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Nazev diplomové prace: Ovlivnéni antioxidacniho systému vojtésky seté albednazolem
v realnych podminkach

Anthelmintika jsou léciva vyuzZivana k |écbé nemoci zplsobenych parazitickymi Cervy.

V Ceské republice se pouzivaji hlavné ve veterinarni mediciné. Benzimidazolové

anthelminitkum albendazol se pouzivd u skotu a ovci, b&éhem jeho biotransformace se

tvori metabolity, které se vylucuji spolu s parentni latkou trusem a moci. Aplikace trusu

z oSetreného skotu na pole muize ovlivnit necilové organismy vyskytujici se na poli.

Prikladem necilovych druhl jsou zemédélské plodiny, véetné vojtésky seté (Medicago

sativa). Rostliny nemaji schopnost eliminovat absorbované latky a jejich metabolity,

proto se v nich ukladaji a mohou ovlivnit antioxidacni systém roslin.

Cilem této studie bylo sledovat uUcinek albendazolu na antioxidacni systém vojtésky
seté (M. sativa) v redinych podminkdach. Rostliny byly ovlivnény trusem ovci osetfenych
albendazolem. Subcelularni frakce byly pfipraveny z rostlin sklizenych v roce 2019 a
2020. Vtéchto frakcich byly méreny aktivity vybranych antioxidacnich enzym(. U
rostlin zroku 2020 byly také zméreny koncentrace fotosyntetickych pigment(

(chlorofylu a karotenoidu).

V obou letech doslo k narQstu aktivity askorbatperoxidazy, kataldzy, glutathion-S-
transferdzy a peroxidazy u roslin ovlivnénych albendazolem. SniZend aktivita byla
namérena u superoxiddimutazy. U ovlivnénych vzork( albendazolem byla signifikantné
snizena koncentrace karotenoidl a zvysil se pomér chlorofyl A/chlorofyl B a pomér

chlorofylu A+B/karotenoidd.

Ze ziskanych vysledku vyplyva, Ze albendazol ovlivnil antioxidacni systém vojtésky seté,

coz mUZe mit za nasledek poskozeni rostlinnych bunék oxida¢nim stresem.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences
Candidate: Bc. Monika Lisorikova
Supervisor: prof. Ing. Barbora Szotdkova, PhD.
Title of diploma thesis: The effect of albendazole on the antioxidant system of alfalfa

in real conditions
Anthelmintics are drugs used to treat diseases caused by parasitics worms. In the
Czech republic they are mainly used in veterinary medicine. Benzimidazole
anthelmintic albendazole is used in cattle and sheep, during its biotransformation
metabolites are formed, which are excreted together with the parent compound in
faeces. Application of faeces from treated cattle to the field may affect non-target
organisms, occurring in the field. An example of such organisms are agricultural crops,
including alfalfa (Medicago sativa). Plants do not have the ability to eliminate the
absorbed drugs and its metabolites, therefore they are deposited in plants and can

affect the antioxidant system of plants.

The aim of this study was to monitor the effect of albendazole on the antioxidant
system of alfalfa (M. sativa) in real conditions. Plants were affected by faeces of sheep
treated with albendazole. Subcellular fractions were prepared from harvested plants in
the years 2019 and 2020. The concentrations of photosynthetic pigments (chlorophylls

and carotenoids) were also measured in the 2020 plants.

In both years, there was an increase in the activity of ascorbate peroxidase, catalase,
glutathione S-transferase and peroxidase in albendazole treated plants. The carotenoid
concentration of the treated samples was significantly reduced by albendazole and the

chlorophyll A/chlorophyll B ratio and the chlorophyll A+B/carotenoid ratio increased.

The obtained results show that albendazole affected the antioxidant system of alfalfa,

which may result in damage of plant cells by oxidative stress.
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1. UVOD

Anthelmintika jsou farmaka vyuzivana ve veterinarni mediciné pro lécbu a
prevenci helmintdéz hospodarskych a zajmové chovanych zvifat. Je sledovan nardst
pouzivani téchto |éciv jako dlsledku udrzZitelného stavu hospodarstvi.
Metabolizovanim anthelmintik v téle zvifat a naslednym vylouc¢enim trusem a moci,
dochazi ke vstupu téchto latek a jejich metabolitd do Zivotniho prostredi. | malé
koncentrace parentni molekuly lé¢iva a metabolitd mohou mit vliv na necilové druhy,
jako je vodni ekosystém, pldni bezobratli a rostliny. Subletalni davky anthelmintik

v Zivotnim prostiedi mohou zpUsobovat vznik rezistentnich kmena parazitickych cerv(.

Vystavovani rostlin abiotickému stresu, jako jsou veterinarni |éciva, je znepokojivym
faktorem omezujicim rast a vyvoj rostlin a také plsobicim na antioxidacni systém

enzymaticky i neenzymaticky.

V této studii byly rostliny vojtésky seté (Medicago sativa) ovlivnény trusem ovci
[éCenych albendazolem. Vzhledem ktomu, Ze experiment probihal v redlnych
podminkach na poli, mohlo dojit k plisobeni nékolika abiotickych stresor(i na rostlinu,
tedy puUsobeni jak chemickych latek predstavovanych albendazolem a jeho
transformacénimi produkty, tak plsobeni klimatickych podminek. Byly sledovany
specifické aktivity vybranych antioxida¢nich enzym( a také ukazatelé stresu

v rostlinach, konkrétné koncentrace chlorofyll a karotenoidu.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Anthelmintika

2.1.1 Vyuziti anthelmintik v terapii helmintéz

Anthelmintika jsou farmaka vyuZivana ve veterinarni i humanni mediciné pro
[é¢bu helmintdz. Ve veterinarni mediciné nachazi tyto pfipravky uplatnéni rovnéz jako
prevence pro shizovani populace parazitl v télech zvirat (Lamka a Duchdcek, 2014).
Helmintdzy predstavuji pro chovatele dobytka problém, nebot jsou limitujicim
faktorem pro udrzitelnou a Uspésnou produkci hospodarskych zvifat (Dyary, 2015).
Helmintdzy jsou infekce zplsobené parazitickymi Cervy, patficimi do kmene plosténcu
(Platyhelminthes) a hlistic (Nematoda). Plosténci obsahuiji 3 tfidy cervll a to: tasemnice
(Cestoda), motolice (Trematoda) a jednorodé (Monogenea). Kmen Nematoda zahrnuje
nékolik druhl hlistic, zpUsobujicich nematoddzy. Tyto parazitarni infekce patfi mezi
nejCastéji se vyskytujici a postihuji jak lidskou populaci, tak zvitata, hospodarska i
zajmové chovana (Dyary 2015). Anthelmintika jsou délena dle ucinku na vyse zminéné
zastupce parazitickych ¢ervd na: antinematoda, antitrematoda a anticestoda (Lamka a

Duchdcek 2014).

Mechanismus Ucinku anthelmintik je velmi rozmanity. Anthelmintika plsobici proti 1
nebo 2 parazitdrnim ¢ervim jsou oznacovana jako Uzkospektra, proti vice druhlim jako
Sirokospektra. Z historického hlediska byly, jako prvni Sirokospektra anthelmintika,

uvedeny na trh pfipravky fenothiazin a piperazin (Enojoh a Suleima, 2017).

Podle schopnosti parazita zabit nebo paralyzovat, jsou anthelmintika délena na
pfipravky vermicidni, tedy helminty usmrcujici, a vermifugni, které jsou schopné

inhibovat rist helmint( a zpUsobi vypuzeni ¢erva z téla hostitele (Rock, 2007).

Anthelmintika jsou biosyntetického nebo syntetického plvodu a podle chemické
struktury jsou rozliSovdna na: benzimidazoly, imidazolthiazoly, tetrahydropyrimidiny,
organofosfaty, makrocyklické laktony a aminoacetonitrilové derivaty (Lamka a

Duchdcek, 2014; Enoh a Suleiman, 2017).
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Dusledkem nezbytného uzivani anthelmintik, jako prostfedku pro udrZeni pfijatelného
stavu hospodafstvi, je vzrustajici spotreba téchto farmak. Toto s sebou nese predevsim
rizika ve formé rezistence na anthelmintika a negativni dopad na Zivotni prostredi

(Varddy et al., 2011; Domke et al., 2011).

2.1.2 Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazol je heterocyklickd, aromatickd sloucenina, vykazujici Siroké
spektrum biologickych ucink(. Kromé anthelmintickych ucink( byly benzimidazolové
slou¢eniny zkoumany pro antivirotickou, protindadorovoua antibakteridlni aktivitu
(Antoci et al., 2020; Mavrova et al., 2006; Zhang et al., 2019). Vétsina
benzimidazolovych sloucenin jsou bilé krystalické latky, s vysokou teplotou tani.
Z hlediska rozpustnosti se jedna o latky malo rozpustné ve vodé a rozpustnost se u

téchto sloucenin zvysuje, se snizujicim se pH (Riviere a Papich, 2009).

Prvnim benzimidazolovym anthelmintikem uvedenym na trh byl vroce 1962
thiabendazol. Nasledoval vyvoj dalSich sloucenin vychazejici z benzimidazolové
struktury. Bezdimidazolova anthelmintika patfi mezi Sirokospektra antiparazitika a
jednotlivé pripravky vyuzivané ve veterinanri praxi jsou spolu s druhovou indikaci
uvedeny v tabulce 1 (Enoh a Suleiman, 2017). Z fyzikalné chemickych vlastnosti vychazi
lékové formy benzimidazolovych anthelmintik, dostupné predevsim jako perordlni

tablety, pelety, suspenze a pasty (Bodecek et al., 2017).

Mechanismus  UCinku  benzimidazolovych anthelmintik spocivd ve vazbé
benzimidazolovych sloucenin na B-tubulinové podjednotky mikrotubull. Touto vazbou
dochazi kinhibici vazby B-tubulinu, ktery se za normalnich okolnosti zaclefuje do
bunécénych struktur, které jsou nezbytné pro energeticky metabolismus parazita. Pfi
podani benzimidazolového anthelmintika dochazi k naruseni polymerace tubulinovych

struktur, coz vede k energetickému rozvratu a nasleduje smrt helminta (Lacey, 1990).

Metabolity parentniho |éCiva ze skupiny benzimidazolovych anthelmintik jsou vétsSinou
produkty oxidacnich a hydrolytickych reakci. Jsou polarni a ve vodé rozpustné.
Metabolity jsou ¢asto konjugovany s kyselinou glukuronovou, touto reakci dochazi ke
zvyseni jejich polarity, coz usnadni vylucovani moci a zluci (Alvarez et al., 2000; Lanusse

a Prichard 1993).
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Tabulka 1: Zastupci benzimidazolovych anthelmintik

Benzimidazoly

Lékova forma

Spektrum ucinku

Druhova indikace

tasemnice, strevni

Albendazol p.0s. suspenze e . . skot a ovce
hlistice, jaterni motolice
.0S. suspenze .. , kan, prezvykavci
Febantel P P ’ Sirokospektré ot prezvy ’
pasty kocka, prase
tasemnice, strevni skot. ovce. koza
Fenbendazol p.0s. suspenze hlistice, plicni helminti, oy ’ ’
N . kdn, prase, pes
méchovci
Flubendazol p.os. tablety, hlistice, Cervi parazitujici prase, driibe’
pasty v plicich a GIT ’
Mebendazol p.os. pasta, hlistice, méchovci, kdn, ovce, koza,
tablety, granule tasemnice prase, pes
] .. tasemnice, jaterni
Nitrobimin p.0s. suspenze . . . .. | skot a ovce
motolice, plicni helminti
Oxfendazol p.0s. suspenze hlistice skot, ovce, klin
Oxibendazol 0.0s. suspenze hlistice (larvalni stadiai | prase, skot, ovce,

dospélci)

kan

Thiabendazol

p.0s. preparaty,

tasemnice, motolice

kdn, skot, ovce,

pasty kozy
p.0s. preparaty, tasemnice, stfevni
Ricobendazol subkutanni hlistice, jaterni motolice, | skot a ovce

injekce pro skot

plicni helminti

2.1.3 Albendazol

Albendazol

byl vybran jako modelové anthelmintikum pro tuto préci.

Albendazol se nejcastéji vyuziva jako antiparazitikum u prezvykavcl, predevsim ovci a

skotu. Plsobi proti hlisticim a tasemnicim v gastrointestindlnim traktu, jaternim

motolicim a také proti helmintim v plicich. Albendazol Ize také aplikovat pfi l1é¢bé

parazitarnich infekci postihujici plicni parenchym zdjmové chovanych zvifat (Dayan,

2003).
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U kocek a pst je albendazol vyuzivan pro |éCbu plicnich cervivosti vyvolanych
parazitickymi helminty tfidy Trematoda (Filaroides hirthi a Paragonimus kellicotti)
(Gyurik et al., 1981). Vyhodou tohoto anthelmitika je u¢innost jak proti dospélcim vyse
zminénych cervl, tak proti jejich vyvojovym stadiim. Jedna se tedy o slouceninu

s ovocidni, vermicidni a larvicidni aktivitou (Dayan 2003).

Doporucené davky u skotu a ovci jsou odlisné dle druhové indikace a také se lisi podle
helminta, na kterého je 1é¢ba cilena. Je doporuceno nasledujici davkovani: 5 mg/kg Zivé
hmotnosti u ovci pro Iébu tasemnic. Pro Ié¢bu tasemnic u skotu se doporucuje 7,5
mg/kg a totéZ davkovani pro lé¢bu motolic u ovci. U skotu se davkovani pro lé¢bu
motolic zvySuje na 10 mg /kg. Divodem vyssSich davek albendazolu u skotu, je vyssi

metabolicka oxidacni kapacita tohoto zvifeciho druhu oproti ovcim (Dayan 2003).

@)
H
S N >—o\
[ \O: />_NH CHj
CHs N

Obrazek 1: Chemicky vzorec albendazolu, prevzato z wikipedie

Po chemické strance je albendazol [5-(propyltbio)-1H-benzimidazol-2-yllkarbamat
(Obr.2). Po perordlnim podani se ABZ metabolizuje v jatrech na albendazol sulfoxid
(ABZSO). Na metabolismu albendazolu se podili mikrosomalni enzymy jaterni tkdné,
predevsim flavin-monooxygenaza a cytochrom P450. Vznikajici ABZSO je odpovédny za
anthelminticky ucinek albendazolu. ABZSO ma ve své molekule chirdIni atom siry, coz
znéj déla latku opticky aktivni. Jsou zndmy dva enantiomery a to (+)-ABZSO a
(-)-ABZSO (Lanusse at al., 1991; Solana et al., 2001). ABZSO je dale oxidovan na
neaktivni derivat albendazol sulfon. Moéi a Zlu¢i jsou vyluéovany ABZ, ABZSO,
albendazol sulfon a také konjugaty Il. faze biotransformace, tedy konjugaty s kyselinou

glukuronovou (Alvarez et al., 1999).

13



2.1.4 Biotransformace anthelmintik v rostlinach

VSechny Zivé organismy maji obranné mechanismy, které je chrani prfed ucinkem
cizorodych sloucenin tzv. xenobiotik. Tyto obranné mechanismy jsou predstavovany
biotransformacénimi reakcemi, bez kterych by xenobiotikum dosahlo v organismu

toxickych koncentraci (Croom 2012).

Klicovou roli v biotransformaci cizorodych latek predstavuji enzymy metabolizujici
xenobiotika (XME). Enzymy jsou indukovatelné, jako odpovéd na chemicky stres
vyvolany pfitomnosti xenobiotika, dochdzi ke zvySeni jejich exprese a aktivity

(Bdrtikova et al., 2015).

Biotransformacni enzymy jsou v rostlinach pfitomny ve velkém mnoizstvi izoforem.

Oproti Zivo¢iSnym enzymUm vykazuji uzsi substratovou specifitu (Chromd et al., 2001).

U rostlin je popsan tfifazovy biotransformacni mechanismus xenobiotik. Faze I. je tzv.
bioaktivacni fazi a dochazi pti ni k tvorbé polarnéjsich, ve vodé rozpustnych sloucenin.
Tyto metabolity jsou poté ve Il. fazi konjugovany se sacharidy, organickymi kyselinami,
aminokyselinami nebo glutathionem. Touto reakci dochazi ke vzniku konjugatl, které
vykazuji mensi toxicitu nez parentni xenobiotikum. Faze lll. predstavuje transport a
uskladnéni konjugatt Il. faze do bunécnych struktur, nejcastéji vakuol nebo bunécéné
stény (Komives a Gullner 2005, Chromd et al., 2001). V bunéénych vakuolach nékdy
dochazi kuapravé konjugdtlh. Této |IV. faze se Gcastni napfiklad enzym
karboxypeptiddza, schopna odstépit aminokyseliny z glutathionu, na kterém je

metabolit xenobiotika navazan (Skdlovad et al., 2013).

Na pocatku 90. let probéhly studie, zabyvajici se podobnosti Zivocisnych a rostlinnych
biotransformacnich proces(l cizorodych latek. Vroce 1994 byl pak Sandermannem
predstaven koncept tzv. Green liver system, ve kterém shrnuje, Ze jak rostliny, tak i
ZivoCichové jsou schopni xenobiotika ~metabolizovat pomoci specifickych
biotransformacnich enzym. A jejich spole¢nym cilem je tvorba hydrofilnich slouéenin,
které jsou lépe transportovatelné a dochazi u nich k rychlému vylouceni. U Zivocich( je
kone¢nym krokem vylouceni metabolitl cizorodé latky stolici nebo moci, u rostlin je
tento krok nahrazen kompartmentaci metabolitu do vakuol bufky nebo do bunécné

stény (Pflugmacher et al., 2015; Komives a Gullner 2005).
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2.1.4.1 Faze l.

V. fazi dochdzi k oxidaénim, redukénim nebo hydrolytickym reakcim. Tyto
reakce maji za nasledek zavedeni funkcni skupiny do molekuly xenobiotika nebo
demaskovani jiz existujicich funkénich skupin. Vznikaji polarni, ve vodé rozpustnéjsi
latky (Komives a Gullner 2005). Nejcastéji probihaji reakce |. faze oxidac¢né (S-oxidace,
N-oxidace, C-hydroxylace, N-hydroxylace) za ucasti nékolika enzymovych systéma.
Nejvétsi roli v téchto reakcich maji monooxygenazy s cytochromy P450 a peroxidazy

(Komives a Gullner 2005; Chromd et al., 2001).

Cytochromy P450 (CYP) jsou enzymy tfidy oxidoreduktdz ukotvené
v endoplazmatickém retikulu. Jejich podil na biotransformaénim metabolismu byl
studovan u mikroorganismd, rostlin, hmyzu a Zivocichl. U rostlin zastavaji kromé role
v metabolismu xenobiotik dalsi, pfedevsim biosyntetické funkce. Maji podil na tvorbé

slozek bunécéné stény, mastnych kyselin a hormon( (Nelson a Werck-Reichhart 2011).
CYP katalyzuji nasleduijici reakci:
RH + O2 + NADPH + H* © ROH + H,0 + NADP*

Na reakci, pti které dochazi ke Stépeni O-O vazby, se spolulcastni enzym
NADPH:cytochrom P450 reduktaza, ktery zprostfedkuje NADPH jako zdroj elektrond.
Kromé oxidacnich reakci se CYP ucastni také dealkylaci, dehydrataci a reakci pfi nichz

dochazi ke Stépeni vazby C-C (Morant et al., 2003; Pandian et al., 2020).

Dalsimi hemoproteinovymi enzymy katalyzujici oxidacni reakce I. faze jsou peroxidazy.
Byly nalezeny a popsany u bakterii, hub, rostlin a Zivocichl. Katalyzuji oxidacné
redukéni reakci, pfi které dochdzi k redukci peroxidu vodiku a soucasné oxidaci
substratu. Peroxiddzy jsou substratové nespecifické, cemuz odpovida velké mnozZstvi
izoforem tohoto enzymu. Nadrodina peroxiddz se skldda z 3 tfid, v rostlinach se
vyskytuje predevsim tfida I. a lll. Askorbatperoxidaza se rfadi do I. tfidy peroxidaz a jeji
hlavni funkci je ochrana rostliny pred oxidacnim stresem. Sekrecni peroxidazy patfici
do Ill. tfidy jsou to strukturné glykoproteiny, obsahujici disulfidické mustky a ionty
vapniku. Kromé schopnosti oxidovat cizorodou latku, hraji dilezitou roli v rlstu a vyvoji

rostliny (Jouili et al., 2011; Pandey et al., 2017).
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Xenobiotické a ebiotické alkoholy a aldehydy jsou oxidovany za katalyzy
alkoholdehydrogenaz (ADH) a aldehyddehydrogenaz (ALDH). Na biotransformaci
xenobiotik se podili ve vétsi mite ALDH. U ADH nalezené v rostlinach byla popsana
Ucast na vzniku vuani, lakajicich opylujici hmyz. ALDH katalyzuje reakci, pfi které jsou
aldehydy preménovany na pfislusné karboxylové kyseliny, reakce jsou NAD* nebo

NADP* dependentni (Strommer et al., 2011; Brocker et al., 2013).

Redukéni reakce predstavuji hlavni metabolizacni cestu pro xenobiotika s chemickou
strukturou keton(, chinon(, nitrosloucenin, N-oxidi nebo S-oxid(. Tyto reakce nejsou
tak Casté jako oxidacni. Enzymy katalyzujici redukéni reakce jsou fazeny do nadrodin

dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retézcem a aldoketoreduktazy.

Karboxyesterdazy a epoxidhydroldzy jsou enzymy katalyzujici hydrolytické reakce,

nejCastéji esterd, aminu a epoxidl (Bdrtikova et al., 2015).

2.1.4.2 Faze ll.

Ve Il. fazi dochazi ke skute¢né detoxikaci, produkty I. faze jsou konjugovany
s endogennimi molekulami, obsahujici ionizovatelnou skupinu. Konjugaty jsou vyrazné
méné toxické neZ plvodni xenobiotikum nebo jeho derivaty vzniklé v I. fazi. Reakce I.
faze se nazyvaji konjugacni a jejich produkty jsou glykosylové, aminokyselinové nebo
peptidové konjugaty xenobiotika. Tyto reakce jsou zavislé na dodani energie (Komives

a Gullner 200; Skdlovd et al, 2013).

Dllezitym enzymem |Il. faze je gluathion-S-transferaza (GST), kterd katalyzuje
konjugaci substratu s glutahionem. Tato reakce zahrnuje pfipojeni tripeptidu
glutathionu na xenobiotika obsahujici halogenové, fenolatové nebo alkylsulfoxidové
skupiny. Dochazi tedy k nukleofilnim vytésnovacim reakcim mezi elektrofilnimi centry
cizorodych latek a glutathionovym aniontem (GS’), ktery slouzi jako nukleofil. Thiolova
skupina (SH-) na cysteinovém zbytku molekuly glutathionu je reaktivni slozkou celé
konjugacni reakce (Reinemer et al., 1996; Gullner et al., 2018). Kromé Uucasti na
biotransformaci xenobiotik jsou GST zapojeny do fyziologickych proces( rostlinnych
bunék. Byla popsana ucast GST na tvorbé a modulaci iontovych kandll, tvorbé

signalnich kinaz a biosyntéze hormon (Dixon et al., 2010).
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Charakteristickym rysem enzym( GST je jejich vysoka indukovatelnost Sirokou skalou

stresovych faktor(i véetné abiotického stresu (Kumar a Trivedi 2018).

Konjugaéni reakce, pfi kterych dochazi k prenosu glykosylovych zbytkd
z nukleotidovych cukrd, jsou katalyzovany uridin-difosfat (UDP) glykosyltransferazami
(UGT). Nadrodina UGT ve vyssich rostlinach zahrnuje enzymy, které glykosyluji celou
Skalu akceptorovych molekul (aglykont), kterymi jsou kromé xenobiotik napfiklad
rostlinné hormony (Nishimura et al., 2010). Glykosylaci dochazi k regulaci mnohych
funkci aglykontl, UGT reguluji jejich biologickou aktivitu, rozpustnost a transportni

vlastnosti v rostlinné burice (Ross et al., 2001).

Xenobiotika s vhodnou hydroxylovou skupinou nebo aminoskupinou mohou podléhat
konjugacni reakci katalyzovanou sulfotransferazami (SULT). Pti téchto reakcich dochazi
k prenosu sulfonové skupiny pochazejici z donorového 3’-fosfoadenosin 5’-fosfosulfatu
(PAPS) na vhodny substrat. SULT maji v primarni strukture v aktivnim misté histidin a
jsou charakteristické vazebnymi misty PAPS. Urceni specifické funkce SULT ztézuje
Siroké spektrum substratl jak u Zivocichl, tak i rostlin (Hirschman et al., 2014;
Hirschman et al., 2017). Vznikajici sulfatové slouceniny pUsobi v rostlinach jako
hormony, dale hraji roli v obrané proti stresu a slouZi jako rezervoar siry (Klein a

Papenbrock 2004).

Néktera xenobiotika jsou konjugovdna s aminokyselinami, tyto reakce jsou v prvnim
kroku katalyzovany acyl-CoA-syntehtazou. V dalSim kroku je vznikly produkt
konjugovan s aminokyselinou, konkrétné s jejim aminem, tato reakce probiha za ucasti

N-acyltransferazy.

Methyla¢ni reakce jsou katalyzované rlznymi methyltransferazami a donorem
methylové skupiny je nejcastéji S-adenosylmethionin (SAM). Pfi téchto reakcich

dochazi ke konjugaci substratd s methylovou skupinou (Bdrtikova et al., 2015).

2.1.4.3 Faze lll.

U Illl. faze biotransformace, oznacené jako sekundarni konjugace, reaguji

konjugaty vzniklé v Il. fazi se slozkami bunécné stény, nejcastéji s ligniny nebo pektiny.
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Nasledné dochazi k uloZzeni do vakuol. Pfed tim, nez jsou konjugaty uloZeny do
bunécnych struktur, je nutny jejich transport pfes membranu vakuoly. U rostlin se
vyskytuje ATP-dependentni membrdnovy prenasec¢ (Komives a Gullner 2005; Chromad

etal, 2001).

ABC (ATP Binding Cassette) transportéry jsou nejvyznamnéjSimi transportnimi
proteiny u rostlin, zapojenymi do energeticky dependentniho pfenosu xenobiotik do
vakuoly. V rostlinach jsou ABC transportéry velkou nadrodinou transportnich protein(
délenych do nékolika rodin a podrodin. Nedavné studie popsaly 132 typl ABC
transportérQl s rozmanitou Skalou moznych substratl (Lefevre a Boutry 2018; Rea
2007). Hlavnim ukolem ABC transportérd v biotransformaci xenobiotik je transport
konjugatl vzniklych v Il. fazi biotransformace z cytosolu do prostoru vakuol (Klein et

al., 2006).

Kromé vyse zminénych ABC transportérd jsou v rostlinach pfitomny MATE (multidrug
and toxin extrusion protein) transportéry, patfici do skupiny detoxifikacnich proteina.
V rostlinach jsou tyto integralni membranové proteiny zapojeny do rtznych funkci,
které zahrnuji transport sekundarnich metabolitli, transport fytohormont a regulaci

vyvoje rostlin (Upadhyay et al., 2019).

2.1.4.4 Metabolismus albendazolu v rostlinach

Celkem bylo u rostlin detekovdno 37 metabolitl ABZ, ale jejich pocet se u
jednotlivych rostlinnych druh lisil. Oproti savclm byl u modelovych rostlin pozorovan
bohatéjsi biotransformacni proces anthelmintika ABZ, nebot kromé dvojstupriové
oxidace vedouci ke tvorbé ABZSO a sulfonu albendazolu byly detekovany metabolity

hydrolytickych, hydroxylaénich a glykosidacnich reakci (Stuchlikovd et al., 2020).

U zvonku okrouhlolistého (Campanula rotundifolia) ovlivnéného albendazolem byly
nalezeny metabolity I. i Il. faze biotransformace albendazolu. Jako metabolity druhé
faze byly detekovany predevsim konjugaty s glukdézou a také bylo nalezeno nékolik
metabolitd O-acetyl-glukosidace. Celkem bylo v této modelové rostliné stanoveno 24
metabolitd ABZ (Stuchlikovd et al., 2016). Studie probihajici na rdkosu obecném

(Phragmites australis) potvrdila schopnost této rostliny biotransformovat albendazol.
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Celkem bylo detekovano 10 metabolitli ABZ a byly nalezeny atypické metabolity II. faze
biotransformace (acetylglukosidy, xylosylglykosidy a glukosylglykosidy). U jitrocele
kopinatého (Plantago lanceol ata) bylo UHPLC/MS-MS analyzou detekovano 18
metabolitd ABZ (Podlipnd et al., 2013; Stuchlikova et al., 2017).

U vojtésky seté (Medicago sativa) bylo detekovano parentni xenobiotikum ABZ a také
anthelminticky aktivni albendazolsulfoxid, celkem bylo u vojtésky nalezeno 21

metabolitd ABZ (Stuchlikova et al., 2020).

2.1.5 Vliv anthelmintik na Zivotni prostredi

Do Zivotniho prostiedi vstupuje Sirokd Skdla veterinarnich pripravkd nejcasté;i
antibiotika, antiparazitika, antifungdlni a hormonalni |éfiva a mnohé dalSi. Tato
farmaka mohou ovliviiovat necilové organismy v piidé a vodé (Bdrtikova et al., 2016).
UZ v roce 1976 byl studovan vliv trusu s obsahem anthelmintik na necilovy organismus,

brouka Onthophagus gazela (Liebig et al., 2010).

O vstupu veterinarnich IéCiv do Zivotniho prostiredi rozhoduiji jejich fyzikalné chemické
vlastnosti, predevsim: rozpustnost, disociacni konstatnta a Henryho konstatnta (Kotyza
et al., 2009). O transportu mezi jednotliva, rozdilnd prostredi (voda/pada) rozhoduji
sorpcni vlastnosti |éCiv (Boxall 2004). Veterinarni pfipravky se do Zivotniho prostredi
dostdvaji priméjsi cestou nez humanni farmaka, kterd prochazi Cisticimi procesy. Hlavni
cesta kontaminace ekosystému veterinarnimi IéCivy je: pfimo vykaly zvifat, hnojenim
trusem lé¢enych zvifat a odplaveni z mista aplikovanych produktl (Boxall 2004, Kullik a

Belknap 2017).

V Zivotnim prostiedi se vyskytuji velmi malé koncentrace |éCiv, takZe riziko akutni
toxicity je minimalni. Expozice nizkymi ddvkami IéCiv a s tim spojend chronicka toxicita
vSak predstavuji pro ekosystém problém z hlediska vzniku rezistentnich druh( na
prislusné |é¢ivo a akumulaci latek v rostlinach, véetné plodin uréenych klidské
spotfebé (Boxall 2004, Jargensen a Halling-Sarensen, 2000). Pro studie zamérené na
eviromentalni riziko veterinarnich Iéciv je vhodné vyuzit citlivé metody, které umoini
stanoveni velmi nizkych koncentraci (mg/l az ng/l), napf. kapalinovd chromatografie

s hmotnostni detekci (Mooney et al., 2020; Wagil et al., 2015).
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2.1.5.1 Vliv veterindrnich pripravki na vodni ekosystém

LécCiva vyuzivand ve veterinadrni praxi se stavaji znepokojivymi kontaminanty
vodniho ekosystému, vétSina z nich se dostavad do vodniho prostredi z vykall zvirat
chovanych venku nebo aplikaci hnoje |éCenych zvifat na pole (Obr. 2). Naslednymi
mechanismy povrchového odtoku dochazi k proniknuti xenobiotik do podzemnich vod
a blizkych vodnich ploch (Mooney et al., 2021; Popova et al., 2013). Na ovlivnéni
vodnich tok( lécivy ma také vliv eroze pudy. Riziko kontaminace je nejvyssi pfi
Nezanedbatelny vliv na ekotoxicitu veterindrnich pripravkl maji také klimatické

podminky, predevsim intenzita srazek (Krogh et al., 2009).

Obrazek 2: Ovlivnéni vodniho ekosystému veterindrnimi pripravky, upraveno
Z Mooney et al., 2021.

| po biotransformaci veterinarnich farmak v organismu zvifete a degradaci v ptdé bylo
ve vodach feky sousedici se zemédélskymi poli detekovdno mnoistvi metabolitQ
anthelmintik, kokcidiostatik, antibiotik a jinych pfipravkl uZivanych pii lécbé
hospodarskych zvifat (Iglesias et al., 2012). Informaci o koncentraci anthelmintik ve
vodnim prostfedi neni mnoho. Zakladem pro posouzeni potenciondlnich rizik je
dikladné monitorovani téchto sloucenin vridznych kompartmentech vodniho

prostredi, jako je kromé vody také sediment a vzorky rybi tkané (Kumirska et al., 2016).

Studie zamérené na detekci veterinarnich pripravkd v fekdch, jezerech a podzemnich

vodach prokazaly pfitomnost vybranych farmak ve vodnim prostredi.
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Byla studovana toxicita kokcidiostatik a anthelmintik na vodni organismy a byla zjisténa

vyrazna toxicita na zooplankton (Mooney et al., 2020; Goessens et al., 2020).

Z konkrétnich zastupct anthelmintik byly pro riziko kontaminace vodniho prostredi
testovany ivermektin a benzimidazolové slouceniny fenbendazol a flubendazol.
Ivermerktin byl vyhodnocen jako vyznamny kontaminant pro vodni bezobratlé
Zivocichy konkrétné dafnie a vifniky. Fenbendazol a flubendazol a jejich metabolity byly
testovany pro toxicitu jak na vodni faunu (koryse) tak floru: okfehky (Lemna minor) a
zelené fasy (Scenedesmus vakuolatus). Byla zjiSténa potenciondlni ekotoxicita téchto
[éCiv a mezi testovanymi modely vykazoval nejvétsi citlivost na flubendazol a

fenbendazol korys Daphnia magna (Garric et al., 2007; Wagil et al., 2015).

Vzhledem ktomu, Ze zooplankton tvori zaklad potravinové pyramidy pro vodni
Zivocichy, dochazi pfi naruseni jeho reprodukce a rdstu k ovlivnéni celého vodniho

ekosystému (DelLorenzo et al., 2001).

2.1.5.2 Fytotoxicita veterindrnich pripravki

Kontaminaci pady a podzemni vody veterindrnimi pfipravky se zvysuje riziko
fytotoxicity. Na rozsifovani |éCiv do pldy ma vliv aplikace stabilizovanych Cistirenskych
kall. Zde hraji roli fyzikdlné chemické vlastnosti latek, muize dojit k situaci, kdy se léCivo
nebo jeho metabolit navaze na castice v pldé nebo se pripravky dostanou do dalSich
vrstev pudy diky vyuZivani zavlahové vody a klimatickym podminkam (Ternes et al.,

2007; Kotyza et al., 2009).

V pudé se vyskytujici |éCiva a jejich metabolity predstavuji rizikovy kontaminant pro
pudni vicedruhovy systém (SMS), obsahujci bezobratlé Zivocichy a mikroorganismy. Byl
popsan toxicky vliv ivermektinu na SMS (Jensen a Scott-Fordsmand 2012). Vstup
xenobiotik do rostlin probihd pres korfenovy systém a muzZe vyvolat indukci
biotransformacnich enzym( vedouci k vytvofeni metabolitli l1éCiv nasledné ulozenych

do bunéénych struktur rostliny (Mackovd a Macek 2005).

Studie probihajici in vitro prokazaly fytotoxicky vliv benzimidazolovych anthelmintik
flubendazolu a fenbendazolu na rostlinné regeneranty jitrocele kopinatého (P.

lanceolata) a husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana).
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Po ovlivnéni modelovych rostlin anthelmintiky doSlo k naruSeni metabolickych a

fyziologickych procesu rostlin (Syslovd et al., 2019; Stuchlikovd et al., 2018)

U ivermektinu (IVM), zastupce makrocyklickych lakton(, je vzhledem k jeho chemické
povaze predpoklad pro akumulaci v Zivotnim prostfedi a s tim spojenou toxicitu pro
necilové organismy. Pfi experimentech in vitro byla prokdzana fytotoxicita pro séju
(Glycine max), doslo kovlivnéni antioxida¢nich enzyml a metabolity IVM byly
detekovany v listech a kofenech (Navrdtilova et al., 2020). U husenicku rolniho (A.
thaliana) doslo biotransformaci IVM k naruSeni celé fyziologie modelové rostliny,
véetné dysregulace transkripce genQ (Syslova et al., 2019). Pfi studii na hoicici seté
(Sinapsis alba) byly modelové rostliny ovlivnény IVM a byla opét prokazana fytotoxicita
IVM. Doslo k inihibici rastu kofenli o 20 % i pri koncentraci 50 nM IVM, kterou lze

nalézt v Zivotnim prostredi (Vokrdl et al., 2019).

Albendazol vyuzity jako modelové anthlemintikum pro tuto praci, byl také sledovén
jako potencionalni kontaminant Zivotniho prostredi. Byly provedeny studie na nékolika
rostlinnych modelech uvedenych v kapitole 2.1.4.4. Rostliny byly schopny ABZ
biotransformovat a ABZ ovlivnil biotransforacni procesy rostlinnych regenerantl. U
horcice seté nebyl prokazan vliv ABZ na kliCivost semen. Nicméné ABZ podany ovci
domaci (Ovis aries) byl zastoupen v trusu, stejné jako jeho aktivni metabolit ABZSO,

v koncentracich, které mohou negativné ovlivnit pldni bezobratlé (Prchal et al., 2016).

Dostupné studie o fytotoxicité veterinarnich farmak jasné ukazuji, Ze neni vhodné
chovat dobytek na pastvinach, kde hrozi kontaminace Zivotného prostfedi z trusu
|éCenych zvifat a také je znacné rizikové pouZivat trus lécenych zvifat ke hnojeni

zemédélskych ploch (Beynon 2012).

2.2 Oxidacni stres

Rostliny Ziji v neustdle se ménicim vnéjSim prostiedi, které muze vytvéret
nepfriznivé nebo stresujici podminky pro vyvoj a rust rostlin. Mezi tyto nepfiznivé vlivy

prostredi patfi stresory, které jsou vysledkem biotického nebo abiotického stresu.
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Abioticky stres byva zplsoben toxickymi latkami ve vzduchu, vodé i plidé, Casto se
jednd o herbicidy, pesticidy, |éciva a jejich metabolity a také pritomnost tézkych kov(

(hlinik, kadmium aj.) (Mittler 2006; Gill a Tuteja 2010).

DalSimi abiotickymi stresory jsou klimatické podminky jako napfiklad sucho, teplo,

chlad, nedostatek zivin, prebytek soli (Mittler 2006; Gill a Tuteja 2010).

U stresu zplUsobeného suchem a soli jsou rozliSovany primdarni a sekundarni stresové
signaly. Primarnim signalem je hyperosmoticky stres zplsobeny suchem, ktery
vykazuje z divodu rozvratu iontl v burice toxické ucinky na buriku. Sekundarni Gcinky
stresu ze sucha a soli jsou komplexni a zahrnuji oxidac¢ni stres (Zhu 2016). Dilezitym
rysem stresu zplsobeného ze sucha je tvorba signal(, které zplsobi akumulaci kyseliny
absciové (ABA), coz vyvold u rostliny adaptivni odpovédi (Zhu 2002). Teplotni stres jak
chlad, tak teplo, mohou zpUsobit zménu v tekutosti fosfolipidovych membran
(Sangwan et al., 2002). Bioticky stres vznikd pfi napadeni rostliny patogeny (viry,
houbami, mikroby), poskozeni rostliny a také parazitismem a alelopatii (Atkinson a
Urwin 2012; Suzuki et al., 2014). Ve vnéjSim prostredi jsou rostliny ¢asto vystaveny

kombinaci biotického a abiotického stresu (Obr. 3).

ABIOTICKY STRES BIOTICKY STRES

teplo/chlad mikroby, houby, viry

TRANSKRIPCNI FAKTORY

¥

[ ODPOVED NA STRES

Tvorba ROS [Mprmlwﬂu'nmv]

Obrdzek 3: Abioticky a bioticky stres v rostlindch, pfeloZeno ze Suzuki et al., 2014.

23



Je zndmo, Ze zvysujici se teplota usnadnuje Sifeni patogenl (Bale et al., 2002;
Madgwick et al., 2011). Abiotické stresory oslabuji obranné mechanismy rostlin, coz

zvysuje jejich nachylnost k chorobam zplsobenym patogeny (Amtmann et al., 2008).

2.2.1 Vznik reaktivnich forem kysliku

Pro aerobni organismy je pfitomnost molekularniho kysliku nezbytna pro Zivot. Kyslik
vyskytujici se vatmosféfe pochdazi zfotosyntetickych reakci rostlin a druhi
kyanobakterii. Atmosfericky kyslik obsahuje v zakladnim stavu dva neparové elektrony,
je tedy biradikal, vykazujici pomérné malou reaktivitu (Dat et al., 2000; Piterkovd et al.,

2005).

Aktivace molekularniho kysliku a s tim spojeny vznik reaktivnich forem kysliku (ROS)
probihd enzymatickou cestou a neenzymatickou, tzv. jednoelektronovou redukci Oa.
Pro kazdou pocatecni reakci je nutnad energie a donor elektronu. Generovani ROS je

znazornéno na obrdzku 4 (Das a Roychoudhury 2014).
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Obrdzek 4: Generovdni ROS

ROS se vrostlinach tvofi za normalnich i stresovych podminek a mezi hlavni
producenty ROS v rostlinnych bunkach patfi chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy,
endoplazmatické retikulum a glyoxysomy. Tito producenti patfi mezi organely
s vysokou oxidacni a metabolickou aktivitou a jsou charakteristické intenzivni rychlosti

elektronového toku (Mittler 2002; Mittler et al., 2006; Chodhury et al., 2013).
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Vintraceluldrnich bunéénych kompartementech se na produkci ROS uéastni mnozstvi
enzymuU: xanthinoxiddaza, lipoxygendaza, cytochrom P450 reduktaza. V chloroplastech
dochazi ke tvorbé singletového kysliku excitaci chlorofylu a superoxidovy radikal je
tvoren v prabéhu fotosyntézy. U mitochondrii vznika superoxidovy radikal jako produkt
dychaciho tetézce (Mittler 2002; Mittler et al., 2006). Mimo tyto vnitrobunécéné
organely se na tvorbé ROS podili enzymaticky systém v bunécné sténé a plazmatické
membrané, predevSim peroxiddzy produkujici H,0, a NADPH oxiddzy redukujici

molekuldrni kyslik na superoxid radikal (Dat et al., 2000; Asada 2006).

Zastupci ROS a jejich chemicka struktura, jsou uvedeni v tabulce 2, vSichni tito zastupci
ROS vykazuji oproti molekularnimu kysliku vysokou toxicitu, vychazejici z reaktivity
ROS, kterda ma za nasledek oxidac¢ni poskozeni bunék (Asada 2006; Piterkovd et al.,

2005).

Tabulka 2: Zastupci ROS, upraveno z Piterkovd et al., 2005

Sloucenina ROS Znaceni Struktura
Singletovy kyslik 0, 0-0:
Superoxid radikal 0" [[j: (:]]-
Hydroxylovy radikal  OH- 0=H

Peroxid vodiku H.0; H- D — D —-H

Superoxidovy radikal je stfedné reaktivni zastupce ROS s kratkym polocasem rozpadu
(2-4 ps), sam nezplsobuje rozsahlé poskozeni, ale pfi reakci s peroxidem vodiku vytvaFi
hydroxylovy radikal. Tento proces tvorby toxictéjSiho zastupce ROS je znamy jako

Haber-Weissova reakce:
H,0;+ 0" 2> OH + OH + 0,

V bunkach lze nalézt také protonovanou formu superoxidového radikalu, hydroperoxyl
radikal. Tento je schopen diky hydrofobni povaze prochazet pres bunééné fosfolipidové

membrany (Halliwell 2006).
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Atypickou formou ROS je singletovy kyslik, ktery vznika reakci chlorofylu v tripletovém
stavu v anténnim systému s O, (Hatz et al., 2007). Singletovy kyslik maze zpUsobit
vainé poskozeni celého fotosyntetického aparatu a dalSich cilovych molekul v burice
jako jsou proteiny, nukleové kyseliny a lipidy (Wagner et al., 2004, Krieger-Liszkay et
al., 2008).

Stfedné reaktivnim ROS je peroxid vodiku (H20;). Vrostlindch ma dudlni povahu
v zavislosti na koncentraci. Pfi nizkych koncentracich plsobi jako regulacni signal pro
zakladni fyziologické procesy jako je fotorespirace a fotosyntéza, rlst a vyvoj

rostlinnych bunék a jejich senescence (Noctor et al., 2002; Tanou et al., 2009).

Diky delsimu polocasu rozpadu (1 ms) ve srovnani sostatnimi ROS muze H,0»
prochazet daleko od mista vzniku a pronikat membranami. Vysoké intracelularni
koncentrace H,0; oxidacné poskozuji thiolové a methioninové skupiny proteind,
inaktivuji enzymy Calvinova cyklu, zpUsobuje az 50% ztratu aktivity enzym0 jako je
fruktdéza-1,6-bisfosfataza a fosfofruktokinaza (Halliwell 2006; Bienert et al., 2007).
Funkéni enzymy Calvinova cyklu jsou daleZité pro pribéh fotosyntézy, a proto je velmi
dalezita rychla a efektivni eliminace H,0;, zabranujici poskozeni chloroplastu

peroxidem vodiku (Asada 1992).

NejtoxictéjSim zastupcem ROS je hydroxylovy radikal. Vznika bud Haber-Weissovou,
nebo Fentonovou reakci. Fentonova reakce, tzv. oxidacéni cyklus pfrechodnych kovd, je
CastéjSim producentem hydroxylového radikdalu a dochazi pfi ni k oxidaci kovu
s naslednym prechodem zpét na redukovanou formu, reakci se superoxidovym

radikalem.
H,0; + Fe?*/Cu* = Fe3*/Cu®** + OH + OH"
0™ + Fe3*/Cu?* = Fe?*/Cu* + O3

Vzhledem ktomu, Ze neexistuje systém, ktery by byl schopen hydroxylovy radikal
zachytit, jeho nadmérna akumulace zpUsobi bunécnou smrt (Pinto et al., 2003; Das a

Roychoudhury 2014).
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2.2.2 Vliv ROS na bunku

Predpoklada se, ze ROS hraji v biologii rostlin dvoji roli. Funguji v bunikach jako
signalni molekuly, ale jsou také toxickymi produkty aerobniho metabolismu. Nedavné
studie naznacuji, Ze bazdlni hladina ROS je nezbytnd pro zakladni biologické procesy,
jako je bunécénd proliferace a diferenciace (Mittler 2017). Pti nizkych koncentracich se
jako signalizacni molekula uplatiuje predevsim peroxid vodiku, pfi plsobeni
abiotickych nebo biotickych stresorl vytvari tzv. aklimatizacni toleranci na stres
(Mittler 2004). Rostliny pti interakci s patogenem vytvari ROS, predevsim superoxid
radikal a peroxid vodiku v apoplastu, které pak hraji Ustfedni roli v imunitni odpovédi

rostlin (Qi et al., 2017).

Pokud nastava naruseni rovnovahy mezi tvorbou a odstranénim ROS, dochazi k reakci
mezi ROS a biomolekulami. Hlavnim cilem reaktivnich forem kysliku jsou lipidy,
proteiny a DNA, pii poSkozeni dochazi ke zméné jejich fyziologickych vlastnosti. Je
zménéna tekutost bunécnych membran, porusen transport iontl, inhibuje se
enzymaticka aktivita a dochazi k zesitovani proteinG. Tyto negativni icinky mohou vést

k bunécné smrti (Sharma et al., 2012).

Peroxidace lipidi zhorSuje oxidacni stres prostfednictvim produkce radikal(
odvozenych od lipidd, které samy mohou poskozovat proteiny a DNA. Findlnim
produktem peroxidace nenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidech je
malondialdehyd (MDA), zodpovédny za poskozeni bunécné membrany (Han et al.,
2009; Tanou et al., 2009). Dva hlavni cile ROS v membranovych fosfolipidech jsou
dvojna vazba mezi atomy uhliku a esterovd vazba mezi glycerolem a mastnymi
kyselinami. Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) jako kyselina linolova a linolenov4,
jsou zvlast citlivé na reaktivni formy kysliku. Pfedevsim hydroxylovy radikal je
nebezpecny, nebot je schopen vyvolat sled reakci za vzniku lipidovych peroxylovych
radikald a hydroperoxid(l. Tyto reaktivni slou€eniny zvysuji tekutost membrany, coz
zpUsobi prestup latek, které jinak vstupuji do bunky specidlnimi kanaly. Lipidové
peroxidové radidly deaktivuji membranové receptory a taktéZz na membrané

lokalizované enzymatické systémy (Sharma a Dubey 2009).
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Primy kontakt proteinu s ROS vede ke vzniku oxidovaného proteinu, ktery je vyhodnym
substratem pro proteolytickou degradaci. Jednotlivé aminokyseliny se lisi v citlivosti na
ROS. Nejvice nachylné na reaktivni formy kysliku jsou aminokyseliny obsahujici
thiolovou skupinu nebo siru (cystein a methionin). Superoxidovy radikal je schopen
oddélit atom vodiku od cysteinového zbytku za vzniku thiolového radikalu, tyto reakce
vedou ke vzniku zesitovanych reakénich produkt(, které jsou schopné agregace (Mgller
a Kristensen 2004; Serrano et al., 2009). Modifikace proteinli byla popsdna u svétlem
namahanych rostlin, kde oxidacni zmény proteinli vyvolaly vedlejsi produkty

peroxidace lipidl (Yamauchi et al., 2017).

K oxidacnimu poskozeni DNA v disledku ROS dochazi na vice urovnich, které zahrnuji
oxidaci deoxyribézy, modifikaci nukleotidovych bazi a zesitovani DNA (Sharma et al.,

2012).

Oxidacni poskozeni cukernych zbytkd molekuly DNA vede ke tvorbé radikalu
deoxyribdzy, ktery zplsobi rozbiti retézce DNA. Hydroxylovy radikal zplsobuje
zesitovani DNA, nebo DNA a protein(, reakci s dvojnymi vazbami purinovych a
pyrimidinovych bazi. Pokud nedojde k opravé téchto modifikaci pred zahdjenim
bunécénych procesu jako je replikace nebo transkripce, nastava smrt rostlinné bunky.
Na oxidaci ROS jsou nachylnéjsi mitochondridlni a chloroplastovd DNA, kvuli
nedostatku ochrannych protein( a histon(, vyskytujici se u jaderné DNA (Sharma et al.,
2012). ZvySena degradace DNA byla pozorovana u rostlin vystavenych tézkym kovim a

zvySenému mnozstvi soli v Zivotnim prostredi (Liu et al., 2000; Meriga et al., 2004).

2.3 Antioxidacni systém rostlin

2.3.1 Antioxidacni enzymy

Enzymy zachycujici ROS jsou umistény v rlznych ¢astech rostlinné buriky.
Jednotlivé bunééné kompartmenty podilejici se na odstranéni ROS obsahuji vice
antioxidacnich enzymu, napfiklad v cytosolu se vyskytuji 3 enzymy (peroxidaza,
askorbdatperoxiddza a glutathionperoxidaza) odstranujici peroxid vodiku (Suzuki a

Mittler 2006).
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Rostlinny enzymaticky antioxidacni systém zahrnuje: kataldzu, superooxiddismutazu,
askorbatperoxidazu, monodehydroaskorbatreduktazu, dehydroaskorbatreduktazu,

glutathionperoxidazu, glutathionreduktazu a glutathion-S-transferazu.

2.3.1.1 Studované enzymy

ASKORBATPEROXIDAZA (APX)

Askorbatperoxidaza je ustfednim enzymem v askorbat-glutathionovém cyklu (AsA-
GSH). APX redukuje peroxid vodiku na vodu za ucasti kyseliny askorbové (AsA) jako
redukéniho Cinidla, donoru elektrond. Pri redukéni reakci dochazi jak k redukci H,0,,
tak k oxidaci AsA na monodehydroaskorbovou kyselinu. Rodina APX zahrnuje 5
izoforem, liSicich se jak uspofadanim aminokyselinového fetézce, tak lokalizaci
v bunce. Jsou zndmy cytosolickd, mitochondrialni, peroxisomdlni, chloroplastova a
thylakoidni izoforma APX. APX je povaZovana za jeden z nejvice distribuovanych
antioxidacni enzymu a izoformy APX maji mnohem vétsi afinitu k peroxidu vodiku nez
kataldza (CAT). Oproti CAT dokaze APX reagovat na velmi nizké koncentrace peroxidu

vodiku (Sharma et al., 2012; Day a Roychoudhury 2014).
KATALAZA (CAT)

Kataldza je tetramerni enzym obsahujici hem. Jednd se o velmi aktivni enzym a na
rozdil od jinych antioxida¢nich enzym( nepotfebuje pro svou funkci redukéni €¢inidla.
Vykazuje dudlni aktivitu: hydroperoxidazovou a peroxiddzovou. Pfi hydroperoxidazové
aktivité CAT vykazuje afinitu k peroxidu vodiku a zplsobuje dismutaci H,O; na vodu a
kyslik (Mittler 2002). Peroxidazova aktivita CAT umoznuje oxidaci riznych substrat(,

napf. etanolu, metanolu a formaldehydu (Mhamdi et al., 2010).

