UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinicka a toxikologicka analyza

Bc. Alena Grasserova

FYTOEXTRAKCE BENZODIAZEPINU Z VODNYCH
ROZTOKU

Phytoextraction of Benzodiazepines from Water Solutions

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: doc. Ing. Stanislav Smréek, CSc.

Praha 2019



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto zdvérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast
nebyla predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, Ze pfipadné vyuziti vysledk(, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu je moZné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 14. kvétna 2019.



Abstrakt, klicova slova

Vtéto praci byly provedeny fytoextrakéni experimenty se CEtyfmi
benzodiazepiny: chlordiazepoxidem, diazepamem, alprazolamem a bromazepamem,
a to na rostliné kukufici seté (Zea mays). Ke sterilné vysazenym rostlinam kukurice seté
bylo po 14 dnech ristu pridano Cerstvé médium (dle Murashiga a Skooga) obohacené
o benzodiazepin o vychozi koncentraci 10 mg - I't. Médium bylo nasledné odebirdno
vidy po 24 hodinach a koncentrace benzodiazepinu zjisténa metodou HPLC s UV
detekci. Pfi stejnych podminkach byly na HPLC po ukonceni fytoextrakénich
experimentl méreny i vzorky extrahovatelnych rezidui benzodiazepinl za ucelem

zjisténi miry translokace Ié¢iv do nadzemnich &3sti rostlin.

Nejvyssi fytoextrakéni Ucinnost (mnoiZstvi IéCiva extrahovaného 1 gramem

biomasy za 24 hodin) byla zjiSténa pro chlordiazepoxid, nasledoval bromazepam

evvs

Analyza extrahovatelnych rezidui potvrdila translokaci do nadzemnich ¢&asti
rostliny u vsSech testovanych benzodiazepind. Touto cestou muZe tedy dochazet

ke kontaminaci potravnich retézct Zivocich(.

Klicova slova: fytoremediace, fytoextrakce, benzodiazepiny, extrahovatelnd rezidua,

HPLC.



Abstract, key words

The aim of this thesis was to perform a phytoextraction experiment
with benzodiazepines chlordiazepoxide, diazepam, alprazolam and bromazepam
on corn plant (Zea mays). After 14 days of growing of sterile cultivation, new medium
(Murashige and Skoog) contaminated with benzodiazepine was added. The starting
concentration of benzodiazepine was 10 mg - I'1. After every 24 hours, a sample of
medium was collected. The actual concentration of benzodiazepine was measured on
HPLC with UV detection. Extractable residues were also analysed to find out whether
the benzodiazepine is being translocated to the upper parts of the plant. The same
HPLC conditions were used for these samples.

The greatest phytoextraction efficiency (the amount of drug extracted by 1
gram of biomass in 24 hours) was observed for chlordiazepoxide, followed
by bromazepam, alprazolam and diazepam respectively.

The extractable residues analysis confirmed the translocation to the upper
parts of the plant for every of the benzodiazepines tested. That indicates a threat

for the animals through the food chain contamination.

Key words: phytoremediation, phytoextraction, benzodiazepines, extractable residuals,

HPLC.
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Seznam zkratek a symbolu

ACN - acetonitril

API| — aktivni farmaceuticka substance (active pharmaceutical ingredient)
BDZ — benzodiazepiny

CNS — centralni nervova soustava

CYP3A4 — enzym cytochrom P450, izoforma 3A4
CoV - ¢istirna odpadnich vod

DDD — definovana denni davka

EDDS — ethylendiamindijantarova kyselina

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

FU — fytoextrakéni Gcinnost [mg/g biomasy/24 h]
GABA — y-aminomaselna kyselina

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid

chromatography)
ICso — koncentrace pro 50% inhibici (inhibition concentration 50) [mg - I'}]
K4 — distribucni koeficient

Kow — koeficient oktanol-voda

LCso — koncentrace pro 50% umrtnost organismu (lethal concentration 50) [mg - I'}]

LOD - limit detekce (limit of detection) [mg - I'}]
LOQ - limit kvantifikace (limit of quantification) [mg - I'}]
MeOH — methanol

MS — hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)



M. — molekulovd hmotnost [g - mol?]

p.a.— pro analyzu

pKa — zaporny logaritmus kyselé disociacni konstanty
rpm — otacky za minutu (revolutions per minute)

SSRI — selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu (selective serotonine

reuptake inhibitor)

tx — biologicky polocas [h]

TF —translokacni faktor

UV — ultrafialova oblast (ultraviolet)
v/v —objem/objem

v/v/v — objem/objem/objem
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1 Uvod

