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Abstrakt

V poslednich letech nabyva na vyznamu studium rezidui farmak v zivotnim prostredi, které se
zdaji byt odpovédné za fadu nezadoucich ekotoxikologickych vlivl. Vyznamné misto mezi
farmaky zaujimaji psychofarmaka, jejichz spotifeba dramaticky vzriista a je vhodné hledat
zpusoby odstranéni z ekosystému a posoudit moznosti kontaminace potravnich fetézct. Prace
se tykd studia fytoextrakce psychofarmak mianserinu a olanzapinu. Mianserin patii mezi
tetracyklickd antidepresiva (TCA). Vyuziva se predevsim k 1écbé deprese, uzkosti a poruch
spanku. Olanzapin patifi do skupiny atypickych antipsychotik. Je vyuzivan k 1écbé
psychotickych stavl,, jako je schizofrenie a schizoafektivni poruchy. Fytoextrakce je
ekologicky Setrny proces, ktery umoziuje odstranéni zbytkovych koncentraci znecist'ujicich
latek z vodnich ekosystémil. Tyto latky se mohou uvolnit do zivotniho prostiedi i po prichodu
Cistirnou odpadnich vod. Bohuzel i uprava vody na pitnou nedokaze zcela odstranit zbytkové
koncentrace farmaceutickych latek. S tim souvisi neustdlé hleddni novych metod
dekontaminace odpadnich vod. V této praci byly k fytoextrakénim experimentim vyuzity
rostliny kukufice seté (Zea mays L). Kultivaéni experimenty prokazaly pii vychozi
koncentraci obou latek 5 mg/l pokles koncentrace mianserinu za 48 h na 7% jeho plivodni
koncentrace v mediu, u olanzapinu béhem 96 h klesla jeho koncentrace pod 1% plivodni
hodnoty. Koncentrace byly stanovovany pomoci HPLC. Pti studiu extrahovatelnych rezidui

bylo zjiSténo, ze k podstatné vyssi translokaci do nadzemnich ¢asti dochazi u mianserinu.

Dale byl sledovan vliv mianserinu a olanzapinu na metabolismus rostlin. Byly stanoveny
aktivity volnych a membranové vazanych peroxidaz, které prevazn€ vykazovaly zvySeni
oproti kontrolni rostlin€. Aktivita guajakolperoxiddzy i ABTS-peroxidazy se jak v listech, tak
v kofenech projevila opét zvySenim oproti nekontaminované kontrole. Dale bylo stanoveno
mnozstvi proteini dle Bradforda a provedena elektroforetickd separace za nativnich
podminek, kde byla stanovovéna aktivita glutathiontransferazy a volnych peroxidaz. Nejvice

izoforem glutathiontransferazy bylo nalezeno v listech rostlin kontaminovanych mianserinem.

Klicova slova: mianserin, olanzapin, fytoextrakce, HPLC, odpadni vody



Abstract

In recent years, the study of drug residues in the environment, which appear to be responsible
for a number of adverse ecotoxicological effects, has become increasingly important.
Psychopharmaceuticals have a prominent place among the pharmaceuticals, the consumption
of which is increasing dramatically and it is appropriate to look for ways to remove them from
the ecosystem and to assess the possibility of contamination of food chains. This work
concerns the study of phytoextraction of psychopharmaceuticals mianserin and olanzapine.
Mianserin belongs to the tetracyclic antidepressants (TCAs). It is mainly used to treat
depression, anxiety and sleep disorders. Olanzapine belongs to the group of atypical
antipsychotics. It is used to treat psychotic conditions such as schizophrenia and
schizoaffective disorders. Phytoextraction is an environmentally friendly process that allows
the removal of residual concentrations of pollutants from aquatic ecosystems. These
pollutants can be released into the environment even after passing through a wastewater
treatment plant. Unfortunately, even the treatment of water for drinking purposes cannot
completely remove residual concentrations of pharmaceutical substances. This has led to a
constant search for new methods of wastewater decontamination. In this work, seed corn (Zea
mays L) plants were used for phytoextraction experiments. Cultivation experiments showed
that at a starting concentration of both substances of 5 mg/l, the concentration of mianserin
decreased to 7% of its original concentration in the medium in 48 h, while for olanzapine,
within 96 h, its concentration dropped below 1% of the original value. Concentrations were
determined by HPLC. In a study of extractable residues, it was found that significantly higher
translocation to aerial parts occurs with mianserin.

Furthermore, the effect of mianserin and olanzapine on plant metabolism was investigated.
The activities of free and membrane-bound peroxidases were determined and mostly showed
an increase compared to the control plant. Guaiacol peroxidase and ABTS-peroxidase
activities in both leaves and roots showed an increase again compared to the uncontaminated
control. Furthermore, the amount of proteins was determined according to Bradford assay and
electrophoretic separation was performed under native conditions to determine the activity of
glutathione transferase and free peroxidases. Most glutathione transferase isoforms were

found in the leaves of mianserin-contaminated plants.

Key words: mianserin, olanzapine, phytoextraction, HPLC, wastewater
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Pouzité zkratky

ABTS
BSA
CAT
SOD
PXs
GPX
APX
GR
DHAR
HPLC
LOD
LOQ

PPCP

ROS

SSRI

Uv

2,2¢-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)
hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)
katalaza
superoxiddismutdza
peroxidazy
glutathionperoxiddza
askorbatperoxidaza
glutathionreduktaza
dehydroaskorbatreduktaza
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
mez detekce (z angl. limit of detection)
mez stanovitelnosti (z angl. limit of quantification)
farmaka a produkty osobni péce (z angl. pharmaceuticals and personal care
products)
reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
slektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (z angl. selective
serotonin reuptake inhibitors)

ultrafialové zafeni (z angl. ultraviolet)



1. Uvod

Rozvoj védy a techniky pftispél rozhodujicim zptisobem ke zvySeni zivotni urovné lidské
spole¢nosti, prodlouzeni stfedni délky zivota a starnuti populace, coz s sebou nese i negativni
jevy napf. vysSi nemocnost populace. S vysSi nemocnosti zdroveil uméerné roste i spotieba
1é¢iv, jejich expanzivni rozvoj a snadnéjsi dostupnost. S vyssi spotfebou 1€Civ roste 1 zajem o
analyzy metabolismu 1é¢iv, a rovnéz jejich rezidui, kterd mohou pronikat do komundlniho
odpadu a tim jej kontaminovat fadou toxickych latek (xenobiotik). Léciva patii v soucasné
dobé mezi vyznamné polutanty (chemicka latka, kterd ma v urCité koncentraci a délce
pusobeni negativni vliv na zivy organismus). Tyto latky zlstavaji v zivotnim prostiedi
pomérné dlouho v aktivni biologické formé a jejich dopad na Zivotni prostfedi neni presné
znamy. Tato situace otevira fadu diskusi napiiklad ohledné mozného nartstu klinicky
vyznamnych bakterii, rezistentnich vii¢i dosud u¢innym Iéktim v prvni fad¢ antibiotiktim.
Dilezitou roli zde mohou sehrat i pfedpokladané klimatické zmény, spojené s obdobimi sucha
a nedostatkem vody. V kombinaci s dalSim pfedpokladem rostouciho poctu obyvatel planety
toto predstavuje zdvazny problém v oblasti ekotoxikologie.

Rezidua metabolismu 1é¢iv ¢i jejich nezménéné formy vstupuji do vodniho fetézce nékolika
cestami. Hlavni cestou proniknuti je jejich vylouceni (moci, stolici) do odpadnich vod a
nasledné do Cistiren odpadnich vod. Zde probihajici procesy nejsou na takové trovni, aby
stoprocentné¢ eliminovaly vSechna xenobiotika a zamezily vzrastajici koncentraci zdravi
skodlivych latek v pfirodé. Cést t&chto rezidui se mize dostat do povrchovych vod a
kontaminovat tak vodni organismy.

Mezi dalsi cesty patfi nemocni¢ni odpady, odpadni vody z primyslové vyroby a prlsaky
skladek odpadnich vod, coz vede ke zvySovani koncentrace 1é¢iv v Zivotnim prostiedi .
Metody pro odstranéni téchto latek se tak stdvaji z ekotoxikologického hlediska jednou

z prioritnich zéleZzitosti.



2. Cile prace

Projekt bakaléiské prace je zaméfen na fytoextrakci psychoaktivnich substanci mianserinu a
olanzapinu z hlediska fytoremediacnich technologii a zaroven z hlediska moznosti posouzeni

potravinovych fetézcl. Pro feseni zadaného tkolu byly vytyCeny zakladni cile:

1. Priprava modelové testovaci kultury rostlin Zea mays L

2. Provést fytoextrakcni experimenty u obou studovanych substanci (olanzapinu a
mianserinu) metodou sterilni hydroponické kultivace na médiu obohaceném o
studované slouceniny se sledovanim casové zavislosti ubytku polutantu.

3. Casovy tibytek sledovat pomoci HPLC analyz na zdkladé kalibracni zavislosti.

4. Stanovit vliv pouzitych psychofarmak na metabolismus rostlin kukurice seté.
- Stanovit aktivitu volnych a membranove vazanych peroxidaz, ABTS-peroxidazy a
guajakolperoxidazy
- Detekce izoforem glutathiontransferazy a peroxidaz pomoci nativni
elektroforetické separace.

5. Vyhodnoceni fytoextrakcni ucinnosti v casové zavislosti a vztahu k tvorbé biomasy

6. Stanoveni extrahovatelnych rezidui

7. Posouzeni fytoremediacniho potencidalu kukurice seté viici olanzapinu a mianserinu
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3. Prehled problematiky

3.1 Léciva v Zzivotnim prostiredi

PPCP (pharmaceuticals and personal care products) zahrnuji 1é¢iva na ptedpis 1 bez predpisu,
nelegalni drogy a veterinarni 1éCiva jako napi. antibiotika, hormony, antidepresiva,
prostfedi, a tim kontaminovat dany ekosystém. K tomuto jevu dochazi predev§im
vyluovanim IéCiv a jejich metabolitii moci. Dalsi moznost, jak mohou PPCP znecistit zivotni
prostiedi je, ze to jsou produkty emisi z I€katrskych, pramyslovych, zemédélskych, nebo
domacich aktivit. Kategorie PPCP zahrnuje i tadu dalSich latek jako jsou nejriiznéjsi
kosmetické ptipravky napt. opalovaci krémy, mydla, repelenty a Sampony, které rovnéz
mohou vykazovat nezadouci biologickou aktivitu.

V soucasné¢ dobé se vyzkum cilené¢ zaméfuje predevSim na stanoveni rezidui farmak
v zivotnim prostfedi a to pfedev§im v povrchovych vodach, které jsou nasledné zdrojem
kontaminace celého ekosystému. Léciva a jejich metabolity byly celosvétové nalezeny
v odpadnich a povrchovych vodach v rozmezi koncentraci fddové ng/l az pg/l.

V soucasné dobé existuje nckolik metod ¢iSténi odpadnich vod, které ale neodstramnuji

efektivné vSechny PPCP. 2

Problematika rezidui 1é¢iv je spjata s fadou karcinogennich, mutagennich a reprodukénich
toxickych rizik. Mnohé PPCP ptisobi jako endokrinni modifikatory, které naruSuji funkce
hormonalnich systému u lidi 1 zvifat. Byly zjiStény vazby mezi endokrinnimi disruptory a
neddvnymi piipady zvyseného vyskytu rakoviny prsu a prostaty. Dulezitym aspektem
zneCisSténi vod je také ovlivnéni fauny a flory. Bylo napfiiklad zjiSténo, Ze psychoaktivni
lécivo oxazepam v koncentracich relevantnich pro Zivotni prostiedi zpisobuje u okount

evropskych zvysSenou rychlost krmeni, sniZzeni sociability a zvySenou aktivitu.
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) definovala rezistenci vii¢i antibiotikim jako jeden

z hlavnich problémt vetejného zdravi 21. stoleti. V USA se ro¢né piedepiSe vice nez 250

miliond antibiotik a rozsahlé uZzivani antibiotik vede k jejich zvysené koncentraci v odpadu.
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3.1.1 Zivotni cyklus 1é¢iv

Zivotni cyklus 1é¢iv byl popsan zkratkou LADME — the liberation, absorption, distribution,
metabolism, excretion, coz v piekladu znamena, Ze se 1éCiva nejprve uvolni, pak vstiebaji,
distribuuji, metabolizuji a nakonec jsou vylouceny ven. V soucasnosti se za jeden z nejvétSich
probléml spjatych s touto tématikou povazuji odpadni vody. Patii sem odpadni vody
z domécnosti, nemocnic, pramyslu a ze zemédélstvi. Diive nebylo povazovano znecisténi
zpusobené likvidaci primyslovych odpadi za vyznamny faktor, ale soucasné vyzkumy
ukazuji, Zze nékteré vyrobni tovarny mohou zptisobovat zne¢isténi na mnohem vyssi urovni’
Naptiklad byly zaznamenany velmi vysoké koncentrace venlafaxinu v €istirn¢ odpadnich vod,
do které byly vypoustény odpadni vody z velkého priimyslového zavodu pobliz Jeruzaléma
v Izraeli."

Vyzkum provedeny v méstskych fekdch v Pekingu, Changzhou a Shenzhenu v Cing
identifikoval 28 chemickych slou€enin, které spadaji do péti rliznych terapeutickych kategorii.
Vysledky studie ukézaly, Ze antibiotika tvofila ptiblizné polovinu vSech zjisténych
kontaminantd. Mezi sloueniny s nejvysSimi primérnymi koncentracemi patiily
sulfadimethoxin, sulpirid a atenolol.

Screening vzorkl surové pitné vody ve Svycarském Lausanne odhalil pfitomnost 37 1é¢ivych
latek, ¢tyf hormont a rtznych dalSich mikropolutanti. Podobné vyzkum na Pyrenejském
poloostrove zjistil pritomnost 1€¢iv a produkti osobni péce ve vSech Ctyfech fekach, pficemz

koncentrace 1é¢iv a hormont byly vy$si nez koncentrace produkti osobni péce. 2

3.1.2 Psychofarmaka v Zivotnim prostiedi

Psychofarmakim je vénovana specialni pozornost nad ostatnimi terapeutickymi skupinami
hlavné ze dvou divoda. Prvni znich je spojen s jejich rozSifenym uzivanim, které¢ dle
nékterych autorii podpofila i koronavirova krize. Druhym divodem je jejich potencial vyvolat
ekotoxikologické poskozeni.*

Terapeutické cile a fyziologické systémy, na které psychofarmaka plsobi se netykaji
vyhradné ¢lovéka. Mnoho z téchto struktur a signédlnich drah jsou pfitomné také u jinych
zivych organismil. N&které behavioralni testy, napiiklad uzkosti, strachu nebo stresu, kde se

testuji experimentalni 1é&iva se provadgji na rybach.?
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Ryby sdileji mnoho neurotransmiterti a signalnich drah s ndmi. Biogenni monoaminy, jako je
napi. serotonin, dopamin, noradrenalin apod. se vyskytuji jak u obratlovcd, tak u
bezobratlych.Tyto latky jsou z evolu¢niho hlediska tak staré, ze se vyskytuji i v organismech
mimo Zivodisnou ¥i$i. Acetylcholin je napiiklad pfitomen u hub a bakterii,>'serotonin se
nachazi u rostlin.?

V rostlinach se mohou naptiklad hromadit benzodiazepiny, které mohou piisobit na jejich
GABAergni systém.?® Sertralin (antidepresivum) ovliviiuje sedimentarni nitrifikaéni procesy

tim, ze méni mikrobialni troficky fetézec.?*

3.1.3 Utinky znedidténi 1é¢ivy na lidské zdravi

Vliv znecisténi psychofarmaky na lidské zdravi je doposud pomérné maélo prozkouman.
Organizace WHO zvefejnila vroce 2012 zpravu, kde dospéla k zavéru, Ze koncentrace
psychofarmak ve vodovodni vodé& by neméla piedstavovat zadné zdravotni problémy.?
Pfitomnost psychofarmak v Zivotnim prosttedi by vSak mohla byt problém pro nejzranitelné;si
skupiny pacientfi, napt. alergiky?

Pravdépodobné nejznaméjSim piikladem Skodlivého ucinku na lidské zdravi v dasledku
zneCisténi 1éCivy je narust poctu bakterii s rezistenci vuci antibiotikiim, coz je v dnesni dobé
povazovano za nejvetsi celosvétovy problém spojeny s touto problematikou v oblasti
vetejného zdravi. Zde je zasadni filozofie ,,jednoho zdravi“, kterd se domniva, ze lidské
zdravi tizce souvisi se zdravim Zivotniho prostedi.?’

Nekteti autofi naznacuji, ze psychoaktivni latky ptfitomné v Zivotnim prosttedi mohou byt
potencionalné spojeny s lidskymi neuropsychiatrickymi poruchami, jako je autismus,
Alzheimerova choroba, nebo schizofrenie, protoZze jsou schopny piekrocit bariéry ovliviujici

vyvoj embryonalniho mozku.?
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Obriazek 1: Transport 1é¢iv v Zivotnim prosti‘edi, prevzato od ALS Czech Republic, s.r.o.

3.2 Psychofarmaka

Psychofarmaka patii mezi 1é¢iva, ktera maji vliv na centralni nervovou soustavu, a proto je
fadime mezi psychoaktivni latky. Psychofarmaka musi byt za fyziologickych podminek
lipofilni, aby mohla pfechazet z krevniho fecisté skrz hematoencefalickou bariéru. Jde o
velmi rozmanitou skupinu léciv, ktera zahrnuje anestetika, analgetika, antidepresiva,
anxiolytika, antipsychotika, stimulancia atd.’

Farmakologicky jsou casto definovana podle svych interakci s bunéénymi enzymy a
neuromediatorovymi receptory a/nebo transportnimi proteiny.

Tyto 1éky ovlivituji duSevni funkce a zaroveinl se vyuzivaji k 1écb€ dusevnich poruch. Mohou
(bdelost),

Psychofarmaka se d€li do riiznych skupin s ohledem na indikace, pfi¢emz primarni jsou léky

ovlivitovat  védomi afektivni slozku a psychickou interakci (mysleni).

proti depresi (antidepresiva) a mdanii (antimanika, dysforika, thymoprofylaktika), 1€ky na

zlepSeni duSevni ¢innosti a paméti, 1éky proti demenci a na zlepSeni mozkového metabolismu
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(nootropika, kognitiva), 1éky na uklidnéni a snizeni tizkosti (anxiolytika, trankvilizéry), 1éky
navozujici spanek (hypnotika) nebo naopak stimulujici Iéky (psychostimulancia) a

v neposledni fad¢ sem patii léky pii 1éEbe schizofrenie (neuroleptika, antipsychotika)

Psychofarmaka jsou malé molekuly, které ovlivituji chemicky pfenos nervového signalu, maji
rizné mechanismy uc¢inku, ktery je zpravidla spojen s ovlivnénim neurotransmiterti, které
maji za ukol inhibovat, nebo naopak zesilit jejich uc€inek. Pfi hledani téchto mechanismi,
které vedou ke vzniku duSevnich poruch jsme do zna¢né miry odkézani na nepfimé metody,
piredevsim na studium mechanismil ucinku psychotropnich latek v podminkéch in vitro a in
vivo. Modernéjsi 1éky maji relativné selektivngjsi ucinek s ohledem na zadouci ptisobeni na

piislusny transmiter nebo jeho receptor, coz snizuje vyskyt nezddoucich vedlejsich uginkd. ©

3.2.1 Klasifikace psychofarmak
Psychofarmaka lze rozdélit podle ucinku na duSevni funkce. Tento zpusob klasifikace je

uveden v tab.1”

Tabulka 1: Rozdéleni psychofarmak podle ucinku na dusevni funkce

Parametr smysl ovlivnéni skupina psychofarmak

Latky ovlivitujici bd€lost a stav | pozitivni uc¢inek psychostimulancia

veédomi negativni u¢inek hypnotika, narkotika

Latky ovliviujici afektivitu pozitivni uc¢inek antidepresiva, anxiolytika
negativni U¢inek antimanika

Latky  ovliviigjici  Groven | pozitivni ucinek antipsychotika

psychické inteligence negativni u€inek delirogeny, halucinogeny

Latky ovliviujici pamét’ pozitivni uc¢inek kognitiva a nootropni latky
negativni u¢inek amnesticky ucinné latky
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3.3 Antidepresiva

Antidepresiva pfedstavuji skupinu 1€k s nejriznéjsi chemickou strukturou a mechanismem
ucinku. Jejich hlavni funkcei je ovlivnéni pfiznakti deprese a dalSich symptomt depresivniho
chovani.® Tyto 1éky byly uvedeny na trh pied 60 lety. Terapeutické indikace zprvu zahrnovaly
jen depresivni poruchy, ale jejich vyuziti je mnohem S§irsi, mezi dalsi indikace antidepresiv
patfi napf. uzkostné poruchy (panicka porucha a agorafobie, socialni fobie, obsedantné
kompulsivni porucha-OCD, posttraumatickd stresova porucha- PTSD, generalizovana
uzkostnd porucha-GAD). Tyto léky mohou byt také pouzivané pii chronické bolesti a
v neposledni fad€ nachézeji své vyuziti v 1écb& nespavosti a u poruch pfijmu potravy.
Indikaéni spektrum téchto 1éCiv je velmi rozsahlé, nejveétsi ,,boom* vznik mezi lety 2003 az

2008, kdy stoupla preskripce t&chto 1ékii téméf 0100%.°

Z klinického hlediska je tedy nezbytné znat jak mechanismus ucinku, tak i mozné disledky a
interakce s ostatnimi 1é¢ivy. Cilem 1éCby antidepresivy je dosazeni, pokud mozno plné remise,
ktera by mohla teoreticky nastat v rozmezi od 4 tydni (deprese) az po 3 mésice u obsedantné

kompulsivni poruchy.
3.3.1 Mechanismus pusobeni:

Prakticky vSechna antidepresiva plsobi na dysfunkéni noradrenergni (NA) a serotogeni
neurotransmiterové systémy. Uloha hlavniho noradrenergniho jadra, locus coeruleus (LC) a
jeho projekci do limbickych struktur, frontalni a prefrontalni oblasti v etiologii deprese byla
dlouho neobjasnéna. Diive se ptfedpokladala jeho snizend aktivita, kterd by vedla ke snizené
hladin€ NA. Pozdéji vSak v preklinickych studiich bylo prokazéno, Ze maximalni stimulace

inhibi¢nich alfa2 adrenergnich receptorti vede k antidepresivnimu téinku. '

Uloha serotoninu (S-HT) v etiologii deprese zistava stale nejasna. Veskery 5-HT je
syntetizovan z aminokyseliny L-tryptofanu v hlavnim serotonergnim jadie. Deplece tohoto
prekurzoru u zdravych dobrovolnikl s ptibuznymi 1.stupné trpicich depresi zplsobuje
depresivni naladu.'' V mozku se vyskytuje celkem 14 riznych 5-HT receptorti, z nichz

nejdualezitéjSim pro antidepresiva jsou podtypy S-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C a 5-HT1A.
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3.3.2 Mianserin

Mianserin patii mezi tzv. tetracyklickd antidepresiva (TCA). TCA jsou latky, které zvysuji
koncentraci monoamint (noradrenalinu, serotoninu a dopaminu) v limbické oblasti. Primarné
se tak d¢je blokadou jejich zpétného vychytavani. Tyto latky také ovliviuji celou fadu dalSich
receptorovych systému vcetné muskarinovych, histaminovych a adrenergnich. Mezi dalsi
zastupce TCA patfi: Imipramin, Desipramin, Dibenzepin nebo naptf. Doxepin. Mimo
antidepresiva je mianserin také fazen 1 do skupiny noradrenergnich a specifickych
serotoninergnich antidepresiv (NaSSA), stejné jako jeho analog mirtazapin. Z hlediska
farmakodynamiky ma mianserin kombinované noradrenergni a serotoninergni pusobeni, je
inhibitor zpétného vychytavani NA a antagonista (inverzni agonista), adrenergnich a
histaminovych receptorii. Mianserin prakticky neovliviiuje cholinergni systém. Pokud je
mianserin podan perordlné je rychle a dobfe absorbovan. Farmakokinetické parametry jsou
uvedeny v tabulce ¢. 1. Lék Ize podavat 1x za den vzhledem k dlouhému elimina¢nimu
polocasu. Stalé plazmatické hladiny je dosaZeno za 6 dni. Mianserin podléha extenzivnimu
hepatdlnimu metabolismu, pfevazné cestou demethylace a oxidace a nasledné konjugace.
Béhem 7-9 dnti je vyloucen v moci (4-7%) a ve stolici (14-28%). Mianserin je dobfe sndSen
pacienty a to i pacienty s_kardiovaskularnim onemocnénim. Dobfe ho snési i pacienti ve
vys$im véku. Oproti latkdm TCA vykazuje pii predavkovani méné kardiotoxickych ucinkd.
V terapeuticky U¢innych davkach takika neovliviiuje kardiovaskularni soustavu a nema
prakticky Zadné anticholinergni G€inky. Mianserin mé téZ sedativni vlastnosti, které jsou
zpusobovany jeho antagonistickym plisobenim na histaminové H; a o, receptory. Vyssi
sedace se objevuje na pocatku 1écby a pii dlouhodobé 1€€be€ se sedativni uc€inky snizuji. Dale
je pacienty uvadéno zvySeni télesné hmotnosti nebo hypotenze. U pacientti, u kterych byl
aplikovan, byl téz zjiStén ubytek kostni dfené, coz se zpravidla projevovalo jako

granulocytopenie nebo agranulocytoza. '?
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Obrazek 2: Struktura mianserinu

3.4 Antipsychotika

Léciva, které se pouzivaji v 1écbé schizofrenie, psychotickych stavi, tlumeni neklidu a
agresivity. VSechna antipsychotika blokuji dopaminové neuroreceptory. Jednotliva

antipsychotika se 1isi mirou blokady D2 receptorti a plisobeni na dalSich receptorech.

3.4.1 Olanzapin

Olanzapin je antipsychotikum 2. generace ze skupiny MARTA (Multi-Acting Receptor
Targeted Antipsychotics), chemicky thienobenzodiazepin. Tato latka mé Siroké
farmakologické piisobeni na fadu receptorovych systému: 5-HT2A ¢,

5-HT3s, 5-HTs, dopaminoveé D1,D2,D3,D4,Ds, cholinergni muskarinové receptory (M1-Ms),
a-adrenergni a histaminové Hi receptory. Olanzapin ma vyssi afinitu k serotoninovym 5SHT>

receptorim nez k dopaminovym D; receptorum.

Farmakokinetika po perordlnim podani je ovlivnéna vékem (nad 65 let), absenci koufeni a
pohlavim (Zeny). U pacientli ve v€ku nad 65 let byl zjistén polocas 51,8 hodin a u mladsich
pacientil pak 33,8 hodin. Plati, Ze vstfebavani neni ovlivnéno potravou. Orodisperzivni forma
je bioekvivalentni k tabletové formé. Metabolity vykazuji nizs$i farmakologickou aktivitu nez
olanzapin. Rendlni insuficience u pacientd, ve srovnani se zdravymi, nezplsobovala
vyznamny rozdil polo¢asu eliminace nebo clearance.

Pii perordlnim podani je olanzapin U€inny v lé€bé pozitivnich, negativnich 1 afektivnich
ptiznakl schizofrenniho onemocnéni oproti placebu. Klinicky vyznamné je také antimanické

plsobeni olanzapinu ve srovnani s placebem. U bipolarni deprese dosahoval p.o. olanzapin ve

18



srovnani s placebem vice odpovédi a remisi. Po dosaZeni remise z manické faze BAP byl
olanzapin vice efektivni v udrzovaci 1é¢be nez placebo nasledujicich 12 mésici.

Jako nezadouci ucinky pfi perordlnim podani je uvadéna ospalost, pfibyvani na vaze
vpruméru 6 kg za rok, vy$$i chut kjidlu, zvySené hladiny cholesterolu, glukézy a
triglyceridi, glykosurie, obstipace, akatizie, parkinsonismus, anticholinergni ucinky,
pfechodné asymptomatické zvySeni jaternich transamindz, eozinofilie, vyrazka, astenie popf.

tinava a otoky'?

N
@ N S
H
Obriazek 3: Struktura olanzapinu

3.5 Detoxikacni procesy v rostlinach

Stejné€ jako jiné Zivé organismy jsou i rostliny otevienym systémem, ktery je ovliviiovan
svym okolim. V prabéhu Zivota jsou rostliny vystaveny vlivu cizorodych latek (xenobiotik)
nejriiznéjsi povahy a pitvodu. Snahou rostlin je eliminovat vliv téchto latek, protoze mohou na
organismus pusobit toxicky. Zplisob obrany se 1i$i v zavislosti na chovani xenobiotik viici
buiice, hlavné viici biologickym membranam. Méné nebezpecné jsou pro rostliny latky, které
neprojdou pies plazmatickou membranu (nejCastéji polarni, hydrofilni povahy). Na druhé
stran¢ nepolarni, lipofilni latky mohou samovolné piejit pfes membranu a ovliviiovat
metabolismus bunky.

Pokud nastane tato situace, tak se builka snazi vyporadat s existenci xenobiotika mechanismy
souhrnné zvanymi detoxikac¢ni reakce. I pfes fadu vyzkumu plati, Ze u rostlin jsou informace

o pfeméné cizorodych latek stdle nedostacujici. Xenobiotika vstupuji do rostlin a jsou ji
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zpracovavana. Béhem detoxikace rostlina chemicky méni danou latku tak, aby ji buitka mohla
transportovat do kompartmentti, kde neSkodi, a tim je eliminovéna jeji toxicita. Detoxikacni

reakce 1ze podle typu reakce rozdglit do tfi fazi: derivacni, konjugaéni a exkre¢ni'*

3.6 Antioxidac¢ni systém rostlin

Rostliny musi byt schopné pfizpisobit se zméndm ve vné&jSim prostfedi a chranit se pied
patogeny. Jejich metabolismus proto musi byt dostatecné adaptivni. Neptiznivé podminky a
utoky patogent vyvolavaji rostliné stres, coz vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku
(ROS)¥. Mezi ROS patfi napt. peroxid vodiku (H202), singletovy kyslik (102), hydroxylovy
radikal (HOe) a dal8i molekuly s vysokou reaktivitou odvozené od kysliku. Hlavnimi zdroji
ROS v rostlindch jsou fotorespirace, fotosyntéza, fixace dusiku a stres.’® Aby se predeslo
oxidativnimu poskozeni, musi byt ROS co nejrychleji redukovany pomoci antioxida¢niho

systému rostlin. 2

3.6.1 Neenzymovy antioxida¢ni systém rostlin

Askorbat (ASC) a glutathion (GSH) patii mezi kli¢ové molekuly, které tvoii neenzymatickou
cast antioxidac¢niho systému rostlin. Tyto latky se nachazi v cytoplazmé, mitochondriich,
peroxisomech a chloroplastech, pficemz ASC se navic nachazi i v apoplastu. Hlavni funkci
téchto latek je ochrana bunky pied oxidativnim poskozenim. ASC a GSH také figuruji jako

soucést signalnich drah’!

3.6.2 Enzymovy antioxidacni systém rostlin

Mezi hlavni enzymy antioxidac¢niho systému rostlin patii superoxiddismutdza (SOD), katalaza
(CAT), peroxidazy (PXs), glutathionperoxidaza (GPX), askorbatperoxiddza (APX),
glutathionreduktdza (GR) a dehydroaskorbatreduktdza (DHAR). Tyto enzymy zafizuji
degradaci ROS. Enzymovy a neenzymovy antioxida¢ni systém mezi sebou vzajemné

spolupracuji. *2

3.6.2.1 Peroxidazy
Peroxiddzy patii mezi homoproteiny. Vyskytuji se v nejriznéjSich izoformach. Jejich
molekulova hmotnost je okolo 50 kDa.>*. Jsou schopny oxidovat vice substratii v piitomnosti

peroxidu vodiku a Casto obsahuji prostetickou skupinu ferroprotoporfyrin IX. MnoZstvi
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izoforem v rostlinach se zvySuje diky posttranslaénim modifikacim®*. Peroxidazy jsou
klasifikovany do tfi tfid, z nichz tfidy I a III jsou pfitomny v rostlindch. Do tfidy I patfi
napiiklad askorbatperoxiddza (APX), zatimco zastupcem tiidy III je guajakolperoxidéaza
(GuPX) *°. Peroxidazy, které patii do III. t¥idy maji mnoho dalsich funkci. Ugastni se riznych
fyziologickych procesti, napi. metabolismu auxinli, polymerizace slozek bunécnych stén a

obrana proti patogentim.>¢

3.6.1.2 Guajakolperoxidaza

Mezi jeji hlavni funkce patii katalyza oxidace fenolickych latek (tedy zejména guajakolu) za

piitomnosti peroxidu vodiku. Tento enzym patii do III. tiidy peroxidaz.>®

3.7 Fytoremediace

Fytoremediace je technologie vyuzivajici zelené rostliny nebo rostliny ve spojeni s
mikroorganismy k rozkladu, fixaci nebo akumulaci riznych latek znecist'ujicich piidu, vodu a
vzduch. Moderni fytoremediace je stile na pocatku vyvoje, k némuz ptispiva hlavné
narustajici porozuméni molekuldrnim a biochemickym mechanismim metabolickych déja v

rostlinach.'*

3.7.1 Typy fytoremediace

Fytoextrakce je metoda, pfi které rostliny akumuluji kontaminant, pak jsou sklizeny a
zpracovany. Timto zplGsobem se odstraiiuji hlavné ionty kovi, ale lze takto odstranovat i
vysoké koncentrace kovii, akumuluji velké mnozstvi kovli v nadzemnich CcCastech
(kontaminované c¢asti lze jednoduse sklidit), maji rozsahly kofenovy systém, rychle rostou a
produkuji velké mnoZstvi biomasy. Patii sem napf. rostliny z celedi Brassicaceae
(brukvovité). Existuji 1 rostliny s vyrazn¢ vyssi akumulacni schopnosti, vétSinou patticich do
skupiny sukulentti. Nevyhodou téchto rostlin je ovS§em jejich pomaly rtst, tim 1 malé mnozstvi
biomasy a také nejde o rostliny Siroce rozsifené a snadno kultivovatelné v reédlnych
podminkach. Cestou pro vyvoj rostlin s ptiznivéj$imi vlastnostmi pro fytoextrakci mize byt

napi. Slechténi tradi¢nich plodin s tendencemi hyperakumulovat kovy nebo kiiZeni

hyperakumulétort.'
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3.7.1.1 Rhizofiltrace

Dochazi k absorpci, koncentraci a precipitaci xenobiotik z proudici vody koieny zivych
rostlin. Timto zplsobem je mozné Cistit povrchové, odpadni nebo extrahované podzemni
vody obsahujici nizké koncentrace kovii nebo radionuklidii. Lze pouzit jak suchozemské i
vodni rostliny. Rostlinou vyuzivanou pii dekontaminaci vod znecisténych kovy a zejména
radionuklidy, je slunecnice ro¢ni. Hojné jsou také vyuzivany mokiadni rostliny jako orobinec,

rakos, sitina ¢i ostfice. '

3.7.1.2 Fytodegradace

Vyuziva rostliny a s nimi asociovanou mikrofloru k degradaci kontaminanti na netoxické
latky. Tuto metodu lze vyuzit ptfi dekontaminaci ptidy, sedimentt, kal, podzemni vody i
povrchové vody znecisténé organickymi latkami, jako jsou vybusniny, chlorovana
rozpoustédla, herbicidy ¢i insekticidy. Metodu fytodegradace 1ze vyuzit tam, kde produktem

metabolickych aktivit jsou latky netoxické nejen pro rostliny, ale i pro ostatni organismy.'*

3.7.1.3 Rhizodegradace

Neboli rostlinami podporovana bioremediace, je metoda, kdy jsou organické latky v padé
Casto rozloZeny na jednodussi latky nebo jsou kompletné mineralizovany na CO2 a H>O
pomoci bakterii, které se v piidé bézné vyskytuji a jejichZ mnoZstvi a rliznorodost mohou byt
ovlivnény ptitomnosti kofent rostlin a jejich ptisobenim. Velkou vyhodou rhizodegradace je,
7ze neni nutné rostliny sklizet a zpracovavat je, protoze v nich nedochazi k akumulaci

kontaminantu. '

3.7.1.4 Fytostabilizace

Fytostabilizace vyuZiva vegetace ke sniZzeni mobility kontaminanti (hlavné kovi), pficemz
dochazi k zabranéni jejich migrace do podzemni vody (prosakovani), transportu vétrem a k
jejich vstupu do potravniho fetézce. Ke sniZeni transportu kontaminantu v pad¢, sedimentu
nebo v kalu dochdzi napt. absorpci a akumulaci kontaminantu kotfeny, oxidaci ¢i redukci,
pfevedenim na nerozpustnou formu nebo zabudovanim do ligninu ¢i do humusové slozky
pudy pfi procesu humifikace. Hlavni vyhodou fytostabilizace je, Ze kontaminovana piida se

nemusi tézit a odvazet, vegetaci 1ze pouzit in situ.
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Naproti tomu nevyhodou fytostabilizace je dlouha doba remediace, nebot’” kontaminant neni
odstraniovan, ale zistavd na misté., proto je nutné zajistit, aby v budoucnu nedoslo k
ope€tovnému uvolnéni kontaminantu do prostfedi. Vegetaci uzitou pro fytostabilizaci je v fadé
piipadii nutné podpofiit hnojenim nebo modifikaci ptidnich vlastnosti pomoci rtiznych latek
aplikovanych do pidy. Vyuzitelnymi rostlinami pro fytostabilizaci jsou rostliny schopné
snaset danou koncentraci kontaminantu, majici kofeny zasahujici do kontaminované oblasti a

schopné zménit biologické, chemické nebo fyzikalni podminky v padé.'

3.8 Kukufrice seta

Kukufice setd (Zea mays L.) (déle jen kukufice) je puvodni plodinou v tropickych a
subtropickych oblastech Jizni a Stfedni Ameriky. S péstovanim kukufice zacali jiz Aztékove,
Mayové a Inkové pred 5 600 lety. Vzhledem k jeji znacné prizptisobivosti na okolni
podminky ji 1ze péstovat v rizném klimatu, nadmotské vySce 1 pfi riizné délce dne, kdy
vegetacni doba a svételné podminky jsou hlavnimi faktory urcujicimi, zda je dana geograficka

oblast vhodna pro jeji péstovani '°

vvvvvv

vyuziti, jak v lidské potravé, tak jako krmivo pro zvifata. Kukufice je jednoleta rostlina, ktera
dortsta do vysky 2 az 3 m, tvoii listy dlouh¢ az 100 cm a Siroké 5 az 10 cm. Kromé
rozsahlych adventivnich kofenli vytvari jest¢ nadzemni chiidovité kotfeny s opornou funkei.
Jednopohlavni kvéty jsou rozdéleny na samci kvétenstvi tvofici lata klaskli a samici

kvétenstvi tvorici ztlust&lé klasy, tzv. palice '°

Rychla tvorba velkého mnoZstvi biomasy, tolerance k vysokym koncentracich tézkych kovii a
schopnost jejich hyperakumulace z ni ¢ini vhodnou rostlinu k pouziti pii fytoextrakci tézkych
kovt, naptiklad kadmia a olova. Ve srovnani s dalSimi obilninami ma nejlépe prozkoumané
geny. Diky svym vlastnostem, jako je rozmanitost nukleotidli, znacnd velikost
hetorochromatickych chromozomu a genova kolinearita s ostatnimi lipnicovitymi, je kukufice

vhodna pro vyzkum genetiky, cytogenetiky i genomiky '’
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

1-chloro-2,4-dinitrobenzen (Sigma-Aldrich, USA)

2-amino-2-methylpropanol (Sigma-Aldrich, USA)

3,3 -diaminobenzidin(Sigma-Aldrich,USA)

Acetonitril, gradient grade, for HPLC, >99.9% (Honeywell, USA)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Askorbat sodny (Sigma-Aldrich, USA)
Bisakrylamid(Sigma-Aldrich,USA)

Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)

Bromfenolova modrf (Sigma-Aldrich, USA)

Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol, p.a. 96% (Lach-Ner, CR)

Ethyl-acetat (Lach-Ner, CR)

Ethylendiamintetraoctan disodny dihydrat (Sigma-Aldrich, USA) Fenazinmethosulfat (Sigma-
Aldrich, USA)

Fenazin methosulfat (Sigma-Aldrich, USA)

Glutathion (Sigma-Aldrich, USA)

Glycerol bezvody (Lach-Ner, CR)

Glycin (Lach-Ner, CR)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

Hydroxid sodny (Penta, CR)

Chlorid hofeénaty hexahydrat (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny (Penta, CR)

Chlorid vapenaty (Lach-Ner, CR)

Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, CR)

Kyselina trihydrogenfosforecnd, > 85% (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina trichloroctova (Sigma-Aldrich, USA)

Malondialdehyd (Sigma-Aldrich, USA)

Methanol, gradient grade, for HPLC, >99.9% (Honeywell, USA)
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Moisky pisek (Lach-Ner, CR)

N,N,N’,N -tetramethyletylendiamin (Thermo, Japonsko)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (Sigma Aldrich, USA) Nitro blue tetrazolium chlorid
(Sigma-Aldrich, USA)

Peroxid vodiku 30% (Lach-Ner, CR)

Peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich, USA) Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma-Aldrich,
USA)

Sachardza (Penta, CR)

Savo Original (Unilever s.r.o., CR)

Siran sodny bezvody (Lach-Ner, CR)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (VWR Life Science, USA)

Triethylamin

Olanzapine (Sigma-Aldrich, USA)

Mianserin hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA)

4.2 Pouzité pristroje

ACD/ChemSketch (Freeware) (ACD/Labs, verze 2020.1.2)

Analytické vahy ABT 120-5DNM (KERN, Némecko)

Centrifuga Spectrafuge TM 16M (Labnet, USA) — 14000 otac¢ek/min, primér rotoru 100 mm
Centrifuga Universal R32 (Hettich, Némecko) — 16000xg

Clarity software (Data Apex, verze 8.5)

Ctecka mikrotitraénich desti¢ek Multiscan go (Thermo Scientific, USA)
Elektroforeticka souprava (Bio-Rad, USA)

HPLC (Ingos, CR) — autosampler LCS 5040, gradientové &erpadlo LCP 5020, detektor SPDM20A
(Shimadzu)

HPLC kolona Agilent Eclipse XDB-C-18, 5 pm, 250 x 4 mm

Kahan Fuego (WLD-TEC, Némecko)

Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu (Labox, CR)

Mrazici box (Liebherr, Némecko)

Piistroj pro piipravu ultra¢isté vody IWA 5 rosol (Watek, CR)

Tlakovy hrnec (Morphy Richards, Velka Britanie)

Ultrazvukova lazen (Fisherbrand, Velka Britanie)

UV/VIS Spektrofotometr Ultrospec 2100 (Amersham Pharmacia Biotech, USA)
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4.3 Pouzity rostlinny material

Zea mays (Kukufice setd), kultivar DKC 3969 (Monsanto CR)

4.4 Pracovni postup

4.4.1 Priprava sterilnich semen:

Nejdtive byl pfipraven roztok Sava o koncentraci 5% a 10%. Nasledné bylo vybrano padesat
semen kukufice seté, které byly rozdéleny na polovinu a vlozeny do dvou Erlenmeyerovych
ban¢k. K semeniim bylo nejprve ptfiddno 20 ml sterilni vody a ponechano deset minut.
Nasledn¢ byla odmasténa v 70% ethanolu po dobu jedné minuty. Poté byla sterilizovana 5%
roztokem Sava s kapkou Jaru po dobu 5 minut, ndsledné 10% roztokem Sava po dobu 5 minut

a nakonec byla dvakrat promyta sterilni destilovanou vodou za aseptickych podminek.

4.4.2 Vysadba a kultivace rostlin

Sterilizované Erlenmeyerovy banky (500 ml) s 10 ml vodovodni vody byly pfeneseny do
laminarniho boxu. Do kazdé baiky bylo za sterilnich podminek vneseno 5 sterilizovanych
semen kukufice. Bailkky byly uzavieny hlinikovou folii, ktera byla nejdiive opalena nad
plamenem. Semena byla kultivovdna v kultivacni mistnosti pfi teploté 26 °C za specifickych
svételnych podminek (16 hodin svétla/8 hodin tmy, zafivky Cool White, 40 W/m2 ze
vzdalenosti 40 cm). Rostliny zde byly ponechany do pozadovaného vzristu. Po 7-9 dnech byl
odstranén zbytek media a do kazdé banky s rostlinami bylo pfidano 100 ml sterilni vodovodni
vody, ktera byla nasledné ze zasobniho roztoku kontaminovéna piisluSnym lé¢ivem. Zasobni
roztok 1éciva byl pfipraven rozpuSténim adekvatniho mnozZstvi substance v dimethylsulfoxidu
tak, aby ptidavek 250 pl zasobniho roztoku lé¢iva do 100 ml kultivaéniho roztoku vytvofil
vstupni koncentraci farmaka 5 mg/l. Vzorky pro analyzy byly odebrany ihned po kontaminaci
rostliny 1é¢ivem, tedy v Case 0 hod (kontrola pocateéni koncentrace) a poté vzdy po 24
hodinach po dobu sedmi dni. Vzorky byly nasledné uchovany v mrazicim boxu. Experiment

byl provadén v 5 soubéznych kulturach.
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Obrazek 4: Sterilizace semen kukurice Obrazek 5: Kultivace rostlin

4.4.3 Zpracovani rostlinného materialu

Hned po poslednim odbéru vzorka byly rostliny vyjmuty z ban¢k, omyty destilovanou vodou
a osuseny pomoci filtracniho papiru. Poté byly oddéleny zbytky semen, separovany listy od
kotenll a oba rostlinné materidly byly zvazeny. Postup u vSech rostlin byl analogicky. Vzorky
byly poté zmrazeny kapalnym dusikem a ulozeny v mrazicim boxu pro néasledné biochemické

experimenty.

A

Obrazek 6: Oddéleni semen kukufrice seté
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4.4.6 Extrahovatelna rezidua

Ze separatnich bezodbérovych kultivaci po dobu 7 dnii byly ziskany kontaminované rostliny.
Kofeny byly oddéleny od listh a ob¢ ¢asti byly zvlast' zpracovany v tfeci misce pomoci
tloucku. Pomoci tekutého dusiku byl materidl rozetfen spolu s motskym piskem. K této smési
bylo pfidano 20 ml ethyl-acetatu. Nasledné byla smés prelita do baiky a ultrazvukovana po
dobu 5 minut. Suspenze byla zfiltrovana a k filtratu byl pfidan bezvody Na,;SO4 jako susidlo.
Roztok byl nechan se suSidlem pifes noc a druhy den byl piefiltrovan a filtrat odpafen do
sucha za vakua. Odparek byl zvazen a rozpustén v 1 ml methanolu. Pifed HPLC analyzou byl

vzorek 4x ziedén mobilni fazi a centrifugovan.

Obrazek 7: Homogenizace rostlinného materialu

4.4.7 Analyza pomoci HPLC

Utinnost fytoextrakce byla analyzovana pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie
(dale jen HPLC). V pfipad¢ olanzapinu byla vyuZita mobilni faze, kterd byla tvofena
acetonitrilem a vodou v poméru 7:43 (v/v), k tomuto roztoku bylo pfiddno 2,5 ml H;PO* na
okyseleni a 50 pl triethylaminu, celkovy objem roztoku byl jeden litr. Jako mobilni faze pro
mianserin byla pouzita smés methanol: voda v poméru 1:9 (v/v) a pH roztoku bylo upraveno
pomoci H3PO4 na pH 3. Obé faze byly po ptipravé ultrazvukovany po dobu 15 minut. V

pfipad€ mianserinu byla pouzita gradientova eluce (Roztok A — popsand mobilni faze, roztok
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B — methanol, gradient: 0-3 min 100% A, 3-6 min 0-100% B, 6-13 min 100 % B, 13-15 min
0-100 %A). V pripad¢ olanzapinu byla pouzita isokratickd eluce. Pro analyzu byla pouzita
kolona Agilent Eclipse XDB-C-18, s rychlosti pratoku 1 ml/min a zrnitosti 5 um za
laboratorni teploty. Detekce UV mianserinu bylo provedeno pii 233 nm a olanzapinu
probéhlo pii 270 nm.

Pro ucely vyhodnoceni koncentraci v méfenych vzorcich byla pouzita kalibrace ziskana
zméfenim kalibracni sady roztokti piisluSnych standardli mianserinu a olanzapinu o
koncentracich 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 mg/l. Vlastni vzorky z experimentii byly po rozmrazeni
centrifugovany po dobu péti minut pii 1400 otackach za minutu (pramér rotoru 100 mm).
Poté bylo aplikovano do chromatografu vzdy 20 ul jednotlivych vzorkl a méteni probihalo po

dobu 15 minut. Vysledky byly zpracovany pomoci programu Clarity.

4.5 Popis pracovniho postupu pro biochemickou analvzu rostlin

4.5.1 Priprava rostlinnych extrakti pro stanoveni aktivity enzymi

Listy a koteny byly homogenizovany ve tfeci misce za pouziti kapalné¢ho dusiku. Poté bylo k
této smési pridano Ctyfndsobné mnozstvi extrakéniho pufru nésledujiciho slozeni: 100 mM
Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM dithiotreitol (dale jen DTT) ; 1 mM EDTA a 10 mM askorbéat sodny.
Poté bylo k této smési pfidino 4 mg/ml PVP, pro vazbu fenolickych latek. Smés byla
centrifugovana pii 15 000 g a teplot€ 4 °C po dobu 15 minut. Vznikly supernatant byl odebran
pomoci automatické pipety a byl pouZit jako rostlinny extrakt pro stanoveni obsahu bilkovin a

enzymove aktivity.

4.5.2 Stanoveni koncentrace proteinii dle Bradforda

V kazdém z ptipravenych rostlinnych extraktl byl stanoven obsah proteinii. Byl vytvofen
roztok z 20 pl vhodné zfedéného rostlinného extraktu a 200 pl Bradfordova ¢inidla, které byly
pipetovany do mikrotitracni desticky, kterd byla nechana inkubovat po dobu 10 minut pfi
laboratorni teploté, nasledné byla zméfena absorbance pii vinové délce 595 nm. Pro kalibraci
byly pouzity rtizné koncentrace roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) v rozmezi 0,1-

0,5 mg/ml.
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4.5.3 Stanoveni aktivity volnych peroxidaz preménujicich substrat ABTS

Pro stanoveni ABTS-peroxidové aktivity bylo piidano pomoci automatické pipety 80 ul 50
mM fosfatového pufru (pH 7,0), 5 ul 49 mM peroxidu vodiku, 100 ul jiz komercéné
pfipravené¢ho roztoku ABTS a 20 pl rostlinného vzorku. Ihned po pfidani vzorku byla
kontinudln¢ meétena absorbance po dobu 5 minut pii vinové délce 414 nm a laboratorni

teploté. Méteni bylo provedeno dvakrat, vzdy ve tfech opakovanich.

4.5.4 Stanoveni aktivity celkovych volnych peroxidas

Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 155 ul 50 mM fosfatového pufru, pH 7,0; 49
mM roztoku H20Oz; 20 pl roztoku DAB o koncentraci 4 mg/ml v 96% (v/v) ethanolu a 20 pl
rostlinného extraktu. Thned poté byla kontinualné métena absorbance po dobu 5 minut pfi

vlnové délce 430 nm za laboratorni teploty. Test byl proveden dvakrat ve tfech opakovanich.

4.5.5 Stanoveni aktivity membranové vazanych peroxidas

Sediment ziskany pfi ptipravé extraktu (viz vyse) byl rozpustén v extrakénim pufru (100 mM
Tris-HCI puftr, pH 7,8; 1 mM DTT; 1 mM NaxEDTA; 10 mM askorbat sodny) s 1 M NacCl.
Smés byla poté centrifugovana pti zrychleni 15 000 g a teplot¢ 4 °C po dobu 15 minut.
Ziskany supernatant byl pouzit ke stanoveni aktivity membrdnové vazanych peroxidaz.
Aktivita byla méfena stejnym zplsobem jako pfi stanoveni celkovych volnych peroxidaz (viz

vyse)

4.5.6 Stanoveni aktivity guajakolperoxidazy

Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano 155 pl 50 mM fosfatového pufru, pH 7,0; 5 ul 49
mM roztoku H>O»; 20 pl 9 mM roztoku guajakolu a 20 pl rostlinného extraktu. Nasledné byla
thned kontinudlné méfena absorbance po dobu 5 min pii 470 nm za laboratorni teploty.

Stanoveni bylo provedeno dvakrat ve tfech opakovanich
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4.5.7 Nativni elektroforéza

4.5.7.1 Priprava geli pro elektroforézu

Pro nativni elektroforézu byl pfipraven 10% polyakrylamidovy separacni gel smichdnim 7,9
ml destilované vody; 6,7 ml 30% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (36,5 : 1); 5,0 ml 1,5
mol/l pufru Tris-HCI, pH 8,8; 2 ul TEMED a 0,2 ml 10% (w/v) roztoku glycerolu. Nakonec
bylo ptidano 200 pl 10% peroxodisiranu amonného k iniciaci polymerace a smés byla nalita
mezi Ctyil pary elektroforetickych skel a pfevrstvena destilovanou vodou. Po 30 minutach pfti
laboratorni teploté gel polymeroval. Déle byl ptipraven 4% zaostfovaci gel o sloZeni: 1,22 ml
destilované vody; 0,26 ml 30% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (36.5 : 1); 0,5 ml 0,5
mol/l pufru Tris-HCI, pH 6,8; 0,5 ul TEMED; 0,02 ml 10% (w/v) roztoku glycerolu; a
nakonec 20 ul 10% peroxodisiranu amonného, ktery byl nalit na zpolymerovany separacni
gel. Aby se vytvorily jamky pro ddvkovani vzorki, byl do zaostiovaciho gelu vloZen hieben,
ktery byl po 30 minutach polymerace pii laboratorni teploté vyjmut. Nasledné byl pfipraven
elektrodovy pufr (pH 8,3) 18,8 g glycinu, 10 ml 10% glycerolu, 3 g Tris a doplnén do 1 litru

deionizovanou vodou.

4.5.7.2 Priprava rostlinnych extrakti a prubéh elektroforézy

Listy a kofeny rostlin byly zpracovany pro elektroforetické stanoveni stejnym zpiisobem jako
pro stanoveni enzymovych aktivit (viz vySe). K 200 pl pfipraveného extraktu bylo do
mikrozkumavky ptfidano 40 mg sachardzy, aby vyslednd koncentrace Cinila 20 % (w/v). Na
gel bylo aplikovano takové mnozstvi extraktu, aby vSechny jamky obsahovaly stejné
mnoZstvi proteini stanovovanych metodou dle Bradforda. Ptipravené gely s extrakty byly
vloZzeny do elektroforetické nadoby s jiz pfipravenym elektrodovym pufrem. Do horniho
oddilu elektroforetické aparatury bylo pfed zahdjenim elektroforézy ptidano 100 ul 0,1 %
(w/v) bromfenolové modii k elektrodovému pufru. Elektroforéza byla zahajena ptfipojenim ke
zdroji stejnosmérného proudu s pocateCnim napétim 70 V. V okamziku, kdy bromfenolova
modr vtékala do separa¢niho gelu, byla hodnota napéti zvySena na 140 V. Thned poté, kdyz
bromfenolova modi dosahla konce gelu, byla elektroforeticka separace ukoncena. Po vyjmuti
gela ze skla elektroforetické aparatury byly gely oplachnuty destilovanou vodou a vlozeny do

detekénich smési
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4.5.7.3 Detekce aktivity volnych peroxidaz v gelu

Pro zobrazeni izoenzymut peroxidaz byla piipravena detekéni smés obsahujici 0,01 g 3,3-
diaminobenzidinu (DAB), tato slou¢enina slouzi jako donor vodiku pii peroxidazové aktivité
a umoziuje vizualizaci aktivity enzymu prostfednictvim vzniku tmavé hnédé barvy (polymeru
DAB). Sloucenina DAB byla rozpusténa ve 2,5 ml 96% (v/v) ethanolu. Dale bylo pfidano 7
ml 100 mM fosfatového pufru, pH 7,0; 100 pl 30% (v/v) H2O2 a 0,4 ml destilované vody, aby
celkovy objem dosahl 10 ml. Roztok byl sonikovan v ultrazvuku po dobu 5 minut. Gel byl v
tomto roztoku inkubovéan pies noc do pozadovaného vzhledu pii laboratorni teploté a poté
promyt destilovanou vodou. Princip detekce volnych peroxidaz je zaloZen na tzv. piimé
detekci, Cili zobrazeni hnédych pruhti na svétlém pozadi, kdy pocet pruhii znaéi pocet

detekovanych izoforem.

4.5.7.4 Detekce aktivity glutathion-S-transferazy v gelu

Aktivita izoforem glutathiontransferazy byla zjiSténa néasledovné. Ptimo po elektroforéze byl
gel vlozen do 10 ml roztoku I, ktery se skladal z 10 ml 100 mM fosfatového pufru (pH 6,5),
0,0138g glutathionu, 0,002 g 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu (CDNB) a 0,0082 g nitroblue
tetrazolium chloridu (NBT). Po 10 minutach inkubace byl gel kratce promyt vodou a vloZen
do 10 ml roztoku II, ktery se skladal z 10 ml 100 mM Tris-HCI (pH 9,6) a 0,0092 g fenazin
methosulfatu (PMS), ve kterém byl ponechan inkubovat do poZadovaného zbarveni. Princip
detekce aktivity je zde zaloZen na tzv. negativnim barveni. Svétlej$i prouzek na tmavém

pozadi vyznacuje stanovovanou aktivitu glutathion-S-transferazy ptitomnou v gelu.
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5 Vysledky

5.1 Kalibrace HPLC

Nejprve byla provedena pro oba substraty kalibrace pomoci roztoki s 1é¢ivy o koncentracich
0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 mg/l. Kalibra¢ni zavislost ziskana pomoci chromatografického
programu Clarity byla dale pouzita pro vyhodnocovani jednotlivych experimentalnich vzorki.
Z absolutni hodnoty Sumu byly stanoveny limity kvantifikace (LOQ) a limity detekce (LOD),
kde LOQ pro mianserin bylo 0,15 mg/l a pro olanzapin 0,06 mg /l a hodnota LOD pro

mianserin ¢inila 0,046 mg/1 a pro olanzapin 0,018 mg/1.

Kalibra¢ni zavislost byla u mianserinu vyhodnocena dle rovnice: y=47,125x s korela¢nim
koeficientem 0,998 u olanzapinu byla vyhodnocena dle rovnice y=56,275x s korela¢nim

koeficientem 0,990

5.2 Fytoextrakce mianserinu

Graf ¢.1 demonstruje procentualni primér koncentrace, ktera je vztazena k pocatecni

koncentraci, v zavislosti na ¢ase, ve kterém byly vodné vzorky odebirany.

Fytoextrakce mianserinu
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Graf 1: Zavislost koncentrace mianserinu ve vodné fazi na ¢ase odbéru média (koncentrace jsou vyjadieny jako

procenta vychozi koncentrace studované latky)
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Pocatecni koncentrace 1éCiva stanovena metodou HPLC s UV detekci byla vSak mensi, nez
predpokladana koncentrace. Primérna koncentrace v ¢ase 0 hod byla zjisténa jako 2,06 mg/l,
coz bylo déle brano jako vychozi koncentrace, tato hodnota tedy odpovida 100% v grafu 1.
Rozdil v o¢ekdvané a stanovené koncentraci pravdépodobné vznikl diky rychlé adsorpci
lé¢iva na kofeny rostlin. Ke sniZzeni vstupni koncentrace miize dochézet i v dusledku

nemoznosti absolutniho odstranéni piebytecného média v kultivaci.

Z grafu ¢islo 1 je patrny prakticky polovicni pokles koncentrace v prvnich 24 hodinach, kdy
prumérna koncentrace 2,06 mg/l klesla na 1,03 mg/l. Po uplynuti dalSich 24 hodin doslo
k poklesu koncentrace z 50% na 7%, cili koncentrace se zmensila o 43%, tato skutec¢nost
muze byt opét dana sorpci Ci extrakci kofeny pouzitych rostlin. Béhem dalsi kultivace byl
pozorovan narlst koncentrace mianserinu v kultivaénim médiu aZ na 32%. Tento fakt je
pravdépodobné zplisoben odumiranim kotenti rostlin, ze kterych se zpétné vylucuje studovana
latka do kultivaéniho média, pravdépodobné v souvislosti s rozkladem uhynulych kofeni. Po
sedmi dnech byla proto kultivace ukoncena, Pokud vezmeme v uvahu pouze data ze zdravé,
neposkozené rostliny tak celkova koncentrace mianserinu v médiu klesla ze 100% na 7%, ¢ili

z 2,06 mg/l na 0,14 mg/l béhem 48 h.
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5.3 Fytoextrakce olanzapinu

Graf ¢.2 demonstruje pokles koncentrace olanzapinu v zavisloti na case. Hodnoty jsou

vyjadieny jako procenta vychozi koncentrace.

Fytoextrakce olanzapinu
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Graf 2: Zavislost koncentrace olanzapinu ve vodné fazi na ¢ase odbéru vzorku z média (Koncentrace jsou vyjadieny
jako procenta vychozi koncentrace studované latky, obdelnik (96 h) je barevné odliSeny z diivodu koncentrace tésné

pod LOQ).

Skute¢na pocatecni koncentrace 1é€iva stanovena metodou HPLC s UV detekcei byla nepatrné
mensi, nez teoretickd koncentrace. Priimérna koncentrace v ¢ase 0 hod byla analyzovana jako
4,9 mg/l, coz je brano jako vychozi koncentrace, tato hodnota tedy odpovida 100%, to vSak
neni zndzornéno v grafu z divodu ptehlednosti. Nejvétsi pokles se udal béhem prvnich
24 hodin, kdy rapidné klesla primérna koncentrace z 4,9 mg/l na 0,24 mg/1 tato skutecnost
pravdépodobné vznikla diky velmi rychlé adsorpci 1éCiva na kotfeny rostlin. Po dalSich
24 hodinach opét klesla koncentrace, tentokrat o 3%, ¢ili z 0,24 mg/ na 0,09 mg/l.
V nésledujicich 24 hodinach byl taktéZz zaznamenan pokles koncentrace z 0,09 mg/l na
0,07 mg/l. V poslednich 24 hodinach jiz byla koncentrace ve vodném médiu velice mala,
pohybovala se primérn¢ okolo 0,05 mg/l. Celkova koncentrace olanzapinu rapidné klesla

z 4,9 mg/l na 0,05 mg/1.
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5.4 Extrahovatelna rezidua

Extrahovatelnd rezidua pfedstavuji mnozstvi studované latky extrahovatelné z rostlinného
pletiva za danych podminek ve formé volné slouceniny. Extrakci do ethyl-acetdtu bylo
v ptipadé olanzapinu ziskdno z 4,8 g listl 0,028g extraktu, a z 5,7 g kofenové pletiva 0,013g
pevného odparku. V ptipadé mianserinu bylo ziskéno z 4,0 g listt 0,012 g odparku a z4,4 g
kotenit 0,03 g extraktu. V rozpusténém odparku z kofenid byla stanovena koncentrace
mianserinu 23,43 mg/l, coz po prepoctu odpovida 0,007 mg/g Cerstvé hmotnosti. Mianserin
byl nalezen pouze v kofenech, v nadzemni ¢asti nebyl detekovan. U rozpusténého odparku z
kultivace rostlin s olanzapinem byla stanovena koncentrace 3,6 mg/l, coz odpovida 0,003
mg/g Cerstvé hmotnosti kofeni, u nadzemni ¢asti byla koncentrace 2,46 mg/l, ta odpovida

0,0026 mg/g Cerstvé hmotnosti rostliny

5.5 Vysledky biochemické analyzy rostlin

Sterilné¢ vypéstované rostliny, které se vyuZzivaly ve fytoextrakénich experimentech byly
nasledné podrobeny biochemické analyze. Byla zde stanovena aktivita celkovych volnych a
membranové vazanych peroxiddz, peroxiddz které pieménuji substrat ABTS, a
guajakolperoxidazy. Stanoveni aktivity probihalo spektrofotometricky, kdy byla sledovdna
zmeéna absorbance v Case. Pro stanoveni byla vybréna linedrni ¢ast z namétenych hodnot
absorbance a na zdklad€ této linearni Casti byla vypoctena aktivita enzymu jako zména
absorbance na Case a vztaZzena na gram cerstvé hmotnosti. Aktivity celkovych volnych
peroxiddz a glutathion-S-transferazy byly detekovany pomoci elektroforetické separace za

nativnich podminek.
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5.5.1 Celkovy obsah rozpustnych proteini
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Graf 3: Stanoveni obsahu rozpustnych proteinii v listech a korenech rostlin kukutice (KKD-korFeny kontrolni rostliny,
KLD-listy kontrolni rostliny, OK- koieny kontaminované olanzapinem, OL- listy kontaminované olanzapinem, MK-

kofeny kontaminované mianserinem, ML- listy kontaminované mianserinem

Z grafu 3 je patrné, ze listy rostlin péstovanych v pfitomnosti 1é¢iv obsahuji nizsi obsah
rozpustnych proteini oproti listim kontrolni rostliny. V ptipadé¢ kofenli kontaminovanych
1é¢ivy je mnozstvi rozpustnych proteinii podobné mnozstvi rozpustnych proteind u kofenti
kontrolni rostliny. Nejvice rozpustnych proteinii se kromé kontrolni rostliny vyskytuje

v listech olanzapinu a nejméné se vyskytuje v listech mianserinu.
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5.5.2 Stanoveni aktivity ABTS-peroxidazy
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Graf 4: Aktivita ABTS-peroxidazy v listech a koi'enech kontrolnich rostlin a rostlin péstovanych s lé¢ivem v médiu.

Obecné lze konstatovat, ze aktivita ABTS-peroxiddzy je mnohem vyrazngj$i v kofenech
oproti listim. Aktivita v kofenech pievySuje kontrolu v piipadé obou léciv. V kofenech
kontaminovanych lé¢ivem mianserinem byla stanovena nejvyssi hodnota, a to zhruba o 1/3
vy$$i, nez v kontrolni skupiné. Aktivita v listech je oproti kofenim pomérné nizka a aktivita

v listech kontaminovanych 1é¢ivem zhruba odpovida aktivité v listech kontrolnich rostlin.
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5.5.3 Stanoveni aktivity volnych a membranové vazanych peroxidaz.

Volné peroxidazy
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Graf 5: Aktivita celkovych volnych peroxidaz v listech a kofenech kontrolnich rostlin a rostlin péstovanych s lé¢ivem
v médiu.

V grafu cislo 4 je vidét dominantni aktivita volnych peroxidaz v kofenech rostlin
kontaminovanych mianserinem, kdy je primérna hodnota aktivity o 33% vyS$i, nez v
kontrolni skupiné. V piipadé skupiny rostlin péstovanych s olanzapinem v médiu aktivita
volnych peroxiddaz v kofenech zhruba odpovida aktivité v kofenech kontrolni skupiny.

V listech byla nejvyssi aktivita stanovena pro rostliny péstované s olanzapinem v médiu.

Membranove vazané peroxidazy
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Graf 6: Aktivita membranové vazanych peroxidaz v listech a kofenech kontrolni skupiny rostlin a rostlin péstovanych

s lé¢ivem v médiu.
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Z grafu 5 je patrné, Ze v listech rostlin péstovanych v pfitomnosti mianserinu a olanzapinu byl
pozorovan narust aktivity membranové vazanych peroxidaz oproti kontrolni skupiné. VéEtsi
rozdil je pozorovan v rostlinach s mianserinem v médiu, kdy je aktivita cca o 1/3 vyssi, nez v
kontrole. V piipad¢ olanzapinu je aktivita doprovazena velkou smérodatnou odchylkou, coz
muize souviset s rozmanitosti méfenych vzorkl, pfip. presnosti experimentalni prace.
V piipad€ koteni je aktivita v rostlinach s mianserinem v médiu lehce niz§i, nez aktivita
v kotfenech kontroly. Naopak ve skupiné¢ péstované s olanzapinem je aktivita zhruba o

polovinu vys$i, nez v kofenech kontrolni rostliny, i kdyz vysledek je opét zatizen relativné

vysokou smérodatnou odchylkou.

5.5.4 Stanoveni aktivity guajakolperoxidazy
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Graf 7: Aktivita guajakolperoxidazy v listech a koFenech Kkontrolnich rostlinach a rostlin péstovanych s léivem

v médiu.

Z grafu Cislo 6 je patrné, ze aktivita guajakolperoxidazy je vyznamné vyssi v kofenech oproti
listim. Ve vsech ptipadech byla aktvita v kofenech velmi vysoka, nejvyssi hodnota byla v
rostlinach kontaminovanych olanzapinem. V tomto piipad¢ lze pozorovat aktivitu asi o 1/3
vy$$i nez v kontrolni skuping. V listech je aktivita guajakolperoxiddzy obecné nizka a velmi
podobnd mezi v§emi experimentalnimi skupinami. Kontrolni rostliny vykazuji v listech nizsi

aktivitu, nez listy rostlin péstovanych s lé¢ivem v médiu.
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5.5.6 Detekce aktivity izoforem enzymii po elektroforetické separaci za nativnich

podminek

Po skonceni nativni elektroforetické separace a po vlozeni geli do detekcnich roztokt byla
vyhodnocena aktivita jednotlivych izoforem. Izoformy volnych peroxidaz byly nalezeny

pouze v kotenech, v listech byla aktivita izoforem peroxiddz pod limitem detekce.

5.5.6.1 Aktivita a izoformy volnych peroxidaz

Obriazek 8: Detekované izoformy peroxidaz v korenech po elektroforetické separaci za nativnich podminek. K-

kontrola bez 1é¢iva, O-kontaminace olanzapinem, M-kontaminace mianserinem
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Graf 8: Zastoupeni jednotlivych izoforem peroxidaz v kotenech rostliny zavislosti na jejich relativni intenzité. Cisla
izoforem odpovidaji detekovanym izoformam na fotografii daného gelu. Relativni intenzita z fotografie gelu byla

vyhodnocena v programu GelAnalyzer.
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Tmavé prouzky na elektroforeogramu znazoriuji, Ze v kazdé ze tfi pozorovanych rostlin se
nachazeji minimalné¢ dvé izoformy peroxidaz. Nejvétsi intenzitu, tedy i nejvetSi aktivitu
vykazovaly listy rostlin péstovanych s olanzapinem v médiu, kde se navic ukazaly dalsi dvé
izoformy oproti kontrolni skuping. Naopak nejnizsi intenzitu, tedy aktivitu mély vzorky listh

rostlin kontaminovanych mianserinem.

5.5.6.2 Aktivita a izoformy glutathiontransferazy

1

Obrazek 9: Detekované izoformy glutathiontransferazy v kofenech po elektroforetické separaci za nativnich

podminek. K-Kontrola bez 1é¢iva, O-kontaminace olanzapinem, M-kontaminace mianserine
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Graf 9: Zastoupeni jednotlivych izoforem glutathiontrancsferazy v korenech rostliny v zavislosti na jejich relativni
intenzité. Cisla izoforem odpovidaji detekovanym izoformam na fotografii daného gelu. Relativni intenzita

z fotografie gelu byla vyhodnocena v programu GelAnalyzer.

Z grafu Cislo 8 je patrné, ze nejveétsi intenzitu tedy 1 nejveétsi aktivitu vykazuji kofeny rostlin
kontaminovanych mianserinem, kde se objevily dalsi dvé izoformy, které nebyly detekované
v kontrolni skupiné. Koteny kontrolnich rostlin obsahuji ¢tyii izoformy glutathiontransferazy
s pomé&rné malou relativni intenzitou s vyjimkou tieti izoformy. Kofeny rostlin obsahujici
olanzapin v médiu obsahuji pét izoforem, ze kterych vykazuje nejvétsi intenzitu izoforma

s Sipkou 3.
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Obriazek 10: Detekované izoformy glutathiontransferazy v listech po elektroforetické separaci za nativnich podminek.

K-kontrola bez lé¢iva, O-kontaminace olanzapinem, M-kontaminace mianserinem
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Graf 10: Zastoupeni jednotlivych izoforem glutathiontrancsferazy v listech rostliny v zavislosti na jejich relativni
intenzité. Cisla izoforem odpovidaji detekovanym izoformam na fotografii daného gelu. Relativni intenzita

z fotografie gelu byla vyhodnocena v programu GelAnalyzer.

V listech byla obecné detekovana mensi aktivita, nez v kofenech (viz graf 8 a graf 9). Listy
rostlin kontaminovanych mianserinem v médiu vSak opé€t vykazuji nejvyssi aktivitu a nejvice
detekovanych izoforem glutathiontransferdzy. Kontrolni skupina obsahuje Ctyfi izoformy

s pomérné¢ malou intenzitou, krom¢ prvni izoformy, kde intenzita pfesahne hodnotu 1000
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(graf 9). V listech rostlin kontaminovanych olanzapinem lze pozorovat také Ctyfi izoformy

s velmi nizkou intenzitou.

6 Diskuze

Pti srovnani fytoextrakce mianserinu a olanzapinu byly pozorovany vyznamné rozdily v jejich

poklesu a chovani. U mianserinu v prvnich 24 hodindch doSlo k prudkému poklesu
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koncentrace o 50 %, Po péti dnech se koncentrace zvysila, pravdépodobné kvili zpétnému
uvolnéni 1é¢iva z kofenl v souvislosti s jejich rozkladem. U olanzapinu béhem prvnich 24

hodin doslo k dramatickému poklesu koncentrace téméf o 95 %.

Oba Iéky vykazovaly rychly pokles koncentrace v prvnich 24 hodindch, avSak pokles
koncentrace olanzapinu byl mnohem vyraznéj$i nez u mianserinu. Zatimco mianserin
vykazoval urCity nartst koncentrace po péti dnech, coz naznacuje zpétné uvolnéni z kotentl,
koncentrace olanzapinu stabiln¢ klesala bez takového nartstu. Tyto rozdily mohou byt
dasledkem odlisné chemické povahy 1éCiv a jejich interakci s rostlinnymi kofeny a
kultivatnim médiem. Fytoextrakce mianserinu byla uspésné pozorovana za vyuziti hlivy
Ustfiéné (Pleurotus ostreatus). V soucasné dob& neexistuje mnoho ¢lankdi o fytoextrakci'®
olanzapinu, avSak mikrotasy (Nannochloropsis sp.) byly schopné snizit jeho koncentraci

v médiu.’’

V ramci srovndni biochemické analyzy metabolismu rostlin v pfitomnosti mianserinu a
olanzapinu byly pozorovany rozdily v aktivit¢ ABTS-peroxidazy, guajakolperoxidazy a
volnych a membranové vazanych peroxidaz. Vysledky ukazuji zvySenou aktivitu vSech typt
peroxidaz v kofenech rostlin kontaminovanych obéma 1é¢ivy, avsak v pfipadé olanzapinu je
aktivita méné vyrazna. To naznacuje, Ze olanzapin vytvaii mensi stresovou odpoved
v rostlindch nez mianserin. Aktivita v listech zlstala pomérn€é konstantni v porovnani
s kontrolni skupinou pro ob¢ 1é€iva. Rostliny reaguji na pfitomnost mianserinu intenzivnéji
neZ na olanzapin, coz se projevilo zvySenou aktivitou peroxiddz. Obecné zvySeni aktivity
peroxidaz miize souviset se zvySenim lignifikace bunécné stény a tim padem snahy snizit

prostupnost danému lé¢ivu do rostlinného pletiva.

Po nativni elektroforetické separaci proteinti bylo detekovéno, ze rostliny kontaminované
mianserinem obsahovaly vice izoforem jak peroxidaz, tak glutathiontransferazy. V rostliné
kontaminované olanzapinem v médiu bylo stanoveno nejvice izoforem peroxidaz v kofenech.
Nejvice izoforem bylo nalezeno v listech kontaminovanych rostlin a jednalo se o izoformy
glutathiontransferazy. ZvySeni poctu izoforem a tedy i aktivity glutathiontransferazy patrné
souvisi s biotransformaci 1é¢iva (napt. konjugaci s glutathionem) a jeho néslednym uloZenim

do rostlinnych vakuol.
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7 Zavér

Na zaklad¢ provedené kultivace rostlin v piitomnosti tetracyklického antidepresiva
mianserinu po dobu 168 hodin bylo zjisténo, ze celkova koncentrace mianserinu
v médiu klesla ze 100% na 7%, ¢ili z 2,06 mg/l na 0,14 mg/l. Na zaklad¢ provedené
kultivace rostlin v pfitomnosti atypického antipsychotika olanzapinu po dobu 96 hodin
bylo zjisténo, ze celkova koncentrace olanzapinu v médiu rapidné klesla ze 100% pod
1%, ¢ili z 4,9 mg/l na 0,05 mg/l. Rostliny jsou schopny extrahovat 1é¢ivo z média a
dochazi k urcité translokaci i do nadzemnich casti rostlin v pfipad¢ olanzapinu.
V ptipad€ mianserinu se nepodafilo prokazat translokaci do nadzemnich ¢asti rostliny,
byt jeho pritomnost je i v nadzemni ¢asti pravdépodobnd, protoze doslo k ovlivnéni
biochemickych parametri.

Bylo stanoveno mnozstvi proteinti dle Bradforda. Nejvice bilkovin obsahoval extrakt

z listi rostlin kontaminovanych olanzapinem v médiu.

Spektrofotometricky byla detekovana aktivita volnych a membranové vazanych
peroxidaz, guajakolperoxiddzy a ABTS-peroxidazy. Byla stanovena zvySena aktivita
vSech typil peroxidaz v kotfenech rostlin kontaminovanych obéma lécivy.

Byla provedena nativni elektroforetickd separace a naslednd detekce aktivity
glutathiontransferazy a peroxiddz, kde byly detekovany dalSi izoformy oproti

nekontaminované kontrolni skuping.

Na zaklad€¢ provedenych experimentll je moZzné konstatovat, Ze rostliny kukufice
vykazaly schopnost zachytu obou studovanych substanci a prokdzaly vyznamny
fytoremediacni potencial. Zachyt substanci nelze povaZovat pouze za adsorp¢ni jevy,
nebot’ byly ovlivnény i vybrané biochemické parametry, které naznacuji absorpci do
rostlinnych pletiv. Translokace do nadzemnich ¢éasti je nespornd v piipadé
kontaminace olanzapinem v médiu, v pfipad¢ kontaminace mianserinem se ji pfimo
nepodafilo prokidzat na zdklad¢ extrahovatelnych rezidui, nicméné ovlivnéni
fyziologie rostlin ur€itou miru translokace naznacuje. Kromé prokazané
fytoremediacni Gc¢innosti 1ze tak predpokladat, byt u obou latek v rizné mifte, 1 riziko

kontaminace potravnich fetézcl v ptirod¢ zkoumanymi psychoaktivnimi 1€Civy.
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