U krytosemennych rostlin byly identifikovany 3 izoformy CAT. CAT1 je obsaZena ve
fotosyntetickych tkanich, kde se podili na odstranéni H,O, vytvoreného v priibéhu
fotorespirace. CAT2 se produkuje ve vaskularnich tkanich, predevsim v listech a uéastni
se lignifikace bunééné stény. CAT3 je hojné obsazena v semenech a mladych rostlinach
a tato tfida katalaz se ucastni odstranéni peroxidu vodiku, produkovaného béhem
degradace mastnych kyselin v glyoxyldtovém cyklu v glyoxysomech (Ahmad et al.,

2010; Das a Roychoudhury 2014).
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GLUTATHIONPEROXIDAZA (GPX)

Glutathionperoxidaza je dualezitym enzymem, podilejicim se na ochrané bunécné
membrany zabranénim peroxidace lipidi obsazenych v membrané. GR redukuje
peroxid vodiku z organickych peroxid( a lipidovych peroxidl a jako redukéni Cinidlo
vyuziva glutathion. Pfi reakci vznikd z H,O0, voda a zarovenn dochazi k oxidaci
redukované formy GSH na oxidovanou formu GSSG. Podobné jako u Zivocichl i u
rostlin zastavd GPX funkci regulatoru signalnich drah a transkrip¢ni aktivity (Piterkovad

et al., 2005; Das a Roychoudhury 2014).
GLUTATHIONREDUKTAZA (GR)

Glutathionreduktdza je flavoproteionova oxidoredutaza, vyuZivajici NADPH jako
redukéni Cinidlo. GR je dllezity enzym AsA-GSH cyklu, katalyzuje tvorbu disulfidové
vazby v glutathiondisulfidu a tim udrZzuje spravny pomér redukované a oxidované
formy glutahionu (GSH/GSSG) vrostlinné burice. Vyskytuje se predevsim

v chloroplastech, ale také v mitochondriich a cytosolu (Das a Roychoudhury 2014).
GLUTATHION-S-TRANSFERAZA (GST)

Rostlinné gluthion-S-transferazy jsou multifunkéni enzymy, kdédované velkymi
genovymi rodinami. Charakteristickym rysem je vysoka indukovatelnost Sirokou skalou
stresovych podminek vcéetné biotického stresu. GST jsou specificky upregulovany
v pfipadé napadeni rostliny infekci (bakterialni, virovou i plisiovou). GST se uplatiiuje
predevsim v Il. fazi biotransformace, kde katalyzuje konjugacni reakci xenobiotik
s endogennim tripeptidem glutathionem. Glutathion-S-transferdza neni enzymem
prvni linie obrany proti ROS, jako SOD, CAT nebo APX, ale predstavuji tzv. druhou
obrannou linii, diky své schopnosti detoxikovat produkty plsobeni ROS. Vznikajici
produkty oxidaéniho poSkozeni jsou vazany na redukovany glutathion za ucasti GST a
jsou pak ddle zpracovany. Tato aktivita GST, Ucastnici se na antioxidaénim systému
rostlin se oznacuje jako peroxidazova, nejcastéjSimi substraty této reakce jsou epoxidy,

a hydroperoxidy (Dixon et al., 2009; Gullner et al., 2018).
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PEROXIDAZA (POX)

VSechny Zivé organismy maji peroxidazy, které katalyzuji oxidacni reakce s vyuzitim
peroxidu vodiku, jako akceptoru elektront. Vyssi rostliny obsahuji nejméné 4 typy
peroxidaz: glutathionperoxidazu, katalazu, askorbatperoxidazu a klasické sekrecéni
rostlinné peroxidazy (PRx). PRx jsou specifické oxidoredutdzy obsahujici ve své
molekule hem. Jedna se o enzymy s rlznou skalou funkci, jsou zapojeny do procesu

lignifikace, prodlouzeni bunék a zapojeni do obrany proti stresu.

V peroxidaénim cyklu PRx katalyzuje redukci peroxidu vodiku na vodu a zaroven
dochazi k oxidaci substratld. Pokud je oxidovanym substratem molekula, které je
schopna tvorit ROS jako napfiklad thiol nebo kyselina salicylovd, dochazi ke vzniku
superoxidového radikalu, vznika tedy zastupce ROS. PRx proto nemusi fungovat pouze
jako antioxidacni enzym, podilejici se na odstranéni ROS, ale také jako faktor pro

generovani ROS (Shigeto a Tsutsumi 2016).
SUPEROXIDDISMUTAZA (SOD)

Patfi do rodiny metaloenzym( a tvori prvni obrannou linii proti plsobeni ROS. SOD
katalyzuje dismutaci superoxidového radikalu na kyslik a peroxid vodiku, touto reakci
je zabranéno vzniku hydroxylového radikalu ze superoxidového radikalu v procesu
Haber-Weissovy reakce. Vzhledem k tomu, Ze fosfolipidovd membrana neni propustna
pro superoxidovy radikdl, je nutna pfitomnost SOD ve vSech mistech burky, kde
dochazi k produkci Oy" (Fukai a Ushio-Fukai 2011; Das a Roychoudhury 2014). Podle
kovovych kofaktor( pfitomnych v aktivhim misté je SOD délena na nékolik izoforem,
v rostlinnych bunkach jsou to predevsim: Mn-SOD (v mitochondriich), Fe-SOD
(v chloroplastech) a Cu/Zn-SOD (v cytosolu, chloroplastech a peroxisomech) (Mittler
2002). Aktivita SOD je regulovana abiotickymi stresovymi podminkami. Byla prokazana
zvySend aktivita SOD pti zvySeném mnozstvi soli u modelovych rostlin (kukufice a
hrachu) a také byla silné indukovana pfi kombinaci sucha a zvySenych svételnych

podminek (Ahmad et al., 2008; Tuna et al., 2008).
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2.3.2 Neenzymové antioxidanty

Obrany pred plsobenim ROS na bunku se ucastni kromé vySe zminénych
antioxida¢nich enzym( také neenzymaticky antioxidacni systém. V rostlindch
neenzymatické antioxidanty predstavuji nizkomolekularni slouceniny jako je kyselina
askorbovd, tokoferol, karotenoidy, glutathion a fenolové slouceniny. Mechanismus
uCinku téchto molekul je zalozen na modifikaci bunéénych metabolickych funkci,
zamérenych na interakci s polynenasycenymi acylovymi skupinami lipidG a stabilizaci
membran. Neenzymatické antioxidanty vykazuji synergickou funkci s dalSimi
antioxidanty, véetné enzymatickych, napriklad v AsA-GSH cyklu (Ahmad et al., 2010;
Pinto-Marijuan a Munne-Bosch 2014).

Z neenzymatickych antioxidant( je kyselina askorbova (AsA) nejhojnéjsim hydrofilnim
antioxidantem, lokalizovand je predevsim v listech a asi 30-40 % AsA je obsaZeno
v chloroplastech. AsA vychytava ROS, predevsim peroxid vodiku, ktery je substratem
pro akoskorbatperoxiddzu, coz vede kvytvoreni oxidované formy AsA
dehydroaskorbatu (Pinto-Marijuan a Munne-Bosch 2014). Hlavni funkci tokoferoll je
inhibice peroxidace lipidl v tylakoidnich membréanach, pfi reakci tokoferolu a ROS
dochazi ke vzniku tokoferoxylovych radikald. Pro regeneraci téchto radikalovych
sloucenin zpét na tokoferol spolu kooperuji askorbat a redukovana forma glutathionu a
tim se také ucastni inhibice oxidacniho poskozeni bunéénych membran (Asada et al.,

2006, Piterkova et al., 2005).

2.3.2.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou syntetizovany v rostlinach, fasach, bakteriich a nékterych kvasinkach.
Hraji klicovou roli ve fotosyntéze, fotoochrané a produkci fytohormoni (kyselina
absciova a strigolakton) v rostlinnych bunkdach (Sathasivam et al., 2020). Karotenoidy
se déli na dvé skupiny: karoteny (a-karoten, B-karoten) a xantofyly (lutein, zeaxanthin,

astaxanthin, fucoxanthin, peridin).

Jejich funkce v antioxidaéni obrané proti ROS spociva v efektivnim zhaseni
excitovaného stavu chlorofylu v tripletovém stavu, ¢&imZz je zamezeno tvorbé

singletového kysliku (Piterkova et al., 2005; Maoka 2019).
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Chlorofyl ve fotosyntéze plsobi v singletnim stavu excitace (!Chl), vtomto stavu ma
kratkou Zivotnost, po pfechodu do tripletniho stavu (3Chl) se délka jeho pUsobeni
prodluZuje. 3Chl- po sradZce s molekuldrnim kyslikem pfechdzi do zakladniho stavu a
kyslik do reaktivniho stavu, singletového kysliku. Karotenoidy jsou schopny prejimat
excitaci od chlorofylu v tripletnim stavu a vznikajici excitované karotenoidy v tripletnim
stavu nereaguji s molekulami kysliku, nedochazi tedy ke vzniku ROS. Tripletni stav
karotenoid( je redukovan na zdkladni stav uvolnénim tepla. Karotenoidy jsou tedy

schopny velmi rychle odstranit singletovy kyslik (Piterkovd et al., 2005; Maoka 2019).

Neddvné studie ukazaly, Ze se karotenoidy mohou podilet nejen na odstranéni
singletového kysliku, ale také superoxidového radikdlu a hydroxylového radikalu

tvorbou epoxidu nebo edoperoxidu (Maoka 2019).

Karotenoidy jsou spolu s chlorofyly zdkladnimi pigmenty fotosyntetickych tkani rostlin.
Chlorofyly jsou zdakladni fotoreceptory, uUcastnici se procesu fotosyntézy a ve své
molekule obsahuji porfyrinovy kruh s kationtem Mg?* a uhlovodikovy Pétézec. U
zelenych rostlin se vyskytuje predevsim chlorofyl A, ktery je pro fotosyntézu vice
vyznamny neZ chlorofyl B, ¢emuz odpovida i pomér v jakém se v rostlinach vyskytuiji,

tedy 3:1 (chl A:chl B) (Spuldk et al., 2011).

2.3.2.2 Vyznam stanoveni koncentrace chlorofyli a karotenoidii

Kvantifikace fotosyntetickych pigment( zapojenych do absorbce svétla je vhodny
marker informujici o skutecné funkcni kapacité fotosyntetickych apardtl. Jak
karotenoidy, tak chlorofyly se podili na absorbci zareni pro fotosyntézu a karotenoidy
navic zastavaji funkci antioxidacni. Zmény v jejich koncentracich nastavaji po vystaveni
rostliny abiotickému stresu. Plisobenim nepfiznivych klimatickych podminek jako je
sucho, zvysena salinita prostiedi a dalsi, dochazi ke sniZeni koncentrace karotenoidd a
chlorofylll. Pfi zatézi rostlin xenobiotiky a toxickymi latkami je v didsledku mobilizace
antioxidacniho systému pred vznikem ROS zvySeny obsah fotosyntetickych pigmentu.
Koncentrace svétlosbérnych pigmentu je tedy vhodnym ukazatelem pro sledovani vlivu
vice abiotickych strest plsobicich na rostliny béhem rlstu (Pinto-Marijuan a Munne-

Bosch 2014).
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2.4 Vojtéska seta (Medicago sativa)

Vojtéska setd (Medicago sativa) byla zvolena jako modelova rostlina pro tuto praci.
Jednd se o viceletou picninu plvodné pochazejici z Malé Asie, pattici do celedi

bobovitych (Fabaceae), rodu tolice (Medicago) (Deyl a Hisek 2001).

Obrazek 5: Vojtéska setd (Medicago sativa)
Autor: lvar Leider
Vojtéska dorlsta délky 30-90 cm, lodyha je bohaté vétvena s trojéetnymi listy. Jedna se
o rostlinu hmyzosnubnou, dlouze kvetouci. Kvétenstvi tvofi kulovity hrozen (itajici
pramérné 15 kvétu fialové barvy (Obr. 5). Semena maiji typicky ledvinovity tvar (Velich
1991; Graman 1991). Rostliny vojtésky seté jsou pomérné naroc¢né na padni podminky,

na klimatické podminky naopak vykazuji adaptabilitu (Velich 1991).

2.4.1 Obsahové latky

Vojtéska setd obsahuje mnozstvi bioaktivnich komponent, predevsim: Skrob, bilkoviny
a sacharidy. DalSi obsahové latky vojtésky jsou uvedeny v tabulce 3 (Bora a Sharma

2011; Caunii et al., 2012).
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Tabulka 3: Obsahové Idatky vojtésky seté, preloZeno a upraveno z Bora a Sharma
2011; Caunii et al., 2012

Alkaloidy asparagin, trigonelin, stachydrin

Aminokyseliny | lysin, arginin, histidin, tyrosin, methyonin, asparagin, serin, alanin

Kumariny myrsellinol, scopoletin, esculetin

Enzymy izoflavonové reduktdzy, iminopeptidazy, aminopeptidazy
Flavonoidy guercetin, myricetin, luteolin, apigenin, chrysoeriol, tricin,
Fenoly kyselina kumarova, hydroxybenzoova kyselina vanilovd, kyselina

ferulova, kyselina salicylova, kys. sinapova

Fytoestrogeny | kumestrol, genisttein, formometin, diadzein, biokanin A

Vitaminy A, D EK,C

Mineraly vapnik, hofcik, Zelezo, zinek, fosfor, draslik

2.4.2 Vyuziti vojtésky v zemeédélstvi

Pro velké mnoistvi bilkovin, vitaminG a mineralnich latek je vojtéska setd vyuzivana
jako objemové krmivo dobytka. Rostliny vojtésky lze vyuzit jako Cerstvé tzv. zelené
krmeni, jako surovinu pro suseni sena, nebo jako slozku granulovaného krmiva (Bohdc¢

etal., 1990).

Vojtéska je diky nizké pufracni kapacité a nizké koncentraci ve vodé rozpustnych
sacharidl téZce sildZzovatelnad. Bylo ale zjisténo, Ze pouzitim mikrobidlnich [atek,
konkrétné bakterii mlééného kvaseni Ize docilit dobré fermentace a tim spustit proces
silaZze u vojtésky (Agarussi et al., 2019; Li et al., 2020). Vyuziti vojtésky seté v silazich se
ukazalo jako vyhodnéjsi oproti kukuficnym sildzim, které jsou ¢asto zdrojem aciddzy

dobytka (Thomson et al., 2018).

Vojtéska seta patfi mezi nejvice vysazované picniny na svété, predevSim pro své
obsahové latky a také adaptabilitu na rGzné prostfedi (Fernandez et al., 2019).
V posledni dobé bylo navrzeno nékolik postupli genového inZenyrstvi ke zkvalitnéni a

zvyseni vynosu této plodiny (Lei et al., 2017; Lorenzo et al., 2020).
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2.4.3 Vyuziti vojtésky v mediciné

Listy, semena i klicky vojtésky seté maji vyuziti i v humanni mediciné, poskytuji
vyznamné mnozstvi antioxidantd pfispivajici k posileni imunity. Antioxidacni vlastnosti
vojtésky seté vychazeji z vysokého obsahu flavonoidl a polyfenolt (Bora a Sharma

2011).

In vitro vyzkum extraktu vojtésky seté prokazal antioxidacni vlastnosti a tim ucinnost
Medicago sativa v 1écbé chorob, na jejichz vznik maiji vliv volné radikdly (Rana et al.,
vojtésky seté (Seddighfar et al., 2020). Dalsi studie se zabyvala terapeutickym
potencidlem M. sativa v 1é¢bé cerebrovaskularnich onemocnéni, i vtomto pripadé byly

potvrzeny antioxidaéni ucinky vojtésky (Bora a Sharma 2011).
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3. CiLE PRACE

Cilem prace bylo zjistit, zda albendazol uvolnény ztrusu ovci do Zivotniho

prostfedi mize mit vliv na antioxidaéni systém vojtésky seté (Medicago sativa).

Pro dosazeni zakladniho cile bylo potfeba splnit tyto dilci cile:

1)

2)

3)

4)

5)

Zpracovat rostlinny materidl vojtésky péstované v roce 2019 a v roce 2020 na

subcelularni frakce

Stanovit koncentraci bilkovin v kontrolnich vzorcich a ve vzorcich ovlivnénych

ABZ.

Stanovit specifickou aktivitu vybranych antioxidacnich enzym( (APX, CAT, GPX,
GR, GST, POX, SOD) u kontrolnich i ovlivnénych vzorka.

Zmérit koncentraci chlorofyld a karotenoidl v listech rostlin kontrolnich i

ovlivnénych.

Ziskand data statisticky zpracovat, zjistit, zda doslo k ovlivnéni antioxida¢niho
systému vojtésky seté albendazolem a porovnat vysledky u rostlin péstovanych

v rliznych letech.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pomlicky, pristroje, chemikadlie

4.1.1 Pomucky

e Nlzky, pinzeta, tfeci misky, tloucek, navazovaci lodicky, Izicky, michadla,
kadinky, zkumavky (Eppendorf).

e Automatické pipety (Eppendorf), multikanalové pipety (Eppendorf), Spicky na
pipety.

e Mikrotitracni desti¢ky s plochym dnem (GREINER), s vypouklym dnem (GAMA),
UV mikrotitracni desticky.

e Keramické homogenizacni kulicky, zkumavky Falcon, optické kyvety.

4.1.2 Pristroje

Analytické vahy — Scaltec

Centrifuga — Biofuge Stratos Heraeus
Centrifuga — Eppendorf (5810R)
Homogenizator — MP Biomedicals (The Fast Prep 2456)
pH metr — WTW InolLab
Spektrofotometr — CECIL (CE 1010)
Spektrofotometr — TECAN Infinite M200
Spektrofotometr — TECAN Spark
Thermomixer — Eppendorf comfort
Trepacka — Heidolph Multi Reax
Trepacka — Minishaker (MS2)

Ultrazvukovy homogenizator — Bandelin Sonopuls (HD 2070)

4.1.3 Chemikalie

1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) Penta
30% H20; Penta
100% methanol Sigma
Albendazol (ABZ) Sigma Aldrich
Anilin Sigma
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Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) Sigma Aldrich

Dithiothreitol (DTT) Fluka

Glutathion (GSH) Kochlight Laboratories
Glutathion disulfid (GSSG) Sigma Aldrich
Glutathionreduktdza (GR) Sigma

Guajakol Sigma

Hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma Aldrich

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) Sigma Aldrich
Molybdenan amonny Lachema
Polyvinylpyrolidon (PVP) Sigma Aldrich
Pyrokatechol Lachema

Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) Sigma Aldrich
t-butyl-hydroperoxid Sigma Aldrich
TRIS-(hydroxymethyl)-aminomethan/HCI Penta

4.1.4 Biologické vzorky

Jako biologicky material slouzila vojtéska vypéstovana na poli hnojeném trusem ovci
|é¢enych ABZ i ovci nelécenych (kontrolni vzorky). Experimentalni ¢ast byla provedena
na subcelularnich frakcich pfipravenych z vojtésky. U nékterych mérenych enzymi
nebyla detekovana Zadna aktivita. Pro kontrolu sprdavnosti metody byly pouZity

subcelularni frakce jaterniho homogenatu potkana.

4.1.5 Programy

iTecan control
Microsoft Excel — grafické zpracovani

Statistické vyhodnoceni - GraphPad Prism 9.0.2., neparovy t — test s Welchovou

korekci, 2 hladiny statistické vyznamnosti (p = 0,05; p = 0,01).
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4.2 Metodika pripravy rostlinného materidlu

4.2.1 In vivo péstovani rostlin

Rostliny vojtésky seté byly péstovany na poli v pfirozenych podminkach.
Experiment probihal v zemédeélském druzstvu v Bysti. Prvni varka rostlin byla ovlivnéna
na konci unora (27. 2. 2019), hned jak po zimé zacaly rostliny rasit. K centralnim
rostlinam byl aplikovan trus ovci lé¢enych ABZ (ve dvou rdznych mnozZstvich, 35 g trusu

nebo 105 g trusu) nebo ovci nelééenych (35 g trusu, kontrolni vzorky) (Obr. 6).

Obradzek 6: Aplikace trusu k centrdlni rostliné

Sbér rostlin probéhl v kvétnu 2019. Z této varky vznikly 3 skupiny vzork( rostlin, a to
vzorek kontrolni (KON), vzorek 35g ABZ a vzorek 105g ABZ. Experiment byl opakovan u
druhé varky rostlin o rok pozdéji. Aplikace trusu probéhla na zacatku brezna 2020 (2. 3.
2020) a rostliny byly sklizeny v kvétnu 2020. Z této varky rostlin byly odebrany 2
skupiny vzorkd, a to KON a 105g ABZ.

4.2.2 Klimatické podminky

Pro zjisténi pfipadnych meziro¢nich rozdilG v klimatickych podminkach pro rist
rostlin, byly retrospektivné sledovany 3 klimatické parametry: srazky, teplota vzduchu

a trvani slunecniho svitu (Tab. 4).
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Tabulka 4: Klimatické podminky v letech 2019 a 2020

bfezen duben kvéten pramér
srazky (mm) 2019 37,6 35,3 103,1 58,7
srazky (mm) 2020 29,6 15,4 45,9 30,3
teplota (°C) 2019 7,0 11,1 12,1 10,1
teplota (°C) 2020 5,2 10,8 12,2 9,4
slunecni svit (h) 2019 140,0 241,4 188,9 190,1
slunecni svit (h) 2020 182,9 309,0 227,5 239,8

Z tabulky 4 obsahujici data z CCHMU (Cesky hydrometeorologicky Ustav), je patrné, ze
teplota vzduchu byla v letech 2019 i 2020 ve sledovaném obdobi témér stejna. U
ostatnich dvou parametru jsou patrné rozdily. Avsak z uvedenych primérnych hodnot
téchto parametrl, lze konstatovat, Zze obé varky rostlin mély podobné klimatické

podminky.

4.2.3 Metodika sbéru trusu

Pro hnojeni rostlin bylo vyuzito trusu ovce domaci (Ovis aries). Smésny vzorek
trusu pochazel od 10 samcl ovci, které byly samostatné ustajeny. Albendazol byl
zviratim podavan v davce 10 mg ABZ/kg Zivé hmotnosti. Trus byl sbirdan po dobu 24
hodin. Z celkového mnoiZstvi trusu byl metodou kvartace vytvofen reprezentativni

vzorek o vaze 1500 g.

4.2.4 Aplikace trusu k rostlinam a vzorkovani

Hnojeni pole se dle Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby doporucuje v jarnich
mésicich (Klir et al., 2018). Obé varky vojtésky byly dle tohoto doporuceni hnojeny na
konci Unora/zacatku brezna. Byly vytvoreny 3 skupiny rostlin, trus byl aplikovan kolem
centrdlni rostliny (Obr. 7). Kontrolni skupina rostlin (KON) byla hnojena 35 g trusu od
ovci, kterym nebyl podan albendazol. Ke druhé skupiné rostlin (35g ABZ) bylo
aplikovdno 35 g trusu, kde bylo predchozi kvantitativni analyzou zjisténo mnozZstvi

albendazolu 14 pg.
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Treti skupina rostlin (105g ABZ) byla hnojena 105 g trusu, kde byl albendazol
v mnoizstvi 42 ug. Vzorkovani rostlin probihalo pred prvni seci rostlin. Rostliny byly
odebrdany celé, aby bylo dosazeno simulace seceni, byly ustfizeny 3 cm od zemé. Dale
byly uloZzeny na suchy led, pfevezeny na Katedru biochemickych véd FaF UK, kde byly

uchovény v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C pro dalsi zpracovani.

ENVIROMENTALNi CAST PARAZITOLOGICKA CAST

8 8

? rostliny vojtésky seté (Medicago sativa)

O ovdi trus, hmotnost 35g, ABZ 0 ug, (KON)
. ovdi trus, hmotnost 35g, ABZ 14 ug, (35g ABZ)

. ov¢i trus, hmotnost 105g, ABZ 42 ng,(105g ABZ)

Obrazek 7: Experiment v redlnych podminkdch.
4.3 Priprava subcelularnich frakci

4.3.1 Extrak¢ni roztok
Pro pfipravu 50 mM Na-fosfatového pufru (pH 7,0) bylo vyuZito téchto roztok:

e 50 mM NaH;PO4, pro jeho pfipravu bylo navazeno 1,95 g NaH;P0O4-2 H,O a

rozmichano v 250 ml redestilované vody.

e 50 mM Na;HPOs, bylo navazeno 8,95 g Na;HPO4-12 H,0 a rozpusténo v 500 ml

redestilované vody.

Oba roztoky byly smichany na pozadované pH 7, pfi kontrole na pH metru. Pro
pfipravu extrakéniho roztoku bylo pouzito 200 ml 50 mM fosfatového pufru pH 7. Toto
mnozstvi bylo pfed izolaci subceluldrnich frakci obohaceno: 2 g PVP, 6 mg EDTA a 77

mg DTT.
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4.3.2 Subcelularni frakce

Pro ptipravu subceluldrnich frakci byly vyuzity listy vojtésky seté. Listy byly
homogenizovany tlou¢kem na suchém ledu v tfeci misce. Rostlinny material byl po
rozemleti zvaZen na analytickych vahach, prfeveden do kyvet a zalit pracovnim pufrem
v poméru 1:3. Pred centrifugaci byly vzorky dale homogenizovany v chladicim boxu
pomoci ultrazvukového homogenizatoru Sonopuls po dobu 20 vtetin ve dvou cyklech.
Pro centrifugaci byla vyuzita centrifuga Eppendorf, vzorky byly stdceny 30 min pfi
20 000 g, centrifuga byla chlazena na 4°C. Po stoceni byly kyvety se vzorky preneseny

do chladiciho boxu k dalSimu zpracovani (Obr. 8).

N W'Y
S

Obrazek 8: Priprava subceluldrnich frakci v chladicim boxu

Supernatant z kyvet byl slit do kadinek a za stalého michani na michaéce byl
rozpipetovan do jednotlivych zkumavek. Kazda zkumavka obsahovala asi 0,5 ml
subcelularni frakce, coz je 20000 g supernatant. Takto pfipravené vzorky byly
zmrazeny ve freezeru na -80 °C a byly pouzity pro stanoveni aktivity antioxidacnich

enzym( a koncentrace bilkovin.
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4.4 Stanoveni koncentrace bilkovin

Ke stanoveni koncentrace proteinli ve vzorcich bylo vyuZito metody dle
Bradfordové. Tato metoda je zaloZena na interakci proteini s Coomasie Brilliant Blue
G-250 (CBBG) v kyselém prostfedi. Tim dochazi k posunu absorpéniho maxima ze 465
nm na 595 nm. Po reakci ¢inidla CBBG s proteinem se pavodni hnédé zbarveni roztoku
méni na modré (Amax = 595 nm). Vysledna intenzita zabarveni je pfimo Umérna

koncentraci bilkoviny ve vzorku (Jones et al., 1989).

Byla sestavena kalibracni kfivka, kde byl jako standard pouzit roztok hovéziho sérového
albuminu (BSA) o koncentraci 2 mg/ml. Osmibodova kalibracni kfivka méla koncentraci
standard(l vrozmezi 0 ug/ml — 1400 pg/ml. Do mikrotitracni GAMA desticky bylo
napipetovano 5 pl vzorku, nasledné bylo multikandlovou pipetou pfidano 200 pl
barevného roztoku CBBG. Jako slepy vzorek byl pouzit fosfatovy pufr. Po 30 minutové
inkubaci pfi 25°C v Thermomixeru Eppendorf, byla zméfena absorbance na

spektrofotometru Tecan.

4.5 Stanoveni aktivity studovanych enzymi

Méreni aktivity enzym( bylo provedeno vidy ve 3 na sobé nezavislych
experimentech, jak u rostlin z roku 2019 (KON, 35g ABZ, 105g ABZ), tak u vzork( 2020
(KON, 105g ABZ). Vjednotlivych experimentech bylo mérfeno vidy 8 paralelnich
stanoveni od kaZdého vzorku. Namérené hodnoty byly poté pro kaidou varku

pramérovany a statisticky zpracovany.

4.5.1 Stanoveni aktivity askorbatperoxidazy

Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém méreni poklesu absorbance, ke
kterému dochazi pfi reakci kyseliny askorbové s peroxidem vodiku. V této reakci vznika
z kyseliny askorbové kyselina dehydroaskorbova. Rozdil absorbance je pocitan z oblasti

linearniho poklesu (Nakano a Asada 1987; Vanacker et al. 1998).
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Postup pfipravy jednotlivych pouzitych roztoku:

e 50 mM K-fosfatovy pufr, bylo navazeno 4,35 g K;HPO4 a rozpusténo v 500 ml
redestilované vody. Bylo navazeno 1,7 g KH,POa4 a rozpusténo ve 250 ml H,0.

Oba roztoky byly smichdny na pozadované pH 7,0 pfi kontrole na pH metru.
e 6 mM roztok askorbatu, v 9 ml H,0 bylo rozpusténo 10 mg askorbatu.

e 2 mM H,0;, do 9 ml redestilované vody byl napipetovdan 1 ml 50 mM pufru a 2
pl 30% H20,.

Méreni absorbance probihalo v UV transparentni mikrotitracni desti¢ce, do které bylo
napipetovano ndsledujici mnoZstvi roztok(: 144 ul 50 mM K-fosfatového pufru, 18 ul 6
mM roztoku askorbatu, 18 ul 2 mM roztoku peroxidu vodiku a 20 pl biologické frakce.
Vsechny objemy kromé biologické frakce byly pipetovany multikanalovou pipetou.
Vzorky biologické frakce byly pipetovany do jamek jednotlivé automatickou pipetou.

Na pftistroji Tecan byl méren pokles absorbance pfi vinové délce 290 nm.

Pro vypocet aktivity askorbatperoxidazy by vyuzit vzorec:

(AA,, —AAy) X V;
ExIxV,

aktivita (U) =

€= molarni extinkéni koeficient (2,8 mM=t.cm™)
| = vySka jamky
Vi = objem reakéni smési

Vs = objem biologické frakce

4.5.2 Stanoveni aktivity katalazy

4.5.2.1 Metoda s molybdenanem amonnym

Principem metody je reakce molybdenanu amonného s H,O;, pfi které vznika
komplex Zluté barvy. Intenzita absorbance barevného komplexu se méfi pfi 405 nm.
Katalaza méni peroxid vodiku na vodu, ¢imZ dojde k poklesu koncentrace peroxidu

vodiku, ktery reaguje s molybdenanem a dochazi k poklesu absorbance (Gdth, 1991).
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Pro stanoveni bylo vyuZito téchto roztoki:

e 32,4 Mm molybdenan amonny, bylo navazeno 0,8 g molybdenanu amonného a

toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 20 ml redestilované H,0

e 60 mM Na/K-fosfatovy pufr (pH 7,4), bylo navazeno 10,47 g Na;HPO4-12H,0 a
4,08 g KH2PO4, obé navazky pak byly rozpustény v 500 ml vody. Pomoci pH

metru byly oba roztoky smichany na vysledné pH roztoku 7,4.

e 6,5 mM H;02: 14,47 pl 30% peroxidu vodiku bylo napipetovano do 20 ml 60
mM Na/K pufru.

Tabulka 5: Metodika stanoveni CAT na mikrotitraéni desticce GAMA

vzorek blank 1 blank 2 blank 3
1 100 ul H20, 100 pl H,0, 100 pl H20, 100 pl H,0;
2 20 pl subcel.fr. 100 pl molyb. 20 pl pufr 20 pl pufr
3 Inkubace 1 min p¥i 25°C v thermomixéru
4 100 ul molyb. 100 pl molyb. 100 pl molyb.
5 1 minutu nechat stat
6 20 pl subcel.fr.
7 Méreni absorbance pfi 405 nm na pfistroji Tecan

V tabulce 5 je uvedeno sloZeni jednotlivych slepych vzorkd (blank 1 — 3) a vzorkd. U
blanku 1 bylo potfeba napipetovat frakci vzorku co nejrychleji a eliminovat tvorbu

bublinek. Pro vypocet aktivity katalazy byl vyuzit tento vzorec:

(AAp, —AALS) w 325

aktivita [:Uj = (LA, —AAL)

Api1- absorbance blanku 1
Abi2- absorbance blanku 2
Apiz- aborbance blanku 3

Avz- absorbance vzorku
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4.5.2.2 Metoda s H,0,

Plasobenim kataldazy na peroxid vodiku dochazi k rozkladu H,0, na vodu. Tato

reakce je sledovdna jako pokles absorbance pfi 240 nm (Werma et al., 2003).

Do 1 jamky v UV desti¢ce Eppendorf bylo napipetovano:
e 250 pl 100 mM KH,PO4 pufru (pH=7,0)
e 40 ul 200 mM H,0; — bylo smichano 230 pl 30% H,02 a 10 ml KH,PO4 pufru
e 5 ul biologické frakce

Byla mérena absorbance na pfistroji Tecan pfi 240 nm. Pro vypocet aktivity byl pouzit

moldarni extinkéni koeficient peroxidu vodiku (€n202 = 0,036 mMcm™).

4.5.3 Stanoveni aktivity glutathionperoxidazy

Metoda je zaloZzend na reakci, kterou katalyzuje glutathionperoxidaza (GPx) a
dochazi k oxidaci glutathionu (GSH) na GSSG. GSSG je redukovan glutathionreduktazou
(GR), ktera zajistuje konstantni hladinu GSH. Reakce je doprovazena oxidaci NADPH,
coz se projevi jako pokles absorbance, kterd je mérena fotometricky pfi 340 nm.

(Flohé, 1984; Handy et al., 2009)

Pro stanoveni aktivity GPX byly vyuZity tyto roztoky:
e 0,1 M K-fosfatovy pufr
e 20 mM EDTA, ve 4 ml K-fosfatového pufru bylo rozmichdano 29,76 mg EDTA.
e Roztok GR vznikl smichdnim 132 pl a 5,88 ml K-fosfatového pufru.
e Roztok GSH vznikl smichanim 30,7 mg a 10 ml K-fosfatového pufru.
e 4 mM NADPH, v 4 ml redestilované vody bylo rozmichano 12,64 mg NADPH.
e Bylo smichano 10 ml pufru a 34,3 ul 70% t-butylhydroperoxidu.

Do mikrotitracni desticky GAMA bylo napipetovano 50 ul biologické frakce a
multikanalovou pipetou pridano 130 pl mastermixu. Pro pfipravu mastermixu bylo

smichano: 10,8 ml pufru, 1,2 ml EDTA, 1,2 ml GR a 2,4 ml GSH.
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Desticka byla preinkubovdna v Thermomixeru Eppendorf 10 minut pfi 25 °C. Do
destic¢ky bylo napipetovano 10 pl NADPH a na pfistroji Tecan byla 5 minut sledovana
spotfeba NADPH nezavislda na hydroperoxidu (slepy vzorek). Poté byla reakce
nastartovana pridanim 10 pl t-butylhydroperoxidu a znovu byla mérena absorbance pfi

340 nm po dobu 5 minut.

Pro vypocet aktivity byl vyuzit vzorec:

(AA,, — AA) X 2 XV,

aktivita (U) = PEVERVET:

€= moldrni extinkéni koeficient NADPH (6,22 mM™.cm™)
AA \;,—zména absorbance vzorku

AA ,—zména absorbance blanku

| - vyska reakéni smési v jamce

Vi - objem reakéni smési

Vs - objem biologické frakce

2 -vyplyva ze stechiometrie, 2 pumol GSH jsou produkovany 1 umolem NADPH

4.5.4 Stanoveni aktivity glutathionreduktazy

Metoda je zaloZena na reakci, pfi které se méni oxidovany glutathion (GSSG) na
redukovany glutathion (GSH). Pfi této reakci dochazi rovnéz k oxidaci NADPH. Spotreba
NADPH je sledovana jako ubytek absorbance, coZ je méreno spektrofotometricky pfi

340 nm (Bonilla et al., 2008; Carlberg et al., 1985).
Pro stanoveni byly pfipraveny roztoky:
e 0,1 M K-fosfatovy pufr
e 5 mM EDTA, v 5 ml redestilované vody bylo rozmichano 9,3 mg EDTA.
e 2,5mM NADPH, ve 2 ml redestilované vody bylo rozmichano 4,6 mg NADPH.
e 4 mM GSSG, v 6 ml redestilované vody bylo rozmichano 14,7 mg GSSG.

Pfed stanovenim byl pfipraven master mix, byly pipetovany tyto objemy: 6 ml pufru,
4,8 ml EDTA, 6 ml GSSG a 1,2 ml NADPH. Z takto pfipraveného master mixu bylo

pipetovano 150 pl multikanalovou pipetou.

48



Dale bylo po jednotlivych jamkach pipetovano 50 ul biologické frakce. Na pfistroji
Tecan byla mérena absorbance pfi 340 nm v 6 cyklech po 1 minuté. Pro vypocet

aktivity GR byl vyuZit moldrni extinkéni koeficient (Enappn=6,22 mM=t.cm 1),

4.5.5 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferazy

Méreni aktivity GST je zalozeno na reakci glutathionu (GSH) a 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenu (CDNB). Vznika konjugat S-2,4-dinitrofenylglutathion jehoZz absorpcni
maximum je méreno pfi 340 nm. Je sledovan pfirlistek vznikajictho konjugatu za

minutu (Ye a Zhang, 2001).
Pro stanoveni GST byly ptipraveny roztoky:

e 0,1 M Na-fosfatovy pufr, bylo navazeno 1,79 g Na;HPO4-12H,0 a toto mnozZstvi
rozpusténo v 50 ml redestilované vody. Dale navazeno 1,56 g NaH;P0O4-2 H,0 a
rozpusténo ve 100 ml redestilované vody. Oba roztoky byly pomoci pH metru

smichany na poZzadované pH 6,5.

e 5,15 mM GSH, roztok glutathionu byl pfipraven navazenim 7,92 mg GSH, ktery

byl rozpustén v 5 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru.

e 51,5 mM CDNB, navadZeno 5,22 mg a toto mnoZstvi bylo rozpusténo v 0,5ml

ethanolu.

Z vysSe uvedenych roztok( byl pfed stanovenim aktivity GSH vytvofen master mix, ktery
obsahoval 4ml GSH, 0,4 ml CDNB a 15,6 ml 0,1 Na-fosfatového pufru. Do mikrotitracni
desti¢ky Greiner bylo napipetovdno 6 ul vzorku a multikanalovou pipetou pfidano
194 pl master mixu. Jako slepy vzorek byl zmérfen Na-fosfatovy pufr. Na pfistroji Tecan
byla mérena absorbance v 6 cyklech po 1 minuté pfi vinové délce 340 nm. Pro vypocet

byl vyuZit molarni extinkéni koeficient (¢ =9,6 mM™*.cm™).
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4.5.6 Stanoveni aktivity peroxidazy

4.5.6.1 Metoda s pyrokatecholem a anilinem

Principem metody je reakce katalyzovanad peroxidazou, pti které dochazi
k rozkladu peroxidu vodiku. Reakénim substratem je dvojice pyrokatechol-anilin, tento
komplex slouzi jako vodikovy donor pro stanoveni aktivity peroxiddzy. Substrat
pyrokatechol-anilin  se  vpribéhu reakce méni na barevny produkt
4-(fenylamino)benzen-1,2-diol. Tento barevny produkt, respektive pfrirGstek

koncentrace produktu, je méren spektrofotometricky pti 510 nm. (Molaei et al., 2007)
Pro reakci bylo vyuzZito téchto roztoku:

e 0,2M Na-fosfatovy pufr (pH=7,0), bylo navazeno 35,8 g Na;HPO4-12H,0 a
rozpusténo v 500 ml redestilované vody, dale bylo navazeno 7,8 g NaH,PO4-2
H,0 a rozpusténo ve 250 ml redestilované vody, oba roztoky byly smichany pfi

kontrole na pH metru na pozadované pH 7,0.

e 1,7mM H,0,, do 20 ml 0,2 M sodno-fosfatového pufru bylo napipetovano 3,87
ul 30% H20..

e substrat pyrokatechol-anilin, v10 ml 0,2 M sodno-fosfatového pufru bylo

rozpusténo 0,1872g pyrokatecholu (170mM )a 2,28 pl anilinu (2,5mM).

Do mikrotitracni desticky GAMA bylo multikandlovou pipetou napipetovdano 90 pl
substratu a 100 pl H20; a desticka byla preinkubovdna v Thermomixeru 4 min pfi 25°C.
Po preinkubaci bylo pfidano 10 pl biologické frakce. Jako slepy vzorek byl pouzit pufr.
Na pfistroji Tecan byl méren prirlstek barevného produktu pfi 510 nm béhem 6 cykll
po 1 minuté. Po vypocet aktivity byl wvyuZit molarni extinkéni koeficient 4-

(fenylamino)benzen -1,2 diolu (¢ =5 mM*.cm™).

4.5.6.2 Metoda s guajakolem

Metoda je zaloZzena na reakci, pfi které je peroxid vodiku, za pfitomnosti
guajakolu a peroxidazy rozkladan na kyslik a vodu. Uvolnény kyslik oxiduje guajakol na
Zlutohnédy 3,3"-dimethoxy-4,4"-bifenylchinon. Tato zména bezbarvého guajakolu na

barevny produkt se projevi zménou absorbance pfi 420 nm (Drotar et al., 1985).
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Pro stanoveni bylo vyuZito téchto roztoki:

e 50mM TRIS/HCI (pH = 6,0), pro pfipravu tohoto pufru bylo navazeno 1,5143 g

TRIS a rozpusténo ve 250 ml redestilované vody, pfi kontrole na pH metru.

e 3,4 mM guajakol, do 100 ml redestilované vody bylo napipetovano 38 pl

guajakolu.
e 9mM H,0,, do 10 ml 50 mM pufru bylo napipetovano 9 ul 30% H,0,.

Pfed mérenim aktivity byla pfipravena reakéni smés, ktera se skladala z: 27 ml 50mM
TRIS/HCI pufru; 600 ul 3,4 mM guajakolu a 600 pul 9 mM H,0,. Do mikrotitracni
desticky GAMA bylo pipetovano multikanalovou pipetou 190 pl reakéni smési a 10 pl
biologické frakce. Jako slepy vzorek byl pouZit TRIS/HCI pufr. Na pfistroji Tecan byla
mérena zména absorbance pfi 420 nm. Pro vypocet aktivity byl pouzit molarni

extinkéni koeficient guajakolu ( € guajakol = 26,6 mMM™ -cm ).

4.5.7 Stanoveni aktivity superoxiddismutazy

Principem metody je vznik rozpustného formazanového barviva z tetrazoliové
soli WST-1, redukci superoxidovych aniontl generovanych xantinoxidazou. Rychlost
reakce je pfimo umérnd aktivité xantinoxidazy a je inhibovana SOD, kterd rozklada

superoxidové anionty na kyslik a peroxid vodiku.
Pro stanoveni aktivity SOD byl vyuZit SOD Assay Kit-WST, ktery obsahoval tyto roztoky:

e WST

e EWS —(enzymovy roztok)

e pufrnartedéni

e pufrovaci roztok
WST pracovni roztok byl pfipraven z1 ml WST a 19 ml pufrovaciho roztoku. EWS
enzymovy pracovni roztok byl pfipraven smichanim15 pl roztoku enzymu a 2,5 ml

pufru na redéni.
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Tabulka 6: Metodika stanoveni SOD na mikrotitracni desticce GAMA

vzorek (pl) blank 1 () blank 2 (pl) blank 3 (pl)
biologicka frakce 20 20
redestilovana voda 20 20
WST 200 200 200 200
EWS 20 20
pufr na fredéni 20 20

Objemy uvedené v tabulce 6 byly kromé vzorkd napipetovany multikanalovou pipetou
do mikrotitrac¢ni desticky GAMA s vypouklym dnem. Vzorky byly napipetovany
jednotlivé do jamek pipetou. Desticka byla inkubovana po dobu 20 minut

v Thermomixeru pfi teploté 25°C.

Vzorec pro vypocet koncentrace subsstratu:

Cc= (ﬁﬂBLi - ’ﬁ'ABLEj - (l‘ﬁﬁvz - "ﬁ'ABLEJ
exl

Vysledna koncentrace byla pouzitd pro vypocet enzymové aktivity podle vzorce:

CxVx50x10°
t

aktivita (U) =

4.6 Stanoveni koncentrace chlorofyli a karotenoidii

4.6.1 Extrakce do methanolu

Listy vojtésky seté byly nastfihdny a zvazeny na analytickych vahach. Jednotlivé
navazky byly zapsany a stémito hodnotami bylo ddle pracovdno pti vypoctech
koncentraci. Nasledné byly listy preneseny do zkumavek typu Falcon. Jako extrakéni
roztok byl pouzit 100% methanol. Do zkumavek bylo napipetovano 10 ml 100%
methanolu a byly pfidany homogenizacni keramické kuli¢ky. Zkumavky se vzorky byly

homogenizovany v homogenizatoru MP Fast Prep, ve dvou cyklech po dobu 40 sekund.
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Nasledné byly vzorky pomoci tfepacky Heidolph Multi Reax extrahovany po dobu 120
minut na rychlosti 5 (Obr. 9). Po uplynuti potfebné doby k extrakci byly vzorky
centrifugovany. Po centrifugaci byl odsat supernatant, ve kterém byla méfena

absorbance (Lichtenthaler, 1987; Lichtenthaler a Buschmann, 2001).

Obrazek 9:Extrakce chlorofylii a karotenoidii do methanolu

4.6.2 Stanoveni koncentrace chlorofylli a karotenoidi

Pro spektrofotometrické stanoveni chlorofyll v UV-VIS oblasti se vyuZiva

specifickych vinovych délek uvedenych v tabulce 7.

Tabulka 7: Vinové délky (nm) pro stanoveni fotosyntetickych pigmenti

vinova délka (nm) fotosyntetické pigmenty
470 karotenoidy
652,4 chlorofyl B
665,2 chlorofyl A

Supernatant vzorkd byl méren v kyvetdch z kiemenného skla o optické délce 1 cm, pfi

vinovych délkach uvedenych v tabulce 7, jako slepy vzorek byl pouzit 100% methanol.
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Vzorce pro vypocet koncentrace chlorofyl(l a karotenoid(:
mg
koncentrace chlorofylu A (m) =16,72xAggc 1-9,16xAc; 4

m
koncentrace chlorofylu B (—?) =34,09%Ac, ,-15,28xA .. 5
m £ £

m
celkova koncentrace chlorofyld (—?}=1,44A555 ,+24,93A, ., .
m » :

10008,70-1,63C,-104,960;
221

. mg
koncentrace karotenoidd {—I}=
m

Vypoditana koncentrace byla uvedena v jednotkach mg/ml, bylo tedy nutno provést
prepocet, kdy je vyslednd koncentrace uvedend v jednotkdch mg-g?, tzn. mnoistvi

chlorofylt ku hmotnosti ¢erstvych listl vojtésky (Lichtenthaler a Buschmann, 2001).
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5. VYSLEDKY

5.1 Koncentrace bilkovin

Koncentrace bilkoviny v rostlinnych vzorcich byla stanovena dle kapitoly 4.4.
Z hodnot absorbance standard( byla sestavena kalibracni kfivka (Obr. 10) vyjadtujici
zavislost absorbance na koncentraci bilkoviny. Kazdy bod predstavuje zpriimérované
hodnoty absorbance ziskané z 3 nezavislych méreni. Vyslednd kalibracni krivka byla
doplnéna o rovnici lineadrni regrese. Rovnice byla pouzita pro vypocet koncentrace

bilkovin jednotlivych vzorka.

KALIBRACNI KRIVKA - 0,0003x-0,0002
z_
05 R*=0,9955
04 .
o

g 0.
£ 03
2 o
]
2 0,2 ®
©

01 _ v

o
0 &=
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
koncentrace (pg/ml)

Obrdzek 10: Kalibracni kfivka standardi BSA

Méreni bilkoviny a ndsledné sestaveni kalibracni kfivky, bylo provedeno pro kazdou
skupinu rostlin zvlast. Koncentrace bilkovin byla vyuzZita pro vypocty specifickych aktivit
studovanych enzymu. Vtabulce 9 jsou uvedeny vysledné koncentrace bilkovin ve

vzorcich rostlin z roku 2019 i 2020.

Tabulka 8: Koncentrace bilkovin ve vzorcich vojtésky seté

2019 2020
protein (mg/ml) protein (mg/ml)
KON 3,31+0,08 1,87 +£0,08
35gABZ 2,46 £ 0,03 -
105gABZ 1,93 £ 0,06* 1,45+0,26*

* Statisticky (p < 0,05) vyznamny rozdil oproti kontrole
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Obr. 11 znazornuje vysledné koncentrace bilkovin ve vzorcich vojtésky seté. U rostlin
vroce 2019 byla koncentrace bilkovin stanovena ve vzorcich kontrolnich (KON) a
vzorcich ovlivnénych albendazolem (35g ABZ a 105g ABZ). U rostlin z roku 2020 byla

koncentrace bilkovin méfena u vzorkd kontrolnich (KON) a ovlivnénych 105g ABZ.

Koncentrace bilkoviny

3,5

H

2,5

1,5

koncentrace (mg/ml)

0,5

KON 2019 35g ABZ 2019 105g ABZ 2019 KON 2020 105g ABZ 2020

Obrazek 11: Koncentrace bilkovin ve vzorcich vojtésky seté
* Statisticky (p < 0,05) vyznamné rozdily ve vzorcich ovlivnénych oproti
kontrolnim vzorkium

U vzorkt z roku 2019 byla namérena vyssi koncentrace bilkovin nez u vzorkd 2020. Ve
vzorcich 2019 je patrny signifikantni pokles koncentrace bilkovin u vzork( 105g ABZ
vUci kontrole. U vzork( 35g ABZ 2019 byla také namérena nizsi koncentrace bilkovin
oproti kontrolnim vzorkim. Tento pokles vSak nebyl vyhodnocen jako statisticky
vyznamny. U vzorkd 2020 je statisticky vyznamné nizsi koncentrace bilkovin u vzork

105g ABZ ve srovnani s kontrolou.

U vzork( v obou letech 2019 i 2020 je patrny stejny trend, a to klesajici koncentrace

bilkovin ve vzorcich ovlivnénych albendazolem oproti kontrolnim vzorkim.

5.2 Ovlivnéni aktivity antioxidacnich enzymi albendazolem

Grafy uvedené vtéto kapitole znazornuji naméfené specifické aktivity
studovanych antioxidacnich enzym(. Kazdy sloupec grafu predstavuje zpriimérovanou

specifickou aktivitu (U/mg) enzymu ziskanou ze 3 na sobé nezavislych méreni.
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Ovlivnéné vzorky (35g ABZ a 105g ABZ) byly porovnany oproti kontrolni skupiné vzorku

KON, coz jsou vzorky, které nebyly ovlivnény albendazolem.

Byly stanoveny 2 hladiny statistické vyznamnosti a pro statistické zpracovani byl pouzit

neparovy t-test s Welchovou korekci. Hvézdi¢kou byly oznadeny ty vzorky, u kterych

doslo k signifikantni zméné specifické aktivity proti kontrole.

5.2.1 Ovlivnéni aktivity askorbatperoxidazy albendazolem

g)

E
S
=

specificka aktivita (
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Obrazek 12: Specificka aktivita APX v kontrolnich rostlindch vojtésky seté a
v rostlindch ovlivnénych ABZ (35g ABZ a 105g ABZ)

** Statisticky (p < 0,01) vyznamné rozdily ve vzorcich ovlivnénych oproti
kontrolnim vzorkum

U rostlin v obou letech 2019 i 2020 doslo k statisticky vyznamnému ovlivnéni specifické

aktivity APX albendazolem. Ve véarce 2019 byla zaznamendna signifikantné nizsi aktivita

u vzork( 35gABZ oproti kontrolnim vzorkdm. Ovlivnéna skupina vzork( 105gABZ 2019

vykazovala témér stejnou aktivitu jako vzorky neovlivnéné albendazolem. U vzork(

2020 doslo k signifikantnimu narlstu aktivity u vzork(l ovlivnénych albendazolem, u

téchto vzorkd byla namérena nejvyssi aktivita APX.
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5.2.2 Ovlivnéni aktivity katalazy albendazolem

Aktivita kataldzy byla stanovena ve vzorcich 2019 i 2020 dvéma metodami:
metodou, kde byl jako substrat kromé peroxidu vodiku vyuZit i molybdenan amonny. A
metodou, kde dochdzelo ke Stépeni peroxidu vodiku plisobenim kataldzy a jeho ubytek

se méfil pfimo.
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Obrazek 12: Specificka aktivita CAT stanovend metodou s H,0; a molybdenanem
amonnym v kontrolnich rostlindch vojtésky seté a v rostlinach ovlivnénych ABZ
(359 ABZ a 105g ABZ)
* Statisticky (p < 0,05) vyznamné rozdily ve vzorcich ovlivnénych oproti
kontrolnim vzorkim

U vojtésky v roce 2019 byl zaznamenan signifikantni narUst aktivity pouze u vzork( 35g
ABZ, u téchto vzork( byla detekovana nejvyssi aktivita CAT. U vzork( 105g ABZ doslo

k mirnému zvyseni aktivity CAT, toto zvySeni neni signifikantni.

U vzorkd 2020 byla detekovana vyssi aktivita CAT nez u vzorkd 2019. Oproti kontrolnim
vzorkim byla detekovdna vyssi aktivita CAT ve vzorcich 105g ABZ, tento narist nebyl

vyhodnocen jako statisticky vyznamny.

U vzork( 2019 i 2020 byla shodné namérfena metodou s molybdenanem amonnym

vyssi aktivita CAT u vzork( ovlivnénych ABZ oproti vzorkiim kontrolnim.
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Obrazek 13: Specificka aktivita CAT stanovend metodou s H>O; v kontrolnich
rostlindch vojtésky seté a v rostlindch ovlivnénych ABZ (35g ABZ a 105g ABZ)
Statisticky (*p < 0,05; **p < 0,01) vyznamné rozdily ve vzorcich ovlivhénych oproti
kontrolnim vzorkium

U vzorkd 35g ABZ 2019 doslo ke statisticky vyznamnému narastu aktivity CAT ve
srovnani s kontrolou, u vzork(l 105g ABZ je taktéz viditelny nardst aktivity, tento vsak
neni signifikantni. U vzork( vojtésky z roku 2020 je patrny signifikantni nartst aktivity u

vzorku ovlivnénych ABZ oproti kontrolni skupiné vzorka.

Jak metodou s H,0, a molybdenanem amonnym, tak metodou pouze s peroxidem
vodiku byla namérena signifikantné vyssi aktivita u vzorkl 35g ABZ 2019 oproti
kontrolnim vzork(m. TaktéZ u vzork(i 105g ABZ 2019 je sledovan stejny trend, a to
mirné zvyseni specifické aktivity CAT u obou metod detekce. Vzorky 2019 mérené
metodou s molybdenanem amonnym vykazuji vyssi aktivitu nez tytéz vzorky mérené
metodou pouze s H,0,. Vzorky varky 2020 vykazuji stejny trend v ovlivnéni aktivity
CAT. Jak u metody s molybdenanem amonnym, tak u metody s peroxidem vodiku
doslo k narlstu specifické aktivity CAT u vzork(l 105g ABZ. Rozdilem je statisticka
vyznamnost zvySeni aktivity. U metody s H,0; doslo k statisticky vyznamnému zvysSeni
aktivity CAT, metodou sH;0, a molybdenanem amonnym tento narlst nebyl

vyhodnocen jako signifikantni.
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5.2.3 Ovlivnéni aktivity glutathionperoxidazy albendazolem

V subcelularnich frakcich vojtésky 2019 nebyla detekovdna aktivita GPX. Stejna
situace nastala pfi méreni aktivity GPX u vzorkd vojtésky 2020. | v tomto pfipadé
nebyla detekovana aktivita GPX. Pro kontrolu metody bylo provedeno méreni aktivity
GPX v cytosolu potkana. V jaternich vzorcich potkana byla detekovana aktivita GPX.

Tim bylo potvrzeno, Ze nedoslo k metodické chybé.

5.2.4 Ovlivnéni aktivity glutathionreduktazy albendazolem

Aktivita GR nebyla detekovana ani v jedné varce rostlin, z tohoto dlivodu byla
provedena kontrola metody s cytosolem potkana. V cytosolu potkana byla, na rozdil od
subcelularnich frakci vojtésky, namérena aktivita GR. Tim bylo potvrzeno, Ze nedoslo

k metodické chybé.

5.2.5 Ovlivnéni aktivity glutathion-S-transferazy albendazolem
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Obrazek 14: Specificka aktivita GST v kontrolnich rostlindch vojtésky seté a
v rostlindch ovlivnénych ABZ (35g ABZ a 105g ABZ)
** Statisticky (p < 0,01) vyznamné rozdily ve vzorcich ovlivnénych oproti
kontrolnim vzorkim

Z grafu 14 je patrné, Ze u prvni skupiny rostlin z roku 2019 doslo k mirnému zvyseni
aktivity u vzorkd ovlivnénych ABZ, tedy 35g ABZ a 105g ABZ. Tento narlst vSak neni
statisticky vyznamny. U skupiny vzork( 2020 doslo k signifikantnimu narastu aktivity

GST u vzorkd 105g ABZ oproti kontrolni skupiné vzorkd.
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5.2.6 Ovlivnéni aktivity peroxidazy albendazolem

Aktivita POX byla detekovdna u obou skupin rostlin, 2019 i 2020 dvéma

metodami. A to metodou s guajakolem a metodou s pyrokatecholem.
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Obrdzek 15: Specificka aktivita POX stanovend metodou s guajakolem v kontrolnich
rostlindach vojtésky seté a v rostlinach ovlivnénych ABZ (35g ABZ a 105g ABZ)

U vojtésky sklizené v roce 2019 nebyla metodou s guajakolem detekovana v Zzadném ze

3 méreni aktivita POX.

U rostlin zroku 2020 byla namérena nizka aktivita POX metodou s guajakolem. U
vzorkd 105g ABZ doslo ke sniZzeni aktivity oproti kontrolnim vzorkim. Toto sniZzeni

aktivity vSak nebylo vyhodnoceno jako signifikantni.
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Obrdzek 16: Specificka aktivita POX (metoda s pyrokatecholem) v kontrolnich
rostlindch vojtésky seté a v rostlindach ovlivnénych ABZ (35g ABZ a 105g ABZ)
Statisticky (*p < 0,05; **p < 0,01) vyznamné rozdily ve vzorcich ovlivhénych oproti
kontrolnim vzorkium

U vzork( vojtésky 2019 doslo ksignifikantni zméné specifické aktivity u rostlin
ovlivnénych albendazolem. NarUst aktivity byl zaznamenan jak u vzorkd 35g ABZ, tak i

vzorkd 105g ABZ. U vzorkl 105g ABZ byla detekovana nejvyssi specificka aktivita POX.

U vzorkd 2020 doslo taktéz k narlstu aktivity u vzork( 105g ABZ, i v tomto pripadé se

jednd o statisticky vyznamné zvyseni specifické aktivity POX.

| kdyZ byla u varky 2020 detekovana nizsi aktivita POX oproti vzorkim 2019, lze
pozorovat stejny trend ndrlstu aktivity. Jak u varky 2019 tak i 2020 doslo

k signifikantnimu zvyseni specifické aktivity POX u rostlin ovlivnénych albendazolem.

Vzhledem k tomu, Ze aktivita POX nebyla u rostlin z roku 2019 metodou s guajakolem
detekovana, lIze srovnat obé metody stanoveni aktivity POX pouze u vzork( zroku
2020. Je vidét, Zze narUst aktivity u vzork( ovlivnénych 105g ABZ detekovany metodou

s pyrokatecholem nebyl metodou s guajakolem zaznamendn.
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5.2.7 Ovlivnéni aktivity superoxiddismutazy albendazolem
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Obrdazek 17: Specificka aktivita SOD v kontrolnich rostlindch vojtésky seté a
v rostlinach ovlivnénych ABZ (35g ABZ a 105g ABZ)
Statisticky (*p < 0,05; **p < 0,01) vyznamné rozdily ve vzorcich ovlivhénych oproti
kontrolnim vzorkium

U vzork( 2019 je patrny pokles specifické aktivity SOD u vzorkd ovlivnénych ABZ. Doslo
k poklesu aktivity SOD u vzork( 35g ABZ, tento pokles vsak neni statisticky vyznamny.
Pokles aktivity u vzorkd 105g ABZ byl vyhodnocen jako signifikantni. U vzork( 2020
doslo taktéz k signifikantnimu poklesu specifické aktivity SOD u vzork( 105g ABZ oproti

kontrolnim vzorkdm.

U vzorkd 2019 i 2020 byl zaznamendn stejny trend poklesu aktivity. U rostlin vojtésky
ovlivnénych ABZ byla shodné v obou rocich zaznamendna signifikantné nizsi aktivita

SOD oproti vzorktim kontrolnim.
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5.3 Prehled aktivity antioxidacnich enzymi vojtésky v roce
2019 a 2020

V tabulce 10 je uveden prehled namérenych specifickych aktivit studovanych
antioxidacnich enzyma kontrolni a albendazolem ovlivnéné vojtésky péstované v roce

2019 a 2020.

Tabulka 9: Prehled specifickych aktivit u sledovanych antioxidacnich enzymii

KON 35gABZ 105gABZ
(U/mg) (U/mg) (U/mg)
2019 2020 2019 2019 2020

APX 0,032+0,007 | 0,026 £0,009 | 0,016 +0,005** | 0,032+0,008 | 0,071+0,019**
CATmol. | 16,78 +0,47 22,25+ 0,98 39,75 + 2,40* 16,94 + 0,76 23,54+1,31
CAT 1202 | 7,26£1,98 9,26 +2,33 12,50 £ 3,72** 9,37+2,71 13,54 + 4,08*
GPX nd nd nd nd nd

GR nd nd nd nd nd

GST 0,009 +£0,002 | 0,043+0,011 0,010 + 0,003 0,011 +0,002 | 0,061 +0,013**
POXguaj nd 0,015 + 0,004 nd nd 0,013 + 0,003
POXpyro | 0,39%0,12 0,14 + 0,04 0,52 +0,13* 0,85+ 0,22** 0,35+ 0,09**
SOD 13,40+ 0,40 11,59+0,65 9,94+0,44 5,49 £ 0,53** 5,91 +0,58*

* statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05); ** statisticky vyznamny rozdil
oproti kontrole (p < 0,01); nd — aktivita nebyla nalezena

U obou skupin rostlin, 2019 i 2020, byla naméfrena nejvyssi aktivita u enzymu CAT

evvs

v subcelularnich frakcich rostlin z roku 2019 u enzymu GST. U enzymU GPX a GR nebyla

detekovana aktivita jak v subcelularnich frakcich varky 2019, tak i vzorcich 2020.
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5.4 Mezirocni porovndni antioxidacnich enzymii vojtésky

Grafy 18 a 19 obsahuji porovnani specifickych aktivit kontrolnich vzorkd
vojtésky seté, tedy rostlin neovlivnénych albendazolem. Byly porovnany vzorky KON
mezi varkami 2019 a 2020. Vzorky, které mély meziro¢né statisticky vyznamnou zménu

aktivity, byly oznaceny hvézdickou.

POROVNANiI KONTROLNICH VZORKU 2019 a 20201.

0,54
0,51 oot
0,48
0,45
0,42
0,39 L
0,36
0,33

0,3
0,27
0,24
0,21
0,18
0,15
0,12
0,09
0,06

Yok
0,03 Yok Yok
0 |_I—| i - i (|
APX 2019 APX2020 GST 2019 GST 2020 POXpyro POXpyro POXguaj. POX guaj.
2019 2020 2019 2020

specificka aktivita (U/mg)

Obrazek 18: Porovndni specifickych aktivit antioxidacnich enzymii kontrolnich rostlin
vojtésky mezi roky 2019 a 2020 I.

** statisticky vyznamny rozdil mezi rokem 2019 a 2020 (p < 0,01)

V grafu 18 jsou znazornény kontrolni vzorky 2019 a 2020, u kterych byla namérena
specificka aktivita antioxidacnich enzymd mensi nez 1,0 U/mg. V této skupiné enzym(
byl patrny statisticky vyznamny rozdil mezi varkami rostlin 2019 a 2020. U enzymu GST
doslo k signifikantnimu nardstu aktivity u vzorkd 2020 oproti vzorkim 2019. U
ostatnim aktivitdm vybranych antioxidacnich enzym(. U enzymu POX méfené metodou
s pyrokatecholem, doslo u kontrolnich vzork( 2020 ke statisticky vyznamnému poklesu
specifické aktivity oproti vzorkim KON 2019. Ve vzorcich 2019 nebyla detekovéna
aktivita POX metodou s guajakolem, u varky 2020 doslo k naméreni specifické aktivity
POX vySe zminénou metodou. Rozdily ve specifickych aktivitach kontrolnich vzork

nebyly zaznamenany u enzymu APX.
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POROVNANiI KONTROLNICH VZORKU 2019 a 20201I.
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Obrazek 19: Porovnadni specifickych aktivit antioxidacnich enzymi kontrolnich rostlin
vojtésky mezi roky 2019 a 2020 II.

* statisticky vyznamny rozdil mezi rokem 2019 a 2020 (p < 0,05)

V grafu 19 jsou pro porovnani uvedeny kontrolni vzorky 2019 a 2020, u kterych byla
namérena specificka aktivita vétsi nez 1,0 U/mg. Nejvétsi rozdil aktivit kontrolnich
rostlin mezi obéma roky je dle grafického znazornéni patrny u enzymu CAT (p < 0,05;
stanoveni aktivity metodou s H,0, a molybdenanem amonnym). Ve vzorcich 2020 je
patrny signifikantni nar(st aktivity CAT metodou s peroxidem vodiku oproti vzorkim
2019. Tento rozdil vSak neni statisticky (p<0,05) vyznamny, z dlvodu vysokych hodnot
smérodatnych odchylek. U vzork( 2020 doslo k poklesu aktivity SOD oproti kontrolnim
vzorkim SOD 2019, tento rozdil specifickych aktivit nebyl vyhodnocen jako

signifikantni.
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5.5 Koncentrace chlorofyli a karotenoidt

Koncentrace chlorofyld byla mérena v rostlindch vojtésky seté, sklizené v roce
2020. Zlisth téchto rostlin byly fotosyntetické pigmenty extrahovany do metanolu,
metodika je blize popsana v kapitole 4.6. Ze zmérenych absorbanci byla pomoci
specifickych  vzorci vypoétena koncentrace studovanych neenzymatickych
antioxidanta (Lichtenthaler a Buschmann, 2001). Vysledné koncentrace jsou uvedeny

v tabulce 11 a znazornény v grafu 20.

Tabulka 10: Koncentrace chlorofyli a karotenoidii ve vzorcich vojtésky 2020

KON (mg/g) 105g ABZ (mg/g)

chlorofyl A 1024,04 + 54,73 1089,10 + 14,45
chlorofyl B 671,58 + 49,19 653,13 + 5,58

celkové chlorofyly 1669,63 + 103,89 1630,01 + 21,28
karotenoidy 196,05+ 1,12 112,84 +5,88 *

* statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05)

KONCENTRACE CHLOROFYLU A KAROTENOIDU - vzorky
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(KON)  (105gABZ)

Obradzek 10: Koncentrace chlorofylii a karotenoidii ve vzorcich vojtésky 2020
* statisticky vyznamny rozdil v porovndni s kontrolou

Porovnani koncentrace chlorofylll bylo provedeno u vzork( 105g ABZ 2020 oproti
kontrolnim vzorkim KON 2020. Statisticky vyznamné (p<0,05) zmény koncentrace jsou

oznaceny hvézdickou.
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U chlorofylu A doSlo u vzorkG 105g ABZ k narlstu koncentrace, toto zvyseni
koncentrace vsak neni statisticky vyznamné. U chlorofylu B byla zméfrena prakticky
stejnd koncentrace u vzork(li kontrolnich i ovlivnénych albendazolem. Celkové
chlorofyly u vzorkd 105g ABZ byly mirné snizeny, ale tento pokles nebyl vyhodnocen

jako statisticky vyznamny.

Jedind signifikantni zména v koncentracich fotosyntetickych pigment( byla detekovana
u karotenoidd. U vzorkQ 105g ABZ byla namérena statisticky vyznamné nizsi

koncentrace karotenoidd oproti vzorkim kontrolnim.

Tabulka 11: Poméry svétlosbérnych pigmeti

indikator KON 105g ABZ
funkéni fotosynteticky aparat chl A/chl B 1,53 1,66
stres chl A+chl B/karot. 8,65 14,44

chl A — chlorofyl A; chl B — chlorofyl B; karot. — karotenoidy

V tabulce 12 jsou uvedeny vysledky pomérd koncentrace chlorofyl(l a karotenoidd.
Tyto pomeéry jsou ukazatelé funkéniho fotosyntetického aparatu rostlin. Probéhlo
porovnani vysledk( vzork( 105g ABZ ke kontrolnim vzorkdm KON, neovlivnénych

anthelmintikem.

U ovlivnénych vzorkd albendazolem doslo u obou sledovanych pomérQ ke zvyseni

hodnot, oproti kontrolni skupiné vzork.
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6. DISKUZE

Do Zivotniho prostiedi vstupuje Siroka $kdla veterinarnich ptipravkd, pfedevsim
v neposledni fadé také anthelmintika. Tato léciva predstavuji vyznamny zdroj
znecisténi a vyrazné riziko pro necilové organismy, mezi které patfi rostliny (Bdrtikovd
et al., 2016; Domke et al., 2011). Informaci o fytotoxicité anthelmintik neni mnoho.
Vétsi pozornost byla vénovana jinym druhlm veterindrnich pripravkd, predevsim byla
studovdna enviromentalni rizika antibiotickych preparatd. Je popsany efekt
antibiotickych preparati na padni faunu (Baguer et al., 2000) a vstup antibiotik do

povrchovych a podzemnich vod (Ben et al., 2013).

Na vojtésce seté (Medicago sativa) byl studovan toxicky efekt antibiotika
sulfamethazinu (Kurwadkar et al., 2017), fytotoxicky ucinek na rist korenl vojtésky
mél oxytetracyklin (Kong et al. 2007) a na kli¢eni semen a rlst vojtésky jako nejvice
toxicka antibiotika byly vyhodnoceny chlortetracyklin, levofloxacin a sulfamethoxazol

(Hills et al. 2011).

V této praci byl jako modelové anthelmintikum zvolen albendazol (ABZ), zastupce
benzimidazolovych preparatl. Jedna se o Sirokospektry veterinarni pripravek vyuzivany
predevsim u ovci a skotu. Studie byla provadéna na vojtésce seté (Medicago sativa),
zemédélsky vyznamné picniné. Cilem studie bylo posouzeni vlivu albendazolu,
pochdzejiciho z trusu lécenych ovci, na antioxidacni systém vojtésky seté péstované

v realnych podminkach.

Biotransformace ABZ byla popsana urostlinnych regenerantl jitrocele kopinatého
(Plantago lanceolata), zvonku okrouhlolistého (Campanula rotundifolia), rdkosu
obecného (Phragmites australis) a vojtésky seté (Medicago sativa). U vSech téchto
rostlin byla prokazana schopnost biotransformovat ABZ a celkem bylo nalezeno 37
rdznych metabolitd tohoto anthelmintika. Po¢et metabolitl se vSak u jednotlivych
rostlinnych druhd lisil (Podlipnd et al., 2013; Stuchlikovd et al., 2017; Stuchlikovd et al.,
2016; Stuchlikova et al., 2020).
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Albendazol byl také testovan pro potenciondlni toxicitu na klicivost semen hofcice
seté. Vysledky nepotvrdily vliv ABZ na kliCivost semen, coz ale nijak nesniZuje

potencionalni environmentalni riziko ABZ (Prchal et al., 2016).