Vyvoj analytickych metod béhem poslednich desetileti umoznil detekci latek, které
byly dfive neznamé nebo se v pfirodé vyskytovaly ve velmi nizkych, dfive uzivanymi
metodami nedetekovatelnych, koncentracich 2. Mezi tyto ,nové” polutanty fadime
i [éCiva, jez se uzivaji ¢im dal vice jak v humannim, tak veterinarnim léka¥stvi 3. Jejich
rezidua byla zjisténa v odpadnich vodéch, vodé povrchové, podzemni i pitné 2°. Lé¢iva
a jejich metabolity se do vody dostdvaji rznymi cestami. Nalezneme je v odpadnich
vodach z domacnosti nebo nemocnicnich zafizeni. Dalsi z cest je nevhodna likvidace
nepouzitych |é¢iv nebo |éCiv s proslou dobou expirace. Léfiva se ddle dostavaji
do ¢istiren odpadnich vod (COV), z téch ale mnohdy nejsou dostate¢né odstranéna a
putuji dale do vod povrchovych a podzemnich. Cesta veterindrnich |éCiv vede zpravidla
pres chlévsky hnlj uzivany k hnojeni poli. Prisaky z poli a skladek pak ovliviiuji jak vodu
povrchovou, tak i vodu podzemni. Takto se léciva a jejich rezidua dostavaji potravnim
fetézcem do tél vodnich i suchozemskych organism(. Schéma moznych zdroji a cest

|éCiv ve vodé ukazuje obrazek ¢islo 1.

Humanni léciva Veterinarni leciva

P il ! i PN 1

Exkrece
[nemocniéni zafizeni)

Exkrece
|domacnost)

Komunalni odpad
[newyuiita |E<iva)

,

~

|I(omuni’||ni odpadni vody | ‘ Popelnice | .
- e, - 1 ‘--""".JI-.-‘
+ ‘r‘ Primé hmojeni poli \
Cistirna odpadnich E ] \
Lty uvpa a h«Clstln:ns.l:\\r kal~
vod (COV) | Skladka odpadu |

| Povrchova voda

e

| Akvakultura

Pitna voda

Vyroba farmak

Obrazek &. 1: Schéma moZnych zdroju a cest |é¢iv ve vodé, pfeloZeno do &estiny °.
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Tyto polutanty se v Zivotnim prostredi hromadi jiz dlouhou dobu, nicméné jejich
dopad na vodni organismy je pfedmétem zkoumadni az v poslednich letech. Zjisténi
jejich pritomnosti ve vSech slozkach ptirody vyvolalo obavy z jejich negativnich Ucinkd
na Clovéka a zvirata. Studie se také zabyvaji zkoumdanim takzvaného koktejlového
efektu, kdy v pfipadé vyskytu vice aktivnich latek muize dojit k potenciaci vysledného
Géinku 7. Aktivni farmaceutické substance (anglicky zkratka API) jsou komplexni
molekuly, které jsou vyvijeny a uzivany pro jejich viceméné specifickou biologickou
aktivitu. Tyto molekuly jsou vétSinou poldrni povahy, s molekularni hmotnosti od 200
do 1000 Da. Aby nedoslo k jejich pred¢asnému odbourdni v organismu, jsou tyto latky
Casto perzistentni, a tudiz dochdzi k bioakumulaci jak v organismech, tak v Zivotnim

prostiedi 8.

Detekce mikropolutantll v Zivotnim prostfedi ma za nasledek nutnost studia
novych remediac¢nich metod ucinnych k odstranéni dané latky. Tyto remediacni
metody maji za cil Uplné nebo castecné odstranéni polutantu ¢i jeho preménu
v netoxickou latku °. Patfi mezi né napfiklad incinerace, chemickd dekompozice nebo
bioremediace, cozZ je metoda vyuzivajici k odstranéni polutantu v pfirodé pfirozené se

vyskytujici bakterie, houby a rostliny.
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2 Cil prace

Stdle rostouci vyroba i konzumace |éCiv predstavuje hrozbu pro Zivotni prostredi,
nebot 1éCiva a jejich metabolity jsou vylu¢ovana do odpadnich vod, ze kterych mnohdy
nejsou zcela odstranéna. Dostdvaji se tak do pfirody a mohou negativné ovliviiovat jak
vodni, tak suchozemské organismy.

Benzodiazepiny, léciva s anxiolytickym ucéinkem, byly pfi analyzach nalezeny
ve vodach po celém svété a byl dokazan jejich negativni vliv na vodni Zivocichy. Tato
diplomova prace ma za cil stanovit a porovnat fytoextrakéni Gcinnost pro
benzodiazepiny chlordiazepoxid, diazepam, alprazolam a bromazepam rostlinou
kukufici setou (Zea mays). Dale pak analyzou extrahovatelnych rezidui zjistit miru

translokace benzodiazepin( v rostliné.

Projekt zahrnuje:

a) Resersi tykajici se benzodiazepini chlordiazepoxidu, diazepamu, alprazolamu a
bromazepamu a jejich vlivli na pfirodu a Zivé organismy.

b) Pfipravu kultivaénich médii pro rostliny Zea mays.

c) Pripravu in vitro kultur celych rostlin Zea mays.

d) Provedeni fytoextrakénich kultivaci ve sterilnich podminkdch s postupnymi
odbéry kultivaéniho média (fytoextrakéni studie).

e) Analyzu extrahovatelnych rezidui z fad kultivaci.

f) HPLC analyzy a kvantifikaci benzodiazepint v kultivacnich médiich.

g) Vyhodnoceni fytoextrakénich experimentd.

h) Posouzeni kultivaénich experimentl z hlediska fytoextrakce a kontaminace

rostlin.
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3 Teoreticka cast

3.1 Fytoremediace

Fytoremediace, ztfeckého ,phyton” — rostlina a latinského ,remediare” -
napravit, je metoda vyuzivajici rostliny k sanaci xenobiotikem znecisténé pldy, vody
nebo vzduchu 0. Jednd se o biologickou dekontaminaci, kam také fadime
dekontaminaci pomoci bakterii, mikroorganismu, uziti biofiltrd a biofilm{ nebo
metodu aktivovaného kalu 1. Rostliny se nachazeji pfimo v zasaZzené oblasti, mluvime
tedy o in-situ dekontaminaci. V pribéhu jejich rlistu do sebe spolu s vodou a ostatnimi
zZivinami rostliny absorbuji i xenobiotikum, které je nasledné uloZeno v rostlinnych

tkanich ¢i v idealnim ptipadé pfeménéno na méné toxicky produkt.

Procesy odbouravani se vrostling liSi na zakladé toho, jaké povahy je
odstrariované xenobiotikum 112, Xenobiotika anorganické povahy (tézké kovy a
radionuklidy) jsou zpravidla rostlinou extrahovana a translokovdna do nadzemnich

12V nich je xenobiotikum

Casti ve formé toxického kationtu nebo oxyaniontu
prevedeno na méné toxickou formu. Anorganicky polutant také muiZe byt uloZen
v kofenech rostliny. Mezi organicka xenobiotika vhodna k odstranéni fytoremediaci
patfi napriklad polychlorované bifenyly (dioxin), polycyklické aromatické uhlovodiky
(benzo[a]pyren), nitroaromaty (trinitrotoluen) a linedrni halogenované uhlovodiky
(trichlorethylen). Tyto latky jsou nejen toxické, ale mnohdy také teratogenni a
karcinogenni. Pfi fytoremediaci téchto xenobiotik dochdzi idedlné aZz k mineralizaci

za vzniku oxidu uhli¢itého, dusi¢nanti a amoniaku 213,

Podle procesd, které vrostliné po pfijeti xenobiotika probihaji, délime
fytoremediaci na fytostabilizaci, rhizodegradaci, rhizofiltraci, fytodegradaci,
fytoextrakci, fytoakumulaci a fytovolatilizaci . VétSinou se setkdvdme s kombinaci

vy$e zminénych déji . Schéma fytoremediadnich strategii znazorfiuje obrazek &islo 2.
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Fytovolatilizace

Fytodegradace

Fytostabilizace

Obrazek &. 2: Schéma fytoremediacnich strategii, pfelozeno do ¢estiny °.

3.1.1 Fytostabilizace

Proces fytostabilizace je prvnim krokem fytoremediace . Jedna se o imobilizaci
kontaminantl pomoci adsorpce ¢i akumulace na kofenovém systému rostliny. Cilem je
zamezit migraci Skodlivé latky do podzemni vody, jejimu Sifeni vétrem a konecné
jejimu vstupu do potravniho fetézce 6. Pfi této metodé jsou rozhodujici pudni
podminky, které maji vliv na rozpustnost a mobilitu xenobiotika. Dale se uplatfuji
huminové latky, jeZ dokadZi navadzat kontaminant v pidé 7. Fytostabilizace se &asto

vyuziva pro findlni upravu ploch po poutZiti jinych sanacnich technologii.
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3.1.2 Rhizodegradace

Rhizodegradaci rozumime rozklad polutantu pomoci mikroorganisma Zijicich
v blizkosti kