v metabolizované ¢i nemetabolizované podobé
vylucuji do pldy a vod v exkrementech 1écené zvéte. Pri 1é¢be hospodaiskych zvirat se
1é¢iva do prostiedi dostanou 1 nepfimou cestou v podob¢ aplikace organickych hnojiv
(hntij, kejda, mocuvka). Riziko znecisténi mlize predstavovat i uloZeni fekalii ve velkych
jdmach, kde vznik4 riziko odplaveni deStém nebo vsakovani do podzemnich vod
(Jorgensen a Halling-Serensen, 2000). Z veterinarnich 1€Civ jsou nejcastéjSimi
kontaminanty antibiotika, antiparazitika, anestetika a hormony podporujici rast (Boxall,

2014).
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Mimo vlastni parentni latky se muze pfipojit G€inek vzniklych metabolith
a degradacnich produktt, které mohou mit dalsi neocekavané ucinky. Otazkou je i mozny

ucinek kombinaci 1€Civ a jinych latek, které se v ptirodé nachazeji (Boxall, 2014).

2.4.1 Osud Iéciv v Zivotnim prostredi

Na distribuci latek maji vliv fyzikalné-chemické vlastnosti slouceniny i vlastnosti
piijimaného prostiedi. Stupen, jakym jsou latky transportovany mezi rozdilna prostiedi,
primarné zalezi na sorpcnich vlastnostech slouc¢enin do danych komponent (ptda, voda),

které jsou pro kazdou latku odlisné (Boxall, 2014).

V prostiedi obvykle dochazi k degradaci latek organismy a/nebo miiZze dochazet
k abiotickym reakcim. Obecné dochazi k redukci vlastniho Uc¢inku latky, ale nckteré
vznikajici degrada¢ni produkty mohou byt vice toxické nez parentni latky. Degradace se
li$i v zavislosti na chemickych, biologickych a klimatickych podminkéach. Pro ptiklad
polocas IVM je v zimnich podminkdch Sestkrat del$i nez v 1ét¢, zaroveri se latka degraduje

rychleji v pis€itych piidach nez v piscito-hlinitych (Boxall, 2014).

Biologicky aktivni latky se mohou v prostfedi vyskytovat na kterékoli tirovni
biologické hierarchie (bunky — organy — organismy — populace — ekosystémy — ekosféra).
Vyzkumy teprve zacinaji s identifikaci konkrétnich 1é¢iv v prostfedi a jejich u¢inkem na
organismy, které jsou dilezité pro rovnovahu ekosystému (Jorgensen a Halling-Serensen,
2000). Jako priority pro studie byla vybrana léCiva, kterd se nejcastéji pouzivaji, a jsou
tak povaZovana i za nejvice zastoupena v Zivotnim prostiedi (Boxall, 2014). Mezi né€ byl

zatazen 1 ndmi studovany [IVM.

2.4.2 Koncentrace 1€Civ v zZivotnim prostiedi

Koncentrace 1é€iv objevené v povrchovych vodach se obvykle pohybuji v nizkych
hladinach, nej¢asté&ji méné nez 1 ug. I'!. Léciva v Zivotnim prostiedi se tedy vyskytuji
vétSinou v koncentracich menSich, nez v kterych se délaji zkouSky bezpe€nosti
aucinnosti (Boxall, 2014). Pfed uvedenim na trh jsou léCiva studovédna pomoci
ekotoxickych testl. Splnéni podminek testu vSak nevylucuje negativni vliv na zivotni
prostiedi, a to z mnoha niZe uvedenych diivodu. Ekotoxické testy se obvykle provadéji

v mnohem vétSich koncentracich, nez v jakych se latky nakonec realné vyskytuji
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v prostfedi. Obvykle se jedna o kratkodobé testy, ptestoze vyskyt 1é¢iv v prostiedi je
Castokrat mnohonasobné delsi. Déle se testy zamétuji na amrtnost jako koncovy bod,
mén¢ znamé jsou potom ucinky na rist, fertilitu a chovani organismu. Pfestoze jsou latky
stavény tak, aby ovliviiovaly zejména lidské a zvifeci receptory, ucinek a piipadna
toxicita mize probihat i na Grovni bakterii, hub a parazitd. S vyvojem novych citlivych
analytickych technik je umoznéno lepsi poznani chovani 1é¢iv v Zivotnim prostiedi
analezeni i velmi malé koncentrace 1éCiv v padach, odpadnich a povrchovych vodach

(Boxall, 2014).

Protoze koncentrace identifikovanych farmaceutik v pitné vod¢ jsou hluboko pod
limity, se ovlivnéni lidského zdravi zdd jako nepravdépodobné. Nicméné jiné cesty
mozného vystaveni 1é¢iviim napt. absorbce z ptidy do plodin, stale nejsou kvantifikovany

a nelze je proto zcela vyloucit jako potencialng toxické pro ¢lovéka (Boxall, 2014).

Nizké koncentrace 1é€iv by nemély zptisobovat akutni toxicitu, rizikem ale mize
byt chronicka toxicita. Nékteré studie se zaméfuji na dlouhodobou expozici nizkych
davek léciv a bylo zaznamendno spektrum jemnych dopadi. Mezi nimi byly
zaznamenany ucinky na oocyty a zrani varlat, dopady na fyziologii a chovani hmyzu,
ovlivnéni ristu vodnich rostlin a n¢kterych druht fas, rozvoj antibakterialni rezistence
v pudnich mikrobech a vznik novych rezistentnich druhti (Boxall, 2014). Navic se zda,
Ze vyvoj rezistence je podporovan praveé nizkymi koncentracemi pii dlouhodobé expozici.
Nékteré slouceniny mohou tG¢inkovat jako tzv. endokrinni disruptofi narusujici normalni
funkci hormonii a poskozujici hormonélni rovnovdhu organismu. I tento jev je Casto
podpofen extrémné nizkymi koncentracemi latek. Dal§im rizikem zneciStovani
ekosystému lécivy je akumulace biologicky aktivnich latek v produktech zemédélstvi, ty
se poté mohou skrze potravni fetézec dostat az k ¢lovéku a obvykle nezndmym zplisobem

ovliviovat lidsky organismus (Jergensen a Halling-Serensen, 2000).

2.5 Stres u rostlin

Flexibilita metabolismu rostlin jim umoznuje reagovat na zmény prostredi, které
se pravideln¢ méni s dennim a ro¢nim obdobim. Neobvykld omezeni nebo
nepiedvidatelné vykyvy vyvoldvaji v rostlinach stres, tj. zménény fyziologicky stav
zpusobeny faktory, které narusuji rovnovahu v organismu (Jaleel et al., 2009). Stres

v rostlinach negativné ovliviluje rist rostlin, produktivitu, reprodukéni kapacitu nebo
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preziti. PfiCiny stresu zahrnuji velkou Skélu Cinitell, které 1ze rozdélit do dvou kategorii,
a to environmentalni (abiotické) nebo biologické (biotické) stresové faktory (Jaleel et al.,

2009).

Mezi nejbeznéjsi abiotické stresové faktory patii zmény mnozstvi vody (sucho
a zaplavy), zmény teplot, extrémni ozafeni, nedostatky nebo nadbytky zivin, vysoka
slanost a zmény v kyselosti pidy. Abiotické faktory také mohou zahrnovat mechanicka
poskozeni (vitr, krupobiti, propady pudy) a poSkozeni spojend s toxickymi latkami
(plynné znecistujici latky, tézké kovy a dalsi xenobiotika). Abiotické stresové faktory se
ziidka vyskytuji samostatné, obvykle jde o komplex vzajemné ucinkujicich faktort.
Biotické stresy zahrnuji poskozeni zpiisobena rostlinnymi patogeny (bakterie, houby

a viry) a bylozravymi zvitaty (Jaleel et al., 2009, Cramer et al., 2011).

Stres u rostlin se miiZe projevovat mnoha zplisoby, jako hromadéni cizorodych
latek a jejich metabolitl, zménami pH na povrchu rostlin 1 v pletivech, inhibici ¢i aktivaci
urcitych enzymi, zvySenim obsahu fenolu a sloucenin obsahujicich konjugacni skupiny
napft. glutathionu, snizenim kyseliny askorbové v listech, snizenim fotosyntézy, zvySenim
respirace, snizenim produkce suSiny, zménami propustnosti bunéénych membran,

poruchami vodniho metabolismu a dal§imi (Skalova a BouSova, 2011).

2.5.1 Fytotoxicita anthelmintik

Informace o toxicité a efektu anthelmintik na rostliny jsou omezené¢, protoze bylo
provedeno pouze n€kolik studii. Za netoxicky pro Zivotni prostfedi a jeho slozky, jako je
pudni mikroflora, vodni organismy a vegetace, je povazovan MOP a jeho metabolity
(Lecova et al.,, 2014). Bunky zvonku okrouhlolist¢ho (Campanula rotundifolia)
inkubované s benzimidazolovymi anthelmintiky (ABZ, flubendazol, febendazol)
v koncentracich 10 puM nevykazovaly signifikantni zmény ristu a Zivotnosti,
neptedpoklada se tedy fytotoxicita téchto anthelmintik (Stuchlikova et al., 2016). Zadny
neptiznivy ucinek flubendazolu a febendazolu nebyl zaznamenan ani na vodni rostliné
oktehku malém (Lemna minor) az do nejvyssi studované koncentrace, ve které se vSak
obvykle tato anthelmintika v pfirodé nevyskytuji (Wagil et al., 2015). Abamectin a [IVM
jako zastupci avermektinl podléhaji rychlé degradaci na svétle a silné se vazi na padu
a sediment, coZz by mohlo minimalizovat jejich dopad na zivotni prostiedi a necilové

organismy (Halley et al., 2000). Studie Iglesias et al. (2017) vSak odhalila pomérné
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vysoké koncentrace IVM v rostlinach rostoucich v blizkosti fekalii oSetienych zvitat.
Standardni test fytotoxicity, pak odhalil vyznamnou toxicitu IVM na hoft¢ici seté (Sinapis
alba) 1 pti koncentraci 50 nM, ktera je v exkrementech snadno dosazitelna (Vokial et al.,
2019). Nové zjisténa cesta absorbce rostlinami a nasledné zjiSténa fytotoxicita
demonstruji potfebu studia vlivu 1é¢iv na ekosystém. Navic latka nemusi byt fytotoxicka,
muze ale v rostliné dochazet k jeji akumulaci a na pastvach se pozerem dostavat do

dalSich organismu ve kterych uz mize ptisobit toxicky.

Vliv latek na rostlinu nemusi piisobit zisadni viditelné zmény. Uéinek 1é¢iv na
rostlinu mizeme sledovat i pomoci tzv. stresovych markert, k jejich narstu dochézi,
1 kdyZ nemusi na rostlinach dochazet k vizualni toxicité. ZvySena koncentrace prolinu,
jako markeru stresu, pii kultivaci jitrocele (Plantago lanceolata) oSetfen¢ho
fenbendazolem naznacuje urcity ucinek léCiva a naslednou ochrannou reakci rostliny

a dokazuje tak vznik stresu (Raisova Stuchlikovi et al., 2018).

2.6 Xenobiotika v rostlinach

Xenobiotika rizného ptivodu jsou rostlinami nejcastéji ptijimany z pidy, ovzdusi,
vody a atmosféry, prevazné listy a kofeny. Pii vstupu do listli vyuzivaji pruduchy nebo
povrchovou voskovou kutikulu. Do kofendl vstupuji ve form& vodného roztoku skrz
bunécné stény bez vrstev kutikuly. NejcastéjSimi xenobiotiky jsou pesticidy, herbicidy,
pramyslové a zemédélské kontaminanty, které mohou byt uréeny ptimo pro rostlinu nebo

pro jiny cilovy organismus (Skalova a BouSova, 2011).

V organismech jsou xenobiotika metabolizovana. Z potencidlné toxickych latek
vznikaji hydrofilnéjsi slouceniny, které jsou snadnéji vylucitelné. Enzymy, které
metabolizuji xenobiotika, ovliviiuji biologickou aktivitu a chovani mnoha latek. Obvykle
biologickou aktivitu latek snizuji. Efekt G¢inku léCiv pak muize zdviset na aktivité
metabolizujicich enzymd, proto se studuji metabolické drahy veterinarnich i huménnich
1&¢iv. V piipad¢ anthelmintik 1 samotni helminti mohou ménit vlastnosti latek a mnohdy
sniZzovat toxicitu 1é¢iv vylouCenych do Zivotniho prostfedi z cilovych organismil

(Matouskova et al., 2016).

Utinky jednotlivych latek zavisi na nékolika faktorech, a to na chemické
struktufe, koncentraci a délce plisobeni, na podminkéach prostfedi, enzymatické vybaveé

rostlin a dalSich. Latky hydrofilni povahy neprojdou pfes plasmatickou membranu a jsou
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pro rostlinu méné nebezpecné. Buiika je schopna regulovat jejich pfijem na zakladé
hydrofilni povahy bunéénych membran. Naopak lipofilni latky samovolné piechazeji pies
plasmatickou membranu a membrany organel. Mohou se akumulovat v rostlinnych
tkdnich a zde reakci s proteiny, nukleovymi kyselinami a jinymi biomolekulami
ovlivilovat endogenni metabolismus buniky, coz mulze zpusobit nevratnd poskozeni

(Skéalova a BouSova, 2011).

Rostliny jsou trvale vystaveny vlivu cizorodych latek z mnoha riiznych zdroji,
a proto maji velice dobfe vyvinuté detoxikacni systémy. Nékteré z nich jsou podobné
lidskym a zvifecim, ale nékteré jsou pro rostliny specifické. Rostliny jsou schopné
xenobiotika pfeméiiovat na netoxické nebo mén¢ toxické slouceniny a skladovat je ve
vakuolach a bunéénych sténach (Bartikova et al., 2015). Pii dlouhodobém vystaveni
toxickych latek si vytvortily fadu mechanismu zabranujici negativnim ucinkim. Nejlépe

znamé jsou adaptace rostlin na vyskyt té¢zkych kovi (Skalova a Bousova, 2011).

2.6.1 Enzymy metabolizujici xenobiotika

Metabolismus xenobiotik u rostlin probiha podobné jako v zivocisné fisi.
Biotransformace (konverze, konjugace) se zasadné nelisi, vyluCovani metabolitl je vSak
nahrazeno jejich uskladiiovanim. Béhem transformace dochdzi k ptipojeni hydrofilnich
skupin (hydroxyl, karbonyl nebo karboxyl), nasleduje konjugace kovalentni vazbou
s endogenni rostlinnou molekulou, nej€astéji se sacharidy, peptidy nebo organickymi
kyselinami. DalSim krokem je uskladnéni ve vakuolach a bunécné sténé. Nékdy byva
oznacovana jeSté Ctvrta faze, ve které dochazi k preménam uskladnénych konjugati.
V kazdé fazi se uplatiuji rizné skupiny enzymu (Skélova a BouSova, 2011). Piiklady

enzymu metabolizujicich xenobiotika jsou uvedeny v tabulce 2.

V Zivoc€i$né isi 1 u rostlin jsou biotransformacni enzymy a transportni proteiny
indukovatelné. Exprese a aktivita proteinii detoxikace je vétSinou vyvoldna samotnymi

xenobiotiky jako odpovéd’ na tzv. chemicky stres (Bartikova et al., 2015).
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Tabulka 2. Pfiklady enzymi metabolizujicich xenobiotika; Zdroj: Bartikova et al.,

2015

Enzymy metabolizujici xenobiotika

1. faze biotransformace Cytochrom P450 (CYP)

Peroxidasy
Alkoholdehydrogenasy
Aldehyddehydrogenasy
Aldo-ketoreduktasy
Nitroreduktasy
Karboxylesterasy

Epoxid hydrolasy

II. faze biotransformace Glutathion-S-transferasy (GST)
Glycosyltransferasy
Malonyltransferasy

Methyltransferasy

Transportéry ABC transportéry
MATE transportéry

2.6.1.1 Enzymy I. faze biotransformace

Castymi enzymy 1. faze biotransformace jsou hydrolasy napi. karboxylovych
esterdl a nitroestertl. Estery v pfijimanych latkach jsou hydrolyzovany za vzniku slou¢enin
s hydrofilnimi skupinami (karboxylovymi, hydroxylovymi atd.). Na téchto reakcich se

podileji esterasy, nejcastéji ze skupiny karboxylesteras (Skalovéa a BouSova, 2011).

DalSimi obvykle se vyskytujicimi reakcemi I.faze jsou hydroxylace, které jsou
katalyzovéany skupinou enzymu oxidoreduktas. Zavedeni hydroxylu mize probihat pfimo
na aromatickém jadie nebo na alkylu navdzaném na aromatu. Reakce jsou nejCastéji
katalyzovany CYP. Na oxida¢nich reakcich se také i¢astni peroxidasy, které v buiice
redukuji peroxid vodiku nebo jiné peroxidy za soucasné oxidace dalsi slouceniny tedy
xenobiotika. Jedna se o skupinu heterogennich enzymi, které byvaji Casto indukovany
stresovymi faktory a zaroven se podileji na mnoha bunéénych procesech. Oxidaéni reakce
fenolickych sloucenin katalyzuji fenoloxidasy. Xenobiotika s nitroskupinu (explosivum
trinitrotoluen, pesticidy, barviva) jsou preménovany reduktasami za vzniku derivati

S nitroso-, hydroxylamino- nebo aminoskupinou (Skalova a BouSova, 2011).
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enzymy l. faze biotransformace. Tvoii jednu z nejvétsich rodin rostlinnych proteint.
U rostlin se vyskytuje vice isoforem nez u zivocCicht, struktura a vlastnosti jsou vSak
podobné. Obvykle katalyzuji monooxygenace, zahrnujici hydroxylaci, epoxidaci,
dealkylaci, dekarboxylaci a isomerizaci substratu, ale mohou také ucinkovat jako
peroxidasy nebo reduktasy. VSechny tyto reakce mohou slouzit k detoxifikaci
xenobiotika, ale hraji 1 zdsadni roli v biosyntéze rtznych endogennich sloucenin

(Bértikova et al., 2015).

2.6.1.2 Enzymy II. faze biotransformace

Ve II. fazi biotransformace dochazi ke konjugaci s endogenni molekulou, tim se
zvySuje hydrofilita xenobiotika a sniZzuje se jeho aktivita. U rostlin miiZze dochéazet ke
konjugaci se sacharidy, glutathionem, kyselinou malonovou, aminokyselinami a/nebo
s polymery bunééné stény jako jsou ligniny, celulosa a pektiny. Hlavni skupinou enzymu
jsou transferasy, které katalyzuji reakce, pti nichz dochazi k pfenosu funkénich skupin

mezi donorem a akceptorem (Skalova a BouSova, 2011).

Konjugace xenobiotik s glutathionem (pfes jeho thiolovou skupinu) jsou
katalyzovany prostfednictvim enzyml z nadrodiny GST. Podileji se na zékladnich
funkcich pro rist a vyvoj rostliny, pfi prevenci oxida¢niho poskozeni, ucastni se
endogenniho metabolismu a katalytickych 1 nekatalytickych uloh pii detoxikaci
xenobiotik. Rostlinné GST pftitahuji pozornost zeyména kvili jejich roli v toleranci viici

herbicidim (Bartikova et al., 2015).

Uridindifosfat (UDP)-glykosyltransferasy (UGT) se nachazeji jak v rostlinné, tak
ivzivodisné 1iSi. Zprostiedkovavaji pienos glykosylovych zbytkli na akceptorové
molekuly (aglykony). Zatimco savci vyuzivaji kyselinu UDP-glukuronovou, rostlinné
enzymy obvykle vyuzivaji UDP-glukosu. Nicmén¢ 1 jiné sacharidy a jejich derivaty
mohou byt pouzity jako konjugacni cCinidla. Glykosylace reguluje mnoho vlastnosti
aglykont napf. jejich bioaktivitu, rozpustnost a transportni vlastnosti. UGT se proto jevi
jako klicové enzymy v detoxikaci riznych xenobiotik napt. organochlorinli z insekticidi

v odpadnich vodach nebo benzimidazolovych anthelmintik (Bartikova et al., 2015).
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U vysSich rostlin mohou byt glykosidy podrobeny dalsi transformacim napf.
malonylaci, ktera je katalyzovana malonyltransferasami. Jedna se o adaptivni
mechanismus  specificky pro rostliny. Vyuzivan je k detoxikaci xenobiotik

a k modifikacim potfebnym pro zpracovani flavonoida (Bartikova et al., 2015).

Ptipojeni endogenni molekuly ve II. fazi biotransformace mize byt signalem pro
transport konjugatii ptes tonoplast do vakuol nebo pies plasmatickou membranu do

apoplastu, kde jsou nasledn¢ uskladnény (Bartikova et al., 2015).

2.6.1.3 Transportéry xenobiotik

Mnoho latek neni schopno ptfechazet ptes lipidovou membranu. Jejich transport
je umoznén diky specifickym transportnim proteiniim tzv. transportérim. Tyto proteiny
nejsou prozatim v rostlinnych systémech vyznamné studovany, ptestoze rostlinné
genomy obsahuji velké mnozstvi genti kodujicich transportéry xenobiotik. Transportéry
obvykle umoziuji pfesun $irsi skupiné latek, zejména na zaklad¢ strukturni podobnosti.
Krom¢ transportu xenobiotik se podileji i na transportu celé fady endogennich slouc¢enin

vcetné flavonoidd, glutathionovych konjugati a chelatori kovi (Bartikova et al., 2015).

Mezi hlavni proteiny transportujici Siroké spektrum organickych latek patii
ATP-dependentni transportéry (ABC transportéry) a MATE transportéry. Transportéry
ABC patti k jedné z nejvétsich proteinovych nadrodin, kterd se podili na xenobiotickém
metabolismu. Mimo jiné se podili na biosyntéze chlorofylu, pohybu priduchi, ristu
a vyvojovych procesech rostlin. Transportéry MATE se podili na detoxikaci kovl
a metabolismu fenolu. Jsou dileZitou sloZzkou udrzujici homeostazu, diky vylu¢ovani
metabolickych odpadnich produktt a xenobiotik. Rostliny mimo tyto dvé hlavni skupiny
obsahuji velké mnozstvi netypizovanych transportéri, které se mohou podilet na

detoxikaci xenobiotik a na dalSich metabolickych pochodech (Bartikova et al., 2015).

26



2.7 Rostliny pouzité pro studium

2.7.1 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Husenicek rolni patii do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Jedna se o drobnou
jednoletou nebo ozimou bylinu. Lodyha je pfimé, 5-30 cm vysoka. Je tém¢ér celd lysa, jen
ve spodni ¢asti porostla chlupy. Pfizemni listy rostou v riizici a maji obkopinaty tvar, jsou
Casto porostlé chlupy. Kvete od dubna do kvétna. Kvéty jsou bilé, ctyfcetné

v hroznovitém kvétenstvi. Plodem je Sesule (Hoskovec, 2007).

Vyskytuje se jako plevel na polich, pti okrajich cest, na svazich a na rumistich.
Je nendro¢na a ma kratkou dobu Zivota jedné generace. Vyuziva se jako modelova
rostlina v genetice. M4 pomérné maly genom, ktery byl prvni, z rostlinné fiSe, kompletné

nasekvenovan (Hoskovec, 2007).

: — |

142 Husenicek rolni
Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH.

Obrazek 4. Husenicek rolni, Zdroj: Deyl a Sko¢dopolova-Deylova, 2001
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2.7.2 Jetel lucni (Trifolium pratense)

Jetel lucni patii do Celedi bobovitych (Fabaceae). Jedna se vytrvalou bylinu
doristajici 20-80 cm s charakteristickym trojlistkem listl. Vytvaii mohutny kofenovy
systém a centralni hlavni kofen mtze prortstat hluboko do substratu. Listy jsou stiidavé
charakteristicky trojetné, vzacné vlivem genetické mutace mohou byt Ctyf- nebo
vicecetné. Listy jsou celokrajné, fapikaté nebo ptisedlé, elipsoidni az vejcCité s typickou
bélavou skvrnou na licni strané ve tvaru V. Na rubové stran¢ jsou jemné ochlupené. Kvéty
jsou malé, péticetné, nartizovelé barvy nebo Cervené s bilymi korunnimi listky. Jetel kvete
od kvétna do fijna. Kvétenstvi je husté a hlavkovité uspotfadané. Plodem jsou nepukavé

lusky uzaviené v kalichu (Janca a Zentrich, 1995).

Rostlina ptivodem z Evropy se postupné rozsitila do zapadni Asie a severozapadni
Afriky. Dnes je pomé&rmné celosvétove rozsirend. Jedna se o béznou bylinu luk, pastvin,
poli i lesti, nezavisle na nadmotské vySce (SalviaParadise, 2019). Jetel se vyuziva jako
tradi¢ni hospodaiskéd rostlina zejména jako picnina ke krmeni hospodarskych zvirat
a vyznamna je i pti zrodilovani pady. Ve vcelafstvi se vyuziva jako nektarodarna bylina

s vysokymi hodnotami cukernatosti (SalviaParadise, 2019).

Jetel luéni

Obrazek 5. Jetel luéni; Zdroj: Janca a Zentrich, 1995
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2.7.3 Vojtéska seta (Medicago sativa)

Vojtéska neboli tolice setd patfi do celedi bobovitych (Fabaceae). Jedna se
o trvalku s dfevnatym oddenkem a piimou, pfes 50 cm doristajici, lodyhou. Trojcetné
listy jsou fapikaté, obvejCité, na bazi dlouze klinovité a vpiedu zubaté. Kvéty jsou kratce
stopkaté, modrofialové, typicky motylokvété. Kvete od kvétna do zafi. Plod je ledvinovité

nebo spirdlné stoceny lusk (Janca a Zentrich, 1997).

Rostlina ptivodem z Malé a Stfedni Asii se vyuziva jako picnina a péstuje se
v mnoha kiizencich, dnes pomérné celosvétove. Roste zejména na slunnych a vyhievnych
planich. Velmi rozsifena je jako krmivo zejména pro skot, zvlast’ diky vysokému obsahu

bilkovin, ktery zlepSuje rtst svalové hmoty (SalviaParadise, 2019).

Tolice seta (vojtéska)

85

Obrazek 6. Vojtéska setd, Zdroj: Janca a Zentrich, 1997
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3 Cil prace
Hlavnim cilem prace bylo sledovani vlivu a biotransformace vybranych

anthelmintik (ABZ, IVM, MOP) v picnich rostlinach (Trifolium pratense a Medicago

sativa).
Dil¢i cile byly:

« kultivace Trifolium pratense a Medicago sativa (in vitro a ve skleniku)

s vybranymi anthelmintiky

« stanoveni vlivu anthelmintik na stresové markery (chlorofyl a/b, prolin,

karotenoidy, obsah proteintl) u vybranych rostlin

« identifikace metabolith ABZ v Trifolium pratense a Medicago sativa
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material, pomicky a pristroje

4.1.1 Chemikalie
2,2-dihydroxyindan-1,3-dion (ninhydrin) — Sigma-Aldrich, CR

2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid (TTC) — Sigma-Aldrich, CR
ABZ — Sigma-Aldrich, CR

Acetonitril — Sigma-Aldrich, CR

Amoniak — Sigma-Aldrich, CR

Bradfordovo ¢inidlo — Sigma-Aldrich, CR

CaCl, — Penta, CR

Destilovana voda — UEB AV CR

Dimethylsulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich, CR
Doramektin — Sigma-Aldrich, CR

Dusik (tekuty) - Linde

Ethanol — Penta, CR

Ethylacetat — Sigma-Aldrich, CR

Ethylendiamintetroctové kys. (EDTA) — Sigma-Aldrich, CR
HCI - Penta, CR

IVM — Sigma-Aldrich, CR

K>HPO4— Penta, CR

KCI - Penta, CR

Mebendazol — Sigma-Aldrich, CR

Methanol — Penta, CR

MgSOs — Penta, CR

MOP — FAF UK v HK
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4.1.2

Mravenéi kys. — Penta, CR

NaHCO; - Penta, CR

NaOH - Penta, CR

Octova kys. — Penta, CR

Polyoxyethylensorbitan monolaurat (Tween-20) — Sigma-Aldrich, CR
Polyvinylpyrrolidin K 30 (PVP 40) — Sigma-Aldrich, CR

Prolin — Sigma-Aldrich, CR

Redestilovana voda — FAF UK v HK

Sorensentiv fosfatovy pufr pH 7,5 — UEB AV CR

t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100) — Sigma-Aldrich, CR

Pomitcky
Automatické pipety (SOCOREX Acura, Eppendorf), Erlenmeyerovy baiiky,

filtra¢ni papir, hlinikova folie, kadinky, kolony, kopistky, kultiva¢ni sklenice s uzavérem,

1zicky, magnetickd michadla, mikrozkumavky, nalevky, nlizky, odmérné valce, parafilm,

pinzety, psaci potieby, sklenéné kulicky, stficky, Spicky, vialky, zkumavky, ...

4.1.3

Ptistroje
Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge — Thermo Fisher Scientific, USA

Centrifuga UNIVERSAL 32R — Hettich Zentrifugen, Némecko

Hmotnostni spektrometr (MS) s trojitym kvadrupdlem (QqQ) — Shimadzu,

Japonsko

Homogenizator T25 basic Ultra-Turrax — IKA Labortechnik, Némecko
Inkubator mikrozkumavek Thermo—Shaker TS-100 — SIA BIOSAN, Litva
Kapalinovy chromatograf Nexera — Shimadzu, Japonsko

Kulickovy homogenizator FastPrep-24 5G — MP Biomedicals, USA
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4.14

Laminarni box Holten Safe 1.2 — Thermo Fisher Scientific, USA
Lyofilizatro LABCONCO freezone 2,5 — ExpotechUSA, USA

Magneticka michacka Color Squid — IKA Labortechnik, Némecko
Magneticka michacka IKAMAG RCT basic— IKA Labortechnik, Némecko
Odparka Concentrator plus — Eppendorf, Némecko

pH elektroda SenTix 41 — WTW, Némecko

pH metr 3210 —- WTW, Némecko

Tecan Infinite M200 — Tecan, Svycarsko

Tiskdrna BMP 21 LAB — Brady, USA

Trepacka Multi Reax — Heildoph Instruments, Némecko

Ttepacka WIZARD IR Infrared Vortex Mixer — VELP Scientifica, Italie

Biologicky material

Jetel lucni (Trifolium pratense) — semena (AROS osiva) + rostliny

Vojtéska seta (Medicago sativa) — semena (AROS osiva) + rostliny
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4.2 Metodika

4.2.1 Kultivace vojtésky a jetele

Vliv anthelmintik byl sledovan u rostlin vojtésky a jetele péstovanych v in vitro
podminkach na MS médiu o pH 5,8. SloZzeni média uvedeno v tabulce 3. Sterilizace
semen pied vysetim zahrnovala cca 1 hod promyvéani skapkou Tweenu 20 za
opakovaného promichavani. Nasledn¢ se seminka promyvala 2 min v 70 % ethanolu, dale
6 min v 20 % Savu, a nakonec Ctyfikrat 5 min sterilni vodou. Seminka byla za sterilnich
podminek rozseta po cca 10 na sklenicku. Kultivace probihala v klimaboxu pii stale
teploté 24 °C a se svételnym rezimem 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Naklicené rostliny
byly po dvou tydnech subkultivoviny na MS médium doplnéné prisluSnymi
anthelmintiky v riznych koncentracich (0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM; a 10 pM). Subkultivace
probihala v boxu s lamindrnim prodénim za aseptickych podminek s pomiickami

sterilizovanymi v parnim autoklavu.

Rostliny vojtésky a jetele ve skleniku byly péstovany v kvétinacich na substratu
pro travniky. Po Sesti tydnech od vyseti se rostliny zacaly ovliviiovat anthelmintiky.
Zalivka 3x tydné obsahovala anthelmintika v riznych koncentracich (0,01 uM; 0,1 uM;
1 uM; a 10 uM) v Y4 Hoagland roztoku. Jako kontrola byly pouzity rostliny zalévané
zalivkou s 10 pM DMSO. Pro stanoveni metabolitu byla vyseta seminka jetele celkem
do 30 kvétina¢l na substrat pro travniky s kfemicitym piskem. Po 20 dnech bylo na
substrat mezi rostliny pfidano cca 5 g trusu od ovci lé¢enych anthelmintiky. Odbér trusu

byl 24 a 48 hod po aplikaci Iéku a odbéry byly smichany.
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Obrazek 7. Rostliny jetele kultivované in vitro v klimaboxu, Zdroj: Autor prace

N

Obrazek 8. Rostliny jetele a vojtésky péstované ve skleniku, Zdroj: Autor prace
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Tabulka 3. Slozeni MS média pro kultivaci vojtésky a jetele in vitro upraveno dle

Murashige a Skoog (1962).

Zasobni . K onc§ntrace Objem zasobniho Konecna
roztok Slozky v zésobnim roztoku roztoku [ml/1] koncentrace
(/1] [mg/1]
A NH4NO; 82,50 20 1650,00
B KNO; 95,00 20 1900,00
H3;BOs 1,24 6,20
KH,PO4 34,00 170,00
C KI 0,166 5 0,83
Na:MoOs. 2H,0 0,05 0,25
CoCl».6 HO 0,005 0,025
CaCl,. 2H,O 88,00 440,00
D CaCl,.6 H,O 131,123 5 655,61
CaCl, bez vody 66,40 332,00
MgS04.7H,0O 74,00 370,00
MnSO4 4H,O 4,46 22,30
E Mn SOs. H,O 3,38 5 16,90
ZnS04, 7H,O 1,72 8,60
CuSOs. SH,O 0,005 0,025
Na,EDTA.2H,0 4,12 41,20
F Na,EDTA 3,72 10 37,30
FeSO4 2,78 27,80
Thiamin — B1 1 mg/100 ml 0,10
G Pyridoxin — B6 5 mg/100 ml 0 0,50
(vitaminy)  Nikotinov4 kys. 5 mg/100 ml 0,50
Glycin 20 mg/100 ml 2,00
Agar 7,5 - 8,0g 75-80¢g
Dalsi slozky Sacharosa 30,00 g 30,00 g
Myo-inositol 0,10 g 0,10 g

4.2.2 Kultivace bun¢k Arabidopsis thaliana

Kultury bunéénych suspenzi Arabidopsis thaliana byly kultivovany na V4 médiu

doplnéném

kyselinou

naftalenoctovou a

kyselinou

2,4-dichlorfenoxyoctovou

(obé 1 mg/ 1) a sacharézou (30 g/l). Bylo kultivovano 16 ml suspenze a 84 ml média
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v 250 ml Erlenmayerovych buiikach ve tmé, pfi teploté 24 °C na horizontalni tfepacce
(130 rpm). Subkultivace probihala kazdych 7 dni. Pfed vlastnim oSetfeni byly bunky
kultivovany 2 dny s médiem a nasledné byl pfidan roztok s piislusnym anthelmintikem
v koncentra¢ni fad¢ (0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM; a 10 uM). Ke kontrolnim buiikam byl
pfidan roztok DMSO (10 puM). Roztoky byly piedem sterilizovany pies bakteridlni filtr.
Po péti dnech kultivace s ptidanymi roztoky byly bunky sklizeny a analyzovany.

4.2.3 Vliv anthelmintik na viabilitu bun¢k rostlin

Viabilita bun¢k byla stanovena metodou TTC. Podstatou metody jsou barevné
zmény v zivych buikéch, které v nezivych builkdch neprobihaji. V zivych buikéach
dochazi k redukci bezbarvého TTC na Cerveny trifenylformazan diky dehydrogenasové
aktivité¢ mitochondridlnich enzymu. Mrtvé buiky by nemély mit mitochondridlni aktivitu,
a proto nejsou schopné TTC redukovat na barevny produkt. Zivé buiiky tedy v roztoku
zCervenaji a mrtvé barvu nezméni. Pro kvantifikaci testu se spektrofotometricky stanovi

absorbance extraktu (Pollard et al., 1990).

Ptipravil se Sérensontiv fosfatovy pufr o pH 7,5 z roztokti Na,HPO4 a KH>POu.
Z pufrua TTC se ptipravil 0,8 % roztok TTC, ktery se uchovaval ve tmé. Suspenze bunék
Arabidopsis thaliana se kultivovaly dva dny a néasledné byla za sterilnich podminek do
média pridana anthelmintika v koncentracni fadé (0,01; 0,1; 1; a 10 uM). Po péti dnech
kultivace byla stanovena Zivotnost bunck. Bunky ze suspenze se odfiltrovaly pies
Biichnerovu ndlevku a stoCily se pomoci centrifugy. Bunéény sediment se proplachl
pfipravenym pufrem a zalil roztokem TTC. Na 1 g bun¢k se pouzilo 15 ml TTC. Vzorky
se uchovavaly ve tmé po dobu 24 hod, poté se pfidalo 60 ml ethanolu na 1 g bun€k
a vzorky se znovu uchovévaly 24 hod. Na méfici mikrodesti¢ky se napipetovalo 300 pl
vzorku a méfila se absorbance pii 485 nm. Vypocet procent inhibice a viability byl

hodnocen podle rovnic Pollard et al. (1990):

100 — (AbSy,0rer * 100)

% inhibice = b
kontrola

Abs,,orer * 100

Abskontrola

% viability =
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4.2.4 Vliv anthelmintik na rtst klickh vojtésky

Vliv anthelmintik na rist klicki byl sledovan na seminkach vojtésky na médiich
s pfidanymi anthelmintiky. Ze zasobnich roztokl soli se pfipravil testovaci roztok
o finalnich koncentracich 4 mM CaCl,, 1 mM MgSOs, 1,5 mM NaHCO3 a 0,15 mM KCIl.
Hodnota pH testovaciho roztoku by se méla pohybovat v rozmezi 7,6-8,0, Gprava pH se
provedla 1M roztokem NaOH, piip. HCI. Na filtracni papiry pfipravené na velikost
Petriho misek se rovnomérné vytvotilo 25 pozic tuzkou nebo vytvorenim direk. Filtrani
papiry na misce se nasledné nasytily 5 ml testovaciho roztoku s anthelmintiky
(rozpusténymi v DMSO) v koncentracich (0,01; 0,1; 1; a 10 uM) a jako kontrola se
nasytily testovanym roztokem bez 1éCiv s pfidavkem DMSO. Seminka se vloZila na

pozice a inkubovala se 72 h v temnot€ pfi pokojové teploté cca 24 °C.

Zakladnim sledovanym parametrem je pramérnd délka kofene. Hodnota
stanovend ve vzorcich s anthelmintiky se porovna s kontrolou a vypocita se procento
inhibice (zkraceni) nebo stimulace (prodlouzeni) kofene. Uvadi se i pocet nevykli¢enych
semen, ty se nasledné¢ zapoclitavaji jako nulova délka kotene. Stejné se postupuje
1 v ptipadé, pokud semeno vyklic¢i, ale nedojde k vytvoteni kotinku. Procentudlni inhibice
délky kofene se vypocita podle Metodického pokynu odboru odpadi ke stanoveni
ekotoxicity odpadii Ministerstva Zivotniho prostfedi CR (2007):

o i 5 délka kotene v testovaném vzorku
% inhibice délky korene = . — * 100
délka kotene v kontrole

4.2.5 Stanoveni kumulace prolinu v rostlinach

Obsah prolinu byl stanoven pomoci ninhydrinové metody podle Sanchez et al.
(2015) a spektrofotometrického meétfeni. Ninhydin se Siroce vyuzivad pro stanoveni
aminokyselin. Pfi neutrdlnim pH rozkladd primérni o-aminokyseliny a reaguje
zauvolnéni NH3 a za vzniku purpurového zbarveni, které ma maximalni absorpci pfi
cca 570 nm. Pii nizkém pH vzniklé zbarveni rychle pfechdzi na bezbarvy derivat, protoZe
dochézi ke ztratdm aminovych rezidui. Reakci s prolinem a dal$imi iminokyselinami
vznikd pfi neutrdlnim pH Zluto-oranzovy produkt, protoze se neuvoliiuje cyklizovana

N-skupina. Pfi nizkém pH je zbarveni ¢ervené s maximalni absorbanci pii 520 nm.

Prolin se extrahoval za studena, smichanim 50 mg rozdrcené¢ho rostlinného

materidlu s 1 ml 40 % ethanolem. Vyslednd smés se pies noc extrahovala v lednici
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pti 4 °C, poté se stocila 5 min pii 13 000 rpm. Pfipravila se reakéni smés (1 % w/v
ninhydrin, 60 % v/v kys. octova, 20 % v/v ethanol), ktera se chranila pfed svétlem v tmavé
krabi¢cce. Do mikrozkumavky se napipetovalo 300 plreakéni smési a 150 pl
ethanolového extraktu rostlinné tkané nebo 40 % ethanol (slepy vzorek) nebo standardu
prolinu (0,4 mM, 0,2 mM, 0,1 mM, 0,04 mM, 0,02 mM) pfipravené¢ho fedénim ze
zasobniho roztoku (100 mM L-prolin). Pro kazdy vzorek se pfipravily tii technické
replikaty. Nasledné¢ se zkumavky zahtivaly pii 95 °C po dobu 20 min. Zahiivanim
dochazelo k reakci mezi aminokyselinami a ninhydrinem za vzniku zbarveni. Vzorky se
nechaly vychladnut na pokojovou teplotu a kratce se sto€ily 1 min pii 2 500 rpm. Do
jamky méfici destiCky se napipetovalo 100 ul vzorku ve tfech replikatech a méfila se
absorbance vysledné organické faze pti vinové délce 520 nm. Kalibra¢ni kiivka pro

kvantifikaci prolinu se sestavila pomoci koncentracni fady L-prolinu jako standardu.

Vztah mezi mnozstvim prolinu a odpovidajici absorbanci je linearni v rozmezi

koncentraci 0,5- 0,01 mM. Pro vypocet mnozstvi prolinu v extraktech se pouzila rovnice:

, Abs -blank Vol 1
Prolin v nmol/mg FW nebo v pmol/g FW = —&&rak ¢ ——CXLTact

slope Volgliquot FW

Abs -Abs Vol 1
Prolin (IJM/Q FW) — extrakt blank extrakt

slope ! Voluyiquot i FW

Kde Absexuakt je absorbance stanovena extraktem, Absplank j€ absorbance 40 %
ethanolu a slope (vyjadien jako absorbance/nmol) je stanoven linedrni regresi. Volextrake
je celkovy objem extraktu a Volaiiquot je objem pouzity v testu. FW (vyjadieno v mg) je
mnozstvi extrahovaného rostlinného materidlu. Pfedpokladd se, Ze AbSextakt j€

v linedrnim rozsahu (Carillo a Gibon, 2011).

4.2.6 Stanoveni obsahu svétlosbérnych pigmentt

Obsah pigmentd byl stanoven spektrofotometrickou metodou z20 mg
homogenizovaného rostlinného materidlu, ktery byl pfes noc inkubovéan s 10 ml
methanolu. Nésledné se vzorky stoc€ily 15 min pii 4 000 rpm. Na méfici desticku se
napipetovalo 200 pl vzorku a spektrofotometricky se méfila absorbance pii 666, 653
a470 nm. Kazdy vzorek se zpracoval ve tfech technickych replikatech. Metoda je
zaloZena na extrakci pigmentil z pletiva, které obsahuji zejména chlorofyl a, chlorofyl b

a sm&s karotenoidd (B-karoten, xantofyl). Pii téchto vlnovych délkach dosahuji piky
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danych pigment svych maxim. Z namétenych hodnot absorbance se vypocita obsah

chlorofylu a, chlorofylu b a celkovy obsah karotenoidii podle nasledujicich rovnic:

Chlorofyl a (mg/l) = 15,65 Absgge — 7,34 Absgss
Chlorofyl b (mg/l) = 27,05 Absgsz — 11,21 Absgee
Karotenoidy (mg/l) = (1000 Abs,;, + 2,86 ¢, — 85,9 ¢;)) /245

Obsah chlorofylu v listech lze uvadét v jednotkach mnozstvi (mol) nebo jako
hmotnost (g, mg) vztazenych na jednotky plochy listu, jednotku hmotnosti ¢erstvé tkané

nebo susiny, pfipadné na jinou vztaznou veli¢inu (Lichtenhaler et al., 1983).

4.2.7 Extrakce proteint z rostlinného materialu

K fosfatovému pufru o pH 7 ptipravenému z 61,5 % KoHPO4 a 38,5 % KH2POs,
ktery byl nasledné ztedén na vyslednou koncentraci 50 mM, bylo déle ptidano 29,22 mg/1
EDTA, 10 g/l polyvinylpyrrolidon K 30 a 5 ml/l triton-X 100. Rostlinny material 0,5-1 g
byl zhomogenizovan pod tekutym dusikem v tfeci misce s pfidavkem extra¢nihu pufru
(10 ml na 1 g suSiny) a byl peclivé rozeten. Poté byl zhomogenizovany material ptelit
do mikrozkumavek a centrifugovan po dobu 1 min pti 10 000 g. Néasledné byl supernatant
centrifugovan po dobu 20 min pii 14 000 g a pii 4 °C. Supernatant se rozd¢lil do alikvott

po cca 0,5 ml a zmrazil pti -80 °C.

Koncentrace proteind byla zjisténa podle Bradfordovy metody. Kalibra¢ni fada
byla vytvofena pomoci koncentraci BSA (hovézi sérovy albumin) 0,125-2,0 mg/ml.
Na 96 jamkovou desticku s plochym dnem bylo napipetovano 5 pl vzorku a 250 ul
Bradfordova ¢inidla (Coomassie brilliant blue G-250). Po 10minutové inkubaci extraktu
s ¢inidlem byla méfena absorbance pifi vinové délce 595 nm. Bradfordovo c¢inidlo

v kyselém prostiedi tvofi s proteiny stabilni komplex s absorbanci mezi 465 a 595 nm.

4.2.8 UHPLC/MS analyza anthelmintik a jejich metabolitl v rostlinach
Navazilo se 50 mg (= 1 mg) rostlinné tkan¢ do vialek s homogeniza¢nimi
kuli¢kami, k vzorkim se pfidal 1 ml redestilované vody a 10 pl interniho standartu (IS).
Pro benzimidazoly (ABZ), MOP a pro kontrolni vzorky se jako IS pouzil mebendazol,
pro IVM se pouzil doramektin. Nésledovala homogenizace vzorki v kulickovém

homogenizatoru. Cykly homogenizace se opakovaly 2-3x podle materialu, pro kofeny se
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cyklus opakoval 3x. Vzorky se pienesly do plastovych nadobek, ptidalo se 1,5 ml
redestilované vody, 300 pl amoniaku a 7,5 ml ethylacetatu. Nasledné se vzorky tfepaly
na tfepacce 30 min, a poté stoCily na centrifuze 10 min pti 5 000 g. Z vysledného extraktu

se postupné¢ odparovalo 5 ml do vialek pii 30 °C.

Analyza  ultra-vysokoucinnou  kapalinovou  chromatografii ~ spojenou
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS) probihala s vyuzitim
elektrosprejové ionizace (ESI) na MS s QoQ. UHPLC byla provedena na Nexera
kapalinovém chromatografu suzitim kolony Zorbax RRHD Eclipse Plus C18
150%2,1 mm, s velikosti ¢astic 1,8 pm (Agilent Technologies, Némecko). Za podminek:
teplota 40 °C v kolonovém prostoru, prutokova rychlost 0,4 ml/min, davkovany objem
1 ul. Mobilni faze se skladala z vody (A) a acetonitrilu (B), oboje s ptidavkem 0,1 %
kyseliny mravenci. Linearni gradient byl: 0 min — 15 % B, 8 min — 40 % B, 10 min —
95 % B, nasledovano 1 min isokratické eluce. Pro MS byly nastaveny tyto parametry:
napéti na kapilare 4,5 kV, teplotni blok 400 °C, teplota desolvatace 250 °C, pritok dusiku
12 1/min (susici plyn) a priitok nebuliza¢niho plynu 2,5 1/min. Izolaéni Sifka dostupného
rozsahu Am/z 2 a kolizni energie 20 eV (zjisténo jako optimalni energie pro fragmentaci
iontll studovanych metabolitll) s pouzitim argonu jako kolizniho plynu pro MS/MS
experimenty. Metabolity byly identifikovany na zaklad€ pfitomnosti charakteristickych
protonovych molekul [M+H+] a iontovych spekter. VeSkeré métfeni probihalo v ESI
pozitivnim modu, tento mod poskytuje lepsi citlivost pro studované metabolity. Relativni
retence byla vztazena na metabolit mebendazolu jako IS (Stuchlikova Raisova et al.,

2017).

Pro IVM analyzu byla pratokova rychlost 0,3 ml/min, mobilni faze slozena
z 0,5 mM octanu amonného upravené¢ho na pH 6,5 (A) a acetonitrilu (B). Lineéarni
gradient byl: 0 min —15 % B, 15 min — 95 % B, 17 min — 95 % B, nasledovano 1 min
isokratické eluce. Pro QqQ hmotnostni spektrometr byla ESI hmotnostni spektra
zaznamenavana v rozmezi m/z 50-1000 v pozitivnim iontovém moédu. Pro stanoveni

relativniho piku byl jako IS pouzit doramektinu (Syslova et al., 2019).

Analyzu vzorkli na UHPLC/MS provadéla RNDR. Lucie Raisova-Stuchlikova,
Ph. D na Katedfe biochemickych véd, Farmaceutické Fakulty v Hradci Kralové. Vzorky
MOP a IVM byly piipraveny pro budouci analyzu metaboliti.
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4.2.9 Statistické hodnoceni

Vysledky byly hodnoceny wuzitim testu Anova. Kazdé oSetieni bylo
reprezentovano minimaln¢ tfemi replikaty. Rozdily byly analyzovany s P <0,05 jako

hladina vyznamnosti. Signifikantn¢ vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou (*).
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5 Vysledky

5.1 Vliv anthelmintik na viabilitu a proliferaci bunék

Test na bunkach Arabidopsis thaliana po péti dnech kultivace s koncentracni
fadou anthelmintik (0,01; 0,1; 1; a 10 uM) naznacuje mirné snizeni poctu zivych bunék
po aplikaci IVM ve vSech koncentracich a po aplikaci nejvyssi 10 uM koncentrace ABZ.
Po aplikaci MOP byla naopak zjisténa mirnd stimulace proliferace bunék zejména

v koncentraci 1 pM.
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Obrazek 9. Vliv anthelmintik na zivotnost Arabidopsis thaliana v % vici kontrole

(= 100 %). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou.

5.2 Testovani fytotoxicity anthelmintik

Sledovani kli¢ivosti probihalo na seminkdch Medicago sativa po ¢tyifech dnech
kultivace s koncentra¢ni fadou anthelmintik (0,01; 0,1; 1; a 10 uM). Hodnoceni akutni
toxicity danych anthelmintik bylo na zdkladé pomeéru délky nakli¢enych rostlin
v pfitomnosti anthelmintika v¢i délce naklicenych rostlin bez anthelmintika

(kontrola, 100 %).
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Vysledky testli ukazuji, Ze dana anthelmintika vyznamné nesnizuji kli¢eni a rtst
klickt. Mirnou toxicitu lze vidét po aplikaci IVM ve vSech koncentracich a po aplikaci
nejvyssi 10 uM koncentrace ABZ. Zadny vliv na kligivost a rist klickt nebyl pozorovana

po aplikaci MOP.
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Obrazek 10. Vliv akutni toxicity anthelmintik na seminka Medicago sativa

v % inhibice. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou.

5.3 Vliv anthelmintik na kumulaci prolinu

Me¢éteni obsahu prolinu probihalo na rostlinach Medicago sativa péstovanych v in
vitro podminkéch po 6 tydnech kultivace s koncentracni fadou anthelmintik (0,01; 0,1; 1;
a 10 uM). Hodnoceni mnozstvi prolinu probihalo v nadzemni ¢asti rostliny a v kofenech

v porovnani vi¢i kontrolnim rostlindm kultivovanym s DMSO.

Po aplikaci ABZ nizsich koncentracich jsme pozorovali mirné zvyseni akumulace
prolinu zejména v prytech (135 %), naopak pfi aplikaci vysSSich koncentraci (1 a 10 uM)
jsme pozorovali snizeni obsahu prolinu zejména v kotenech (70 %). Opacny trend lze
pozorovat po aplikaci IVM, kdy jsme pfi nizSich koncentracich pozorovali sniZeni
akumulace prolinu v kotenech (70 %) a ve vyssi koncentraci (10 uM) doslo k mirnému

zvyseni obsahu prolinu v obou studovanych ¢astech rostliny.
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Casova zavislost kumulace prolinu byla testovana také na rostlinach Medicago
sativa inkubovanych s 10 uM MOP po 3, 7, 14, 21 a 42 dnech in vitro kultivace.
Porovnavany byly vic¢i kontrolnim rostlinam, které byly kultivovany s DMSO.
V kotenech byla zaznamenana zvysend akumulace prolinu, nejvyssi po 7 dnech kultivace,

ktera v ¢ase klesala k hodnotam kontrolnich vzorku.

[uM/g Cerstvé tkang]
E

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

MOP 10 puM pryt

MOP 10 uM kofen == == Kontrola pryt == == Kontrola kofen

Obrazek 11. Casové zavislost vlivu MOP na akumulaci prolinu v uM/g &erstvé
tkan¢ v rostlinach Medicago sativa kultivovanych v in vitro podminkach. Statisticky

vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou.

5.4 Vliv anthelmintik na obsah pigmenti
Hodnoceni celkového obsahu karotenoidl a chlorofylu a/b probihalo na rostlinach
vojtesky 1 jetele péstovanych ve sklenikli po dobu 3,5 tydne. Rostliny byly zalévany
koncentra¢ni fadou anthelmintik. Na rostlindch jetele 1ze pozorovat mirné sniZzeni obsahu
celkovych karotenoidd pfi aplikaci nizSich koncentraci (0,1 a 0,01 uM) ABZ
a(la0,1 uM) IVM. Po aplikace MOP nebyla pozorovana zména. Chlorofyl a/b zlstal
bez odezvy po aplikaci koncentracni fady vSech anthelmintik. Opac¢nou tendenci, Ize
sledovat na rostlinach vojtésky. Kde celkovy obsah karotenoidi ziistal bez odezvy. Mirné
zvySeni poméru chlorofyl a/b lze pozorovat po aplikaci nizkych koncentraci
(0,1 20,01 uM) ABZ a pfi vystaveni rostlin nejvyssi koncentraci IVM (10 uM).
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Na rostlinach vojtésky probihalo i hodnoceni v in vitro podminkach po 6 tydnech
kultivace s ABZ a IVM v nejvyssi koncentraci (10 uM) a s koncentracni fadou (0,01; 0,1;
l; a 10 uM) MOP. V nejvyssi koncentraci vykazovaly rostliny zvySeni obsahu
karotenoidd 1 poméru chlorofylu a/b po aplikaci IVM a mirny vzestup po aplikaci ABZ.
Po aplikaci MOP nebyla pozorovana zména oproti kontrolnim rostlindm v zadné ze

sledovanych koncentraci.
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Obrazek 12. Vliv nejvyssi koncentrace (10 uM) anthelmintik na obsah pigmentid
v rostlinach Medicago sativa kultivovanych v in vitro podminkach po 6 tydnech v % vici

kontrole (= 100 %). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou.

5.5 Stanoveni vlivu anthelmintik na celkovy obsah proteini
Stanoveni celkového obsahu proteini probihalo na rostlinach vojtésky a jetele
péstovanych ve skleniku po 1 tydnu od zahdjeni aplikace anthelmintik v nejvyssi

koncentraci (10 uM). Kontrolni rostliny se zalévaly zalivkou s DMSO.

Na rostlinach vojtésky se vliv IVM projevil zvySenim mnoZzstvi proteina
v nadzemni Casti. Naopak po aplikaci ABZ se zvySilo mnozstvi proteinu v kotenech.

U MOP nebyla sledovéna Zadnd zména oproti kontrolnim rostlinam.
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Obrazek 13. Obsah proteinu v mg/g Cerstvé tkané v listech rostlin Medicago
sativa péstovanych ve skleniku po 1 tydnu od zahajeni aplikace anthelmintik

v koncentraci 10 pM. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou.
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Obrazek 14. Obsah proteinu v mg/g Cerstvé tkané v kofenech rostlin Medicago
sativa péstovanych ve skleniku po 1 tydnu od zahajeni aplikace anthelmintik

v koncentraci 10 pM. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou.
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Rostliny jetele reagovaly mirnym zvySenim obsahu proteini pouze v kotfenech,
a to po aplikace vSech anthelmintik zejména ABZ a MOP. Nadzemni ¢asti zlstaly bez

odezvy pouze s velmi malym zvySenim obsahu proteinu po aplikaci ABZ.
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Obrazek 15. Obsah proteinu v mg/g Cerstvé tkdné v listech rostlin Trifolium
pratense péstovanych ve skleniku po 1 tydnu od zahijeni aplikace anthelmintik

v koncentraci 10 uM. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou.
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Obrazek 16. Obsah proteinu v mg/g Cerstvé tkan¢ v kotenech rostlin Trifolium
pratense pestovanych ve skleniku po 1 tydnu od zahijeni aplikace anthelmintik

v koncentraci 10 pM. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou.
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5.6 Sledovani metabolismu ABZ v rostlinach

5.6.1 Stanoveni metaboliti ABZ ve vojtésce

Metabolity ABZ byly identifikovany ve vojtéSce péstované v in vitro podminkach

po 6 tydnech kultivace s koncentracni fadou anthelmintika (0,01; 0,1; 1; a 10 uM).

V nadzemnich c¢astech bylo celkem identifikovdno 21 metaboliti a v kofenech

13 metaboliti. Nejvice zastoupenym metabolitem byl pifi vSech koncentracich v obou

¢astech rostlin ABZ sulfoxid (M10aBz). V nadzemni c¢asti byly identifikovany 3 nové

metabolity, u kterych dochdzelo k O-acetylaci (M31aBz, M32aBz, M33aBz). Schéma

metabolickych drah ABZ probihajicich ve vojtésce je uvedeno v obrazku 17.

Tabulka 4. Zastoupeni identifikovanych metabolith ABZ, sefazeno podle

reten¢nich Casl, v nadzemni ¢asti a kofenu Medicago sativa kultivovanych v in vitro

podminkéch s koncentra¢ni fadou anthelmintika. Tu¢né vyznacen nejvice zastoupeny

metabolit.

Koten Medicago sativa List Medicago sativa
ow 1uyM 0,lpM 00l pM | I0pM 1TuM 0,1 pM 0,01 pM
M1 M1 M1 M25 M25

M30

M29 M29

M31 M31

M4 M4

M32

M7 M7

M9 M9

M25

M21

M5

M2 M2

M33

M8 M8 M8 M8

Ml11 M1l Ml1 Ml11
M16

M20

M22

M10 M10 M10 M10 M10 M10 M10 M10
M14 Ml4 M14 M14 M14 Ml4 M14 M14
M6 M6
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Obrazek 17. Schéma metabolickych drah ABZ v rostlinaich Medicago sativa

kultivovanych 6 tydnu s anthelmintikem.
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5.6.2 Stanoveni metaboliti ABZ v jeteli

Stanoveni metaboliti ABZ v jeteli probihalo na rostlinach po ptidéni trusu od ovci
1écenych prislusnym anthelmintikem. Odbéry byly 4, 10, 27 a 51 dni od pfidani trusu.
V prvnim a druhém odbéru (4 a 10 dnti) byly identifikovany 3 metabolity, ve tietim
odbéru 5 metaboliti a ve ctvrtém odbéru 6 metabolitd. V 1. fazi biotransformace
S-oxidaci vznika nejvice zastoupeny metabolit ABZ sulfoxid (M10agz), ktery podstupuje
druhou S-oxidaci za vzniku ABZ sulfonu (M144gz). Hydrolyzou v 1. fazi a ve II. fazi
N-glykosylaci vznikaji M34apz, M25aBz, M35a8z. Metabolity M34asz a M358z jsou
nove identifikovany. V poslednim odbéru (51 dni) byl nejvice zastoupen N-glykosid ABZ
(M25aBz). Schéma metabolickych drah ABZ probihajicich v jeteli je uvedeno

v obrazku 18.
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Obrazek 18. Schéma metabolickych drah ABZ v rostlinach Trifolium pratense

pestovanych ve skleniku s trusem ovci 1écenych anthelmintikem.
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6 Diskuse

Veterinarni 1é¢iva se dlouhodob¢ vyskytuji v Zivotnim prostfedi. Nicméné jejich
vliv na Zivotni prostfedi se zacal zkoumat az v poslednich letech. Jiz byl prokézany
vyznamny vliv nejcastéji uzivanych antibiotik a hormonl na vyvoj rostlin a jejich
fyziologické procesy. Vliv ostatnich skupin veterinarnich 1é¢iv na ekosystém byl
zkoumdn mén¢ (Bartikova et al., 2016). Proto jsme se rozhodli vénovat se osudu

veterinarnich anthelmintik v rostlinach.

Pro studium byla vybrana tyto anthelmintika: ABZ jako typicky zastupce
benzimidazolovych anthelmintik, [IVM jako zastupce makrocyklickych laktoni a MOP,
ktery se fadi mezi nejnovéjsi antiparazitické latky. Jako studované rostliny byly vybrany
vojtéska seta (Medicago sativa) a jetel lucni (Trifolium pratense). Jedna o typické luéni
picniny, které se vyskytuji na pastvach a mohou tak ptichazet do styku s anthelmintiky
z 1éCenych zvitat. Rostliny nasledné mohou byt zvéti pozirany a 1éciva se tak mohou
znovu dostavat do organismu zvitat. Cilem prace bylo sledovani vlivu anthelmintik na
vybrané rostliny, pfipadné odhaleni fytotoxicity a ziskani informaci o biotransformaci

anthelmintik v picninach.

Drive provedené studie s ABZ, fenbendazolem a flubendazolem nepotvrdily
akutni toxicitu na bunikdch zvonku okrouhlolist¢tho (Campanula rotundifolia)
(Stuchlikova et al., 2016). Zadné zmény na kli¢eni seminek pienice seté (Triticum
aestivum) nebyly zaznamenany ani pii kultivaci s paracetamolem (An et al., 2009).
Nicmén¢ IVM vykazoval inhibici kli¢eni semen a ristu kotink hoicice bilé (Sinapis
alba) jiz v koncentraci 50nM (Vokial et al., 2019). V nasi studii na seminkéach vojtésky
byla zaznamenana signifikantni koncentra¢né zavisla toxicita IVM a toxicita nejvyssi
koncentrace ABZ, zatimco aplikace MOP ziistala bez odezvy. Stejny trend lze sledovat
1na viabilit¢ suspenznich bun¢k Arabidopsis thaliana, kde MOP dokonce vykazoval
mirnou stimulaci proliferace bun¢k. MOP i jeho metabolity jsou obecné povazovany za

netoxické pro Zivotni prostedi (Lecova et al., 2014).

Pii expozici stresu dochdzi u rostlin ke zméndm metabolismu a kumulaci
ochrannych metabolitli napf. aminokyseliny prolinu. Z mnoha dat vyplyva souvislost
mezi kumulaci prolinu a psobenim stresu na rostliny. Pro rostlinu je prolin v obdobi
stresu vysoce benefitni, nebot’ zastava tii dulezité funkce: pasobi jako chelator kovii,

antioxidant a signalni molekula. Navic udrZzovanim bunééného tlaku a osmotické
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rovnovahy zvysuje toleranci rostlin viici stresu (Hayat et al., 2014). ProtoZe se mnozstvi
prolinu pfi stresu v rostliné zvySuje, stanoveni obsahu této aminokyseliny muze byt
uziteCné pro posouzeni miry stresu u rostlin. V rostlinnych tkanich se prolin obvykle
pohybuje v rozmezi od 0,5 umol/g (bez stresu) do 50 (stres) umol/g Cerstvé hmotnosti
(Carillo a Gibon, 2011). Akumulace prolinu je sledovana zejména jako odpovéd’ rostlin
na environmentalni stresové faktory. Zaznamendna byla ve vojtéSce pii deficitu vody
(Molero et al., 2019), po vystaveni chladu (Zhou et al., 2018) i pfi zasoleni pudy (Xiong
et al., 2018).

Na vojtésce a jeteli byl obsah prolinu hodnocen po 6 tydnech kultivace
s anthelmintiky a nebylo zaznamenéno tak vyrazné zvySeni mnoZstvi prolinu jako ve
studii Raisové Stuchlikové et al. (2018) pii kultivaci jitrocele kopinatého (Plantago
lanceolata) s fenbendazolem, kdy byl zaznamenan signifikantni nartst koncentrace
prolinu po tydnech kultivace. Pfi inkubaci jitrocele s flubendazolem byl po 1 tydnu
kultivace pozorovan snizeny obsah a po 6 tydnech zvySeny obsah prolinu. Z toho se da
usuzovat, ze pro hodnoceni by bylo vhodnégj$i provadét odbéry ve vice Casovych
intervalech. Stejné jako v ptipad¢ kultivace MOP s vojtéskou, kdy bylo zaznamenano
vyznamné zvySeni akumulace prolinu v kofenové ¢asti po 1 tydnu kultivace. S délkou
inkubace vSak dochazelo ke snizovani koncentrace prolinu az na hodnoty rovné
kontrolnim rostlindm. Naopak v listové ¢asti s casem dochazelo k mirnému navySovani
mnozstvi prolinu. Zda se tedy, ze akumulace prolinu je nejen Casove zavisla, ale 1isi se
1v jednotlivych ¢astech rostliny. Zda se, Ze kotfeny reaguji v prvni fazi kontaktu s MOP.
Poté, co je MOP s metabolity transportovan do nadzemnich ¢asti, dochazi k navozeni

stresu a tim ke zvySeni obsahu prolinu i v této ¢asti rostliny.

Ke zménam svétlosbérnych pigmentt v rostlindch dochézi disledkem vystaveni
stresu. Na rozdilné stresové faktory reaguji vSak jednotlivé rostlinné druhy odliSnym
zptisobem. Pfi vystaveni rostlin toxickym latkdm dochézi ke zvySeni svétlosbérnych
pigmenti (chlorofyll a karotenoidl), pravdépodobné za ticelem zvySeni ochrany rostliny
pfed reaktivnimi radikaly. Naopak pfi suchu a jinych fyzikélnich stresovych faktorech

obvykle dochazi ke snizeni obsahu chlorofylu.

Hlavni roli chlorofyll je absorbce zatfeni pro fotosyntézu, stejnou ulohu zastava;ji
1 karotenoidy. Ty maji nékolik dalSich funkeci, mezi které patii napt. protektivni reakce

proti oxidativnimu poskozeni. Singletovy kyslik, produkt chloroplastli pfi stresovych
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podminkach, je velmi efektivné vazan B-karotenem. Rychlost reakce vazby je vyS$si nez
pii vazb& 'O, na biologicky diileZité nenasycené mastné kyseliny. Vazba na B-karoten
vede ke vzniku oxidativnich produktti. Nékteré z nich jsou biologicky aktivni a mohou
indukovat zmény v genové expresi vedouci k pfizpisobeni na stresové podminky
(Havaux, 2014). I nizké koncentrace karotenoidi tedy efektivné brani lipidové membrany

pted reakci singletového kysliku a ndslednou peroxidaci (Larson, 1988).

U pSenice bylo pozorovdno zvyseni karotenoidi po aplikaci gemfibrozilu
a B-estradiolu. Studie na okurce (Cucumis sativus) nenalezly zadny rozdil v koncentraci
karotenoidii u rostlin péstovanych v pidé kontaminované karbamazepinem nebo
verapamilem oproti kontrolnim rostlindm (Osma et al., 2018). Na pSenici po vystaveni
paracetamolu bylo zaznamenano sniZeni obsahu chlorofylu (An et al., 2009), stejné¢ jako
pii vystaveni zasoleni (Ashraf a Harris, 2013). U vojtésky byly snizené koncentrace
chlorofylu zaznamenany pfi vystaveni zasoleni (Ashraf a Harris, 2013; Xiong et al., 2018)

po vystaveni chladu (Zhou et al., 2018) a pfti alkalizaci ptidy (Liu et al., 2018).

Pti suchu dochézi k vyraznéjsimu snizeni mnozstvi chlorofylu b nez chlorofylu a.
Tento jev pak vede ke zvySeni poméru chlorofylu a/b, coz bylo zaznamenano u rostlin
Celedi Brassicaceae (Ashraf a Harris, 2013), u slune¢nice a borivky (Vaccinium
myrtillus). Nicméné€ bylo pozorovano i snizeni tohoto poméru napf. na rostlinach baviny

(Gossypium hirsutum) a Catharanthus roseus (Jaleel et al., 2009).

V nasi studii stanoveni celkového obsahu karotenoidii a poméru chlorofylu a/b
probihalo na rostlinéch vojtésky 1 jetele pé€stovanych ve sklenikti a kultivovanych in vitro.
Behem péstovani rostlin ve skleniku doslo ke znehodnoceni mnoha rostlin zaschnutim
a napadenim plisnémi, proto byl pokus pred¢asn¢ ukoncen (po 3,5 tydnech). Pro sbér
aanalyzu se pouZily jen rostliny, které plisni zasaZeny nebyly a nebyly viditelné
zaschnuté. U jetele nebyla zaznamenéana Zaddna zména v obsahu karotenoidl ani v poméru
chlorofylu a/b, ktera by mohla souviset s aplikaci anthelmintik. U vojtésky bylo
zaznamenano mirné zvyseni poméru chlorofylu a/b po aplikaci nejvyssi koncentrace
IVM. Stejny trend byl pozorovan i na rostlinach kultivovanych v in vitro podminkach,
kde bylo navic pozorovano i zvySeni obsahu karotenoidd. Tyto vysledky by mohly
naznacovat redukci chlorofylu b a aktivaci antioxida¢niho systému, jako dusledek

kombinace stresujicich vlivi.
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Stresové proteiny, jsou skupinou proteind, které se syntetizuji pfi zvySené
expozici bunék na rizné stresujici faktory, a které maji protektivni ucinek proti témto
faktorim. ZvySeny obsah proteini miize indikovat zvySenou expresi a zapojeni
antioxidaCnich enzymu, které¢ v rostlinaich detoxifikuji vzniklé volné radikaly
(EI-Shabrawi, 2010). Nejvétsi reakce se predpoklada v prvni fazi kontaktu se stresovymi
faktory, které¢ zahrnuji i 1éCiva. Z tohoto diivodu stanoveni celkového obsahu proteinti
probihalo 1 tyden po prvnim vystaveni rostlin anthelmintikim. Nejvyraznéjsi odezva po
aplikaci anthelmintik byla pozorovana u IVM, ktery zvysSoval celkové mnozstvi proteini
v nadzemni ¢asti vojtésky. V jeteli pak byl zaznamenan mirny nértst celkového obsahu
proteinii v kofenech, nadzemni casti zlstaly bez odezvy. Coz by mohlo napovidat

efektivni indukci antioxida¢niho systému.

Ve studii Zhang a Shi (2018) osmoticky stres u vojtésky zvySoval mnoho riznych
protein regulujicich odpovéd’ na stres. Studie An et al. (2009) potvrdila zvySenou
syntézu proteinli v asném staddiu expozice pSenice paracetamolem, podobné vysledky
byly zaznamendny 1 na jinych rostlinach s odliSnymi kontaminanty. Jednd se
pravdépodobné o stresovou reakei rostlin, ktera mize vést k abnormalni sekreci hormonti
nebo k indukci stresovych proteinti. Nicmén¢ prodlouzenim expozice se kapacita syntézy
postupné omezuje. Studie také naznacila vyssi citlivost k paracetamolu u kofent oproti

nadzemnim ¢astem rostliny.

V druhé ¢asti nasi studie jsme se zabyvali metabolismem ABZ v jeteli a vojtésce.
Rostliny jsou schopné xenobiotika z prostiedi vychytavat a detoxifikovat je sloZitym
systémem enzymdu, pfeménou na netoxické nebo alespont méné toxické latky. Chrani tak
sami sebe a zaroven své okoli zejména bezobratlé ZivoCichy a byloZrava zvitata. Nékteré
druhy se proto vyuzivaji k fytoremediaci (Bartikova et al., 2015). Nejen z tohoto diivodu

je vhodné znat metabolické drahy jednotlivych farmaceutik v rostlinach.

K identifikaci metaboliti anthelmintik v jeteli a vojtéSce jsme vyuzili kapalinovou
chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). LC-MS je v soucasnosti
nejrozSifenéjsi analyticky nastroj pro studium metabolismu 1é¢iv  z biologického
materidlu. Hlavnimi divody je rychlost, selektivita a citlivost analyzy, které byly
v poslednich letech vyrazné zvySeny. Ptfed vlastni analyzou je diilezita spravna uprava
testovaného vzorku, protoze biologické matrice jsou velmi komplexni a obsahuji rizné

endogenni latky. Uprava obvykle zahrnuje homogenizaci, deproteinizaci a extrakci.
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Dulezity je také vybér IS a optimalizace podminek analyzy. Za ucelem zakoncentrovani
vzorku se provadi vyparovani vysledného vzorku do sucha a naslednd rekonstituce

v malém objemu LC-MS rozpoustédla (Rousu, 2012).

V nasi studii bylo identifikovano celkem 6 metabolith ABZ v jeteli po jeho
kultivaci s trusem lécenych ovci a 21 metaboliti ABZ ve vojtésce péstované v in vitro
podminkach. Hlavnim metabolitem byl produkt S-oxidace ABZ sulfoxid, ktery ¢astecné
podléha druhé S-oxidaci za vzniku ABZ sulfonu. Hlavni reakci 1. faze biotransformace
ABZ je u vSech dosud zkoumanych rostlin S-oxidace. Ve vSech rostlindich mimo rakosu,
je hydrolyza dalsi reakci 1. faze biotransformace ABZ. Hydroxylace ABZ byla zjisténa
ve vSech druzich rostlin kromé jetele. Vell. fazi metabolismu podstupuje ABZ
N-glykosylaci, vzniklé metabolity jsou Casto findlni u jetele, kdezto ve vojtésce, zvonku
1 jitroceli mohou podstupovat naslednou O-acetylaci (Podlipna et al., 2013; Stuchlikova
et al., 2016; Stuchlikova Raisova et al., 2017). To naznacuje, ze O-acetylace xenobiotik
je pomérné Castou cestou detoxikace v rostlindch, pfestoze o enzymech katalyzujici
O-acetylaci nebyly znadmy Zadné informace (Bartikova et al., 2015). Pouze v rdkosu byly

nalezeny atypické metabolity (ABZ glukosylglukosidy, a ABZ xylosylglukosidy).

V piedeslé studii byl sledovan metabolismus anthelmintik flubendazolu a ABZ
v rakosu (Phragmites australis), ktery se Casto vyuziva ve fytoremedia¢nich metodach.
Bylo identifikovano 5 metaboliti flubendazolu a 10 metabolitd ABZ, z nichz se vétSina
da povazovat za biologicky neaktivni (Podlipna et al., 2013). V bunkéch zvonku bylo po
inkubaci s anthelmintiky identifikovano 24 metaboliti ABZ, 18 metaboliti flubendazolu
a 29 metaboliti fenbendazolu. VétSinou se jednad o deaktivacéni produkty, ale nékolik
metabolitl ziistava biologicky aktivni. Cast vznikajicich metabolitii je nestabilni a miize
byt zpét rozlozena na parentni latku (Stuchlikovd et al., 2016). Biotransformace
flubendazolu a fenbendazolu byla sledovana také na rostlinach jitrocele. Identifikovano
bylo 12 metabolitd flubendazolu a 22 metabolitli fenbedazolu. Né&které metabolity
flubendazolu byly pozorovany i v ptedchozich studiich na rakosu a zvonku (Stuchlikova
Raisova et al., 2018). Ve studii Stuchlikové Rasiové et al. (2017) se studovala

biotransformace ABZ v jitroceli a bylo identifikovano celkem 18 metaboliti ABZ.

Z 15 metabolith ABZ ve vojtéSce byla jiz vétSina detekovana v predeslych

studiich ve zvonku nebo v jitroceli. V nasi studii ve vojtésce byly identifikovany 3 nové
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metabolity (M31aBz, M32aBz a M33aBz), vjeteli byly nalezeny 2 nové metabolity
(M34aBz a M354Bz).

Oproti predeslym studiim, kde byly rostliny péstovany v médiu s anthelmintikem
nebo vystaveny zalivce s anthelmintikem o definované a relativné vysoké koncentraci
(5 uM nebo 10 uM), v nasi studii byly rostliny jetele péstovany v substratu hnojeném
trusem ovci lécenych prisluSnym anthelmintikem, coz miize vysvétlovat nizsi mnozstvi
nalezenych metaboliti oproti ostatnim druhiim rostlin. Rozdilné bylo i mnozstvi
metaboliti nalezenych ve vojtéSce pii kultivaci rostlin s rozdilnou koncentraci
anthelmintika. Rozdilny pocet metabolitli byl nalezen i v jednotlivych tkénich. Nejvétsi
pocet metabolitii (21) byl zaznamenan v kotenech pii kultivaci s nejvyssi koncentraci
ABZ. Vyrazné niz$i po€ty metabolith byly identifikovany pii niZSich koncentracich. Pti
nejvyssi koncentraci bylo v listu zaznamenano 12 vznikajicich metabolitt. I v jitroceli
byly zaznamenany odlisné metabolity v riiznych tkanich. V kotenech a bazélni ¢asti listt
bylo identifikovano 15 stejnych metabolitil, ale v horni ¢asti listu byl detekovan pouze
jeden znich, spolu s dal§imi dvéma odliSnymi metabolity. Zd4 se proto, Ze exprese
a aktivita enzymui metabolizujicich xenobiotika je rozdilna v riznych modelech a tkdnich,
zaroven ~mizeme sledovat odliSnosti u  jednotlivych  rostlinnych  druht

(Stuchlikova Raisova et al., 2017).

Nalezeni ABZ a jeho metabolitii v nadzemnich castech jetele, ktery byl hnojen
trusem lé¢enych ovci poukazuje na vyrazné riziko nezéddouci cirkulace ABZ v Zivotnim
prostiedi. Konzumace jetele s obsahem anthelmintik zvifaty infikovanymi parazity, by
mohla ptispivat k rozvoji rezistence téchto parazitii. Z tohoto diivodu by zvifata 1é¢ena
anthelmintiky neméla byt vypousténa na pastviny a hntij od 1é€¢enych zvitat by v Zadném

piipad¢é nemél byt pouzit pro hnojeni poli s picninami.
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7  Zavéry

Byl

sledovan vliv casto uzivanych anthelmintik (ABZ, IVM, MOP)

a biotransformace ABZ v bézn¢ se vyskytujicich picnich rostlinach (7rifolium pratense

a Medicago sativa).

Byly pfipraveny kultivace jetele a vojtésky (in vitro a ve skleniku)
s vybranymi anthelmintiky a kultivace suspenznich bun¢k Arabidopsis

thaliana.

Prob¢hlo stanoveni vlivu anthelmintik na stresové markery (chlorofyl a/b,

prolin, karotenoidy, obsah proteintl) u vybranych rostlin.

Mirna fytotoxicita byla pozorovana po aplikaci IVM a nejvyssi
koncentraci ABZ. Projevila se inhibici kli€eni semen a riistu kotinkl
vojtésky, stejné 1 snizenim viability suspenznich bunék Arabidopsis

thaliana. MOP ziistal v obou ptipadech bez odezvy.

Kofeny vojtésky reagovaly v prvni fazi kontaktu s MOP zvySenim

celkového mnozstvi prolinu.

U jetele se neprojevil vliv anthelmintik na zmény obsahu karotenoidi ani
poméru chlorofylu a/b. Rostliny vojtésky po kultivaci s IVM reagovaly

zvySenim poméru chlorofylu a/b a celkového mnozstvi karotenoidu.

Zvyseni celkového obsahu proteinu bylo pozorovano po aplikaci IVM
v nadzemni c¢asti vojtésky a v kofenech jetele. Vliv ABZ se projevil

zvySenim obsahu proteinu v kofenech obou rostlin.

Bylo identifikovano 21 metabolith ABZ ve vojtésSce kultivované
s koncentra¢ni fadou a 6 metaboliti ABZ v jeteli kultivovaném s trusem
oSetfenych ovci. V obou rostlinach byl nejvice zastoupenym metabolitem
ABZ sulfoxid. Identifikovany byly 3 nové metabolity ve vojtéSce

a2 v jeteli.
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8 Seznam zkratek

ABC transportér —ATP-dependentni transportéry
ABZ — albendazol

CYP — cytochrom P450

ESI — elektrosprejova ionizace

FC ¢inidlo — Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

GST — glutathion-S-transferasa

IS — interni standard

IVM — ivermektin

LC — kapalinova chromatografie

LC-MS — kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
MATE — multidrug and toxin extrusion protein
MOP — monepantel

MS — hmotnostni spektrometrir

QqQ — trojity kvadrupo6l

TTC — 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu

UDP — uridindifosfat

UGT - uridindifostat glykosyltransferasa

UHPLC-MS/MS - ultra-vysokou¢innd kapalinovd chromatografie spojena

s tandemovou hmotnostni spektrometrii
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