Vojtéska byla péstovana na poli v roce 2019 a 2020, vzdy kontrolni rostliny a rostliny
ovlivnéné ABZ. Kontrolni skupina rostlin byla hnojena 35g trusu od ovci, neléenych
albendazolem. Trus ovci lé¢enych ABZ byl aplikovan v ddvce 35g a 105g k centrdlnim
rostlinam. Ve 35g trusu bylo 14 ug ABZ, ve 105g trusu pak 42 ug ABZ. Prvni Casti prace
bylo stanoveni koncentrace proteind u skupiny rostlin sklizenych v roce 2019 (KON,
35g ABZ, 105g ABZ) a vroce 2020 (KON, 105g ABZ). U obou skupin rostlin byla
detekovana signifikantné nizsi koncentrace protein(i u rostlin ovlivnénych 105 g trusu
s obsahem ABZ 42 nug. U skupiny vzork(l 35g ABZ 2019 byla také detekovdna nizsi

koncentrace oproti vzorkdm kontrolnim, pokles nebyl signifikantni.

Novakova (2020) ve své diplomové praci popsala signifikantni zvySeni koncentrace
proteinll v kofenech rostlin vojtésky ovlivnéné albendazolem. V nadzemni ¢asti rostliny
(listech) nebyla detekovana zména koncentrace proteinli oproti kontrolni skupiné
rostlin. Jeji experiment ale probihal in vitro a rostlinné regeneranty byly
anthelmintikem ovlivnény v koncentraci 10 uM, kratsi dobu (1 tyden). V nasi studii byly
rostliny vystaveny ucinkim ABZ delSi dobu a koncentrace protein byla méfena az po
sklizni, tj 3 mésice od aplikace trusu krostlinam. Koncentrace proteind se méni
v zavislosti na typu a kombinaci stresoru a také na ¢ase expozice, po kterou je rostlina
stresoru vystavena. Long et al. (2016) zkoumal vliv zasoleni pudy na koncentraci
protein(l korenové ¢asti vojtésky seté. Bylo zjisténo, Ze mnozstvi proteinu v kofenech je
vyznamné ovlivnéno stresem ze soli. Gutsch et al. (2018) popsala zmény proteomu

vojtésky seté vlivem kadmia, obsazeného v pldé.

Vysledné koncentrace proteinl v nasi studii tak odpovidaji tomu, Ze rostliny vojtésky
mohly byt vystaveny kombinaci vicero stresort a stanoveni protein( probéhlo po delsi
dobé expozice anthelmintikem. TaktéZz byla analyzovdana nadzemni cast rostlin

(subcelularni frakce z list(), nikoliv kofenova cast.

Vliv ABZ na enzymaticky antioxidacni systém byl studovan mérenim aktivit vybranych
antioxidacnich enzym@ (APX, CAT, GPX, GR, GST, POX a SOD). Specificka aktivita APX
byla signifikantné snizena u vzorkd 35g ABZ 2019.
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U vzork( ovlivnénych 105 g trusu s ABZ byla specificka aktivita APX zvySend. Pouze u
rostlin sklizenych vroce 2020 bylo zvySeni aktivity u ovlivnénych vzorki ABZ

vyhodnoceno jako statisticky vyznamné.

Aktivita CAT byla méfena 2 metodami, u obou metod byly naméreny podobné hodnoty
specifické aktivity CAT. U vzork( ovlivnénych ABZ byla detekovana zvysena aktivita CAT
metodou s peroxidem vodiku a molybdenanem amonnym i metodou s peroxidem
vodiku. Signifikantné zvySenad aktivita byla zaznamenana u vzorkd 35g ABZ 2019 obéma
metodami, u vzorkd 105g ABZ bylo statisticky vyznamné zvyseni vyhodnoceno pouze

metodou s peroxidem vodiku.

Aktivita enzym( GPX a GR nebyla v rostlinach vojtésky detekovana ani u skupiny rostlin
2019, ani 2020. Specifickad aktivita GST se u vzork( ovlivnénych ABZ zvysila, jediné

statisticky vyznamné zvyseni bylo detekovano u vzork( 105g ABZ 2020.

Specificka aktivita POX byla detekovana 2 metodami. Substrat guajakol se ukazal jako
nevhodny pro stanoveni POX u vojtésky, nebot aktivita byla detekovana pouze ve
vzorcich sklizenych vroce 2020. U rostlin 2019 nebyla metodou s guajakolem
namérena zadna aktivita. Metodou s pyrokatecholem byla u vzork( ovlivnénych ABZ
namérena signifikantné zvysena specificka aktivita POX a to jak u vzork( 35g ABZ 2019

tak u vzork(d 105g ABZ 2019 i 2020.

Ze vsech studovanych enzym( byla detekovana sniZzena aktivita pouze u enzymu SOD.
U vzork( 105g ABZ sklizenych 2019 i 2020 byla zaznamenana statisticky vyznamné
snizena aktivita SOD. U vzork( 35g ABZ doslo taktéZ k poklesu aktivity, ale snizeni

nebylo vyhodnoceno jako signifikantni.

Antioxidac¢nim enzym(m vojtésky seté se vénoval Marti et al. (2009), ktery sledoval
zmény v aktivitach antioxidacnich enzyma vlivem ropného kalu pfitomného v padé.
Bylo zjisténo zvySeni aktivity enzym( APX, GST, POX a SOD. Helaoui et al. (2020),
popsal zvySeni aktivity enzym0 POX a GST po vystaveni rostlin vojtésky seté niklu

obsazenému v plidé.

Dusi¢nan olovnaty zpUsobil u vojtésky seté zvyseni aktivity GR, APX a SOD a také byla

detekovana vyznamné zvySena exprese genli APX a SOD (Hattab et al., 2016).
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Jak uzZ bylo zminéno vyse, neni mnoho studii, které by se vénovaly vlivu albendazolu na
antioxidacni systém rostlin. Proto neni mnoho dat, které bychom mohli pouzit
k porovnani nasich vyslednych aktivit antioxidacnich enzym( a jejich ovlivnéni ABZ u
vojtésky.

Grandkova (2019) se ve své diplomové praci zabyvala vlivem fenbendazolu, zastupce

benzimidazolovych anthelmintik, na antioxidacni systém sdéji (Glycine max).

U enzym APX, GST, POX a SOD byla detekovana zvysena aktivita u vzork( ovlivnénych
anthelmintikem. Pro stanoveni GR a GPX vyuZila stejné metody jako v nasi studii, a
v subcelularnich frakcich listd sdji také nebyla namérena specifickd aktivita téchto
enzymU. Stuchlikova et al. (2018) popsala zmény v aktivité antioxidacnich enzym
jitrocele kopinatého po ovlivnéni flubendazolem a fenbendazolem. Ze studovanych

enzymU byla vyznamné sniZzena aktivita SOD.

Oproti predchozim studiim byly u vojtésky seté v této studii detekovany nizké hodnoty
specifickych aktivit, konkrétné u APX, GST a POX byly detekovany aktivity pod 1 U/mg.
Rozdily by mohly byt zplsobené druhovou odlisnosti v metabolismu anthelmintik i

v aktivité antioxidacnich enzyma.

Meziroéné byly porovnany aktivity antioxidacnich enzym(O u kontrolnich skupin
vojtésky neovlivnénych ABZ. Byly zjistény signifikantni rozdily u enzym( CAT metodou
s molybdenanem, GST a POX. Z dostupnych dat z CCHMU byly v roce 2019 a 2020
(bfezen-kvéten) porovndny teplota, srdzky a doba slunecniho svitu. Teplota se
mezirocné vyrazné neliSila. Oproti roku 2019 bylo vSak v roce 2020 méné srazek a byl
zaznamendn vyraznéjsi slunecni svit. Tyto klimatické rozdily nebyly nijak vyrazné, ale
mohly byt faktorem, ktery zplsobil mezirocni rozdily v specifickych aktivitach vyse

uvedenych antioxida¢nich enzyma kontrolnich rostlin.

U rostlin sklizenych v roce 2020 byly v listech méreny koncentrace fotosyntetickych
pigment(, chlorofyll a karotenoid(. U rostlin vojtésky ovlivnénych ABZ byla zvySena

koncentrace chlorofylu A, nar(st koncentrace nebyl vyhodnocen jako signifikantni.

Pouze u karotenoidl byl sledovdn statisticky vyznamny rozdil u vzork( ovlivhénych ABZ
oproti kontrolnim vzorkim, byla detekovdna signifikantné nizsi koncentrace u vzorki

105g ABZ 2020.
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Z namérenych koncentraci byl vypoéten pomér chlorofyl A/chlorofyl B a pomér
chlorofyli A+B/karotenoidl. Hodnoty obou sledovanych pomért byly zvyseny u vzorkd

ovlivnénych albendazolem.

Stanoveni fotosyntetickych pigmentl je vhodny marker pro sledovani rostlin
péstovanych v redlnych podminkach, protoZze na rGzné abiotické stresory reaguje
rostlina zvySenim nebo snizenim koncentrace svétlosbérnych pigmentl. Slouzi také

jako ukazatel klimatickych a pGdnich podminek rostlin.

Lichtenthaler (2001) uvedl vliv slunec¢niho zareni na koncentraci chlorofyld a
karotenoidl. U stinnych listl dochazi ke sniZzeni poméra chlorofyl A/chlorofyl B jako
disledku nedostatku sluneéniho zareni. Pomér chlorofylu A+B/karotenoidl se také
sniZzuje v pripadé nazloutlych a starych listd jako ddsledek starnuti. Snizeni poméru
chlorofyl A/chlorofyl B bylo detekovano u fazoli tonka péstovanych ve stinu (Gongalves
et al.,, 2001). Lorenzo et al. (2019) se zabyval vlivem stinu na rostliny vojtésky seté,
vysledky jeho prace ukazaly na snizeni koncentrace chlorofyll, predevsim chlorofylu B.
Koncentrace karotenoidd se oproti chlorofylim zvysila. Vzhledem k tomu, Ze rostliny
vojtésky pro nasi studii byly péstovany na slunném misté, nebylo ocekavano snizeni

poméru chlorofyl( z divodu rustu rostlin ve stinu.

Na psenici a hrachu byly popsany ucinky UV-B zafeni a sucha (Alexieva et al. 2001).
ZvySené UV zareni zplsobilo snizeni obsahu chlorofylu u obou druh(. Sucho zp(lsobilo
zvyseni chlorofyl( u hrachu, u pSenice se Ucinky sucha neprojevily zménou koncentrace
chlorofylu. Pfi kombinaci obou stresor(l tedy UV-B zareni a sucha nebyl detekovan
rozdil koncentrace chlorofyl( oproti kontrolni skupiné vzork(i u obou studovanych
modelovych rostlin. U rostlin vojtésky seté vystavené suchu doslo ke snizeni
koncentrace chlorofyll, vice byla snizena koncentrace chlorofylu B, coZ se projevilo

zvySenim hodnoty poméru chlorofyl A/chlorofyl B (Wang et al., 2020).

SloZeni pudy, jako je mnoiZstvi soli, obsah mineral(l, tézké kovy a toxické latky vyrazné
ovliviuji syntézu fotosyntetickych pigment(.
Rtut v pldé zplsobila v ranych stadiich rlstu psenice zvySeni koncentrace chlorofyld

(chlA, chiB), delsi dobou expozice v pozdéjsich stadiich rlstu byl zaznamendan pokles

koncentrace chlorofyll (Liu et al., 2010).
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Vysoké koncentrace chemikdlii vyuzivanych k barveni v textilnim pramyslu zpUsobily

snizeni koncentrace chlorofyld ve vojtésce seté (Mahawar a Akhtar 2016).

Nesterodini antiflogistika (diklofenak, ibuprofen, naproxen) zplsobily u rostlin lebedy
rozkladité (Atriplex patula), lociky salatové (Lactuca sativa) a Spendtu setého (Spinacia
oleracea) snizeni koncentrace chlorofyll a vyrazné snizeni karotenoidd (Opris et al.,
2020). K poklesu karotenoditi dochazi v podminkach silného stresoru a snizeni
koncentrace karotenoidl je spojeno se snizenou kapacitou pro bezpecné rozptyleni
excitacni energie (Munné-Bosch a Alegre 2000). Zasoleni pldy zpUsobilo snizeni
chlorofylli a karotenoidd u ryZze (Chandramohanan et al., 2014), vojtésky (Xiong et al.,

2018) a bobu obecného (Quados 2010).

Pfi porovnani vysledk(l predeslych studii se ukazuje, Ze zvySeni obou sledovanych
poméru svétlosbérnych pigmentd v této praci nastalo jako dlsledek plsobeni nékolika
stresor(l na rostliny vojtésky seté. Vzhledem k nizkym srazkam v roce 2020 (brezen-
kvéten) mohlo byt dalSim stresorem sucho a podilet se tak na ovlivnéni antioxida¢niho

systému rostlin.

Z vysledk( této studie vyplyva, Ze albendazol v Zivotnim prostredi ovlivnil antioxidac¢ni
systém vojtésky seté. Byly zjistény zmény ve specifickych aktivitdch antioxidacnich
enzym(0 a také byly detekovany zmény v neenzymatickych antioxidantech,
karotenoidech a jednotlivych pomérech chlorofylll a karotenoidl. Detekované zmény
jsou vysledkem plsobeni ABZ, klimatickych a padnich podminek. CoZ odpovida
predchozim studiim, kde vysledky ukazaly, Ze na rostliny v polnich podminkdach plsobi
nékolik stresorl soucasné. Zmény v antioxida¢nim systému mohou vyvoldvat
poskozeni rostlinnych bunék oxidaénim stresem, protoZe tyto zmény vyvolavaji
nerovnovahu mezi tvorbou a odstrafiovanim reaktivnich forem kysliku. Hromadéni ROS
v rostliné tak plsobi negativhé na rlst a fyziologicky vyvoj rostliny. V konec¢ném

dlsledku mUze dojit ke snizenému rlstu nebo az k Ghynu rostlin.

Potvrzuje se tak doporuceni vychazejici z predchozich studii o enviromentdlnim riziku
anthelmintik, tedy nehnojit trusem zvifat Ié¢enych anthelmintiky a taktéZ nechovat
|éCend zvifata na pastvinach, kde hrozi riziko kontaminace pady a vody (Bdrtikovad et

al., 2016; Prchal et al., 2016; Vokral et al., 2019).
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Pro ziskani komplexnéjsich vysledkl by bylo vhodné doplnit presné informace o
klimatickych podminkach pfimo z mista rlstu rostlin. Vzhledem k nachylnosti vojtésky
na pudni podminky by pro dalsi studie byl také vhodny rozbor pldy véetné informaci o

pritomnosti moznych kontaminant( (tézké kovy a zvyseny obsah soli).
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7. ZAVER

V této praci byl sledovan vliv benzimidazolového anthelmintika albendazolu na aktivitu

antioxida¢niho systému vojtésky seté (Medicago sativa), ¢asto vysazované pro

zemédélské ucely. Rostliny byly péstovany v redlnych podminkach, na poli. Studie

probihala ve dvou skupinach rostlin, které byly ovlivnény i sklizeny ve stejnych mésicich

(Unor-kvéten), v roce 2019 a nasledné 2020.

Pro pripravu subceluldrnich frakci vojtésky seté vyuzita nat rostlin.

Byla stanovena koncentrace bilkovin metodou dle Bradfordové ve vzorcich
kontrolnich a vzorcich ovlivnénych albendazolem. U vzork( ovlivnénych byla
detekovana nizsi koncentrace bilkovin. Vysledna koncentrace byla pouZita pro

stanoveni specifické aktivity vybranych antioxida¢nich enzyma.

Specificka aktivita vybranych antioxidacnich enzymt (APX, CAT, GST, GPX, GR,
POX, SOD) byla stanovena ve vzorcich kontrolnich a vzorcich ovlivnénych
albendazolem. Specificka aktivita nebyla namérena u enzym( GR a GPX u obou
skupin vzorkd, 2019 i 2020. Nizka aktivita byla detekovana u POX metodou
s guajakolem, ale pouze u skupiny rostlin 2020. U enzymU CAT, GST, POX doslo
ke zvySeni aktivity u vzork( ovlivnénych albendazolem. U enzymu SOD byla u
ovlivnénych vzorkl albendazolem detekovana snizena aktivita oproti

kontrolnim vzorkdm.

Ve vzorcich 2020 byly stanoveny stresové markery: karotenoidy, chlorofyl A a
chlorofyl B. Pouze u karotenoid( doslo k signifikantni zméné koncentrace. Ze
stanovenych koncentraci fotosyntetickych pigementl byly stanoveny poméry:
chlA/chIB a pomér chlA+chlIB/karotenoidy. U obou poméru byla hodnota vyssi u

vzorku ovlivnénych ABZ.

Albendazol pfitomny v trusu ovce domadci ovlivnil aktivitu antioxidaéniho systému

vojtésky seté (Medicago sativa) u obou skupin vzork 2019 i 2020.
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8. POUZITE ZKRATKY

35g ABZ
105g ABZ
ABC
ABZ
ABZSO
ADH
AKR
ALDH
APX
AsA
APX
CAT
FEN
FLU
GST
GPX
GR
IVM
KON
MATE
NADPH
POX
ROS
XME
SMS
SOD
SULT
UGT

vzorky ovlivnény 35 g trusu s obsahem albendazolu 14 ug
vzorky ovlivnény 105 g trusu s obsahem albendazolu 42 pg
ATP binding cassete

albendazol

albendazol sulfoxid

alkoholdehydrogendza

aldo-ketoreduktazy

aldehyddehydrogendza

askorbatperoxidaza

kyselina askorbova

askorbatperoxidaza

katalaza

fenbendazol

flubendazol

glutathion-S-transferaza

glutathionperoxidaza

glutathionreduktaza

ivermektin

vzorky kontrolni, ovlivnény 35 g trusu bez obsahu albendazolu
multidrug and toxin extrusion protein

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
peroxidaza

reaktivni formy kysliku

enzymy metabolizujici xenobiotika

pudni vicedruhovy systém

superoxiddismutdza

sulfotransferaza

UDP-glykosyltransferaza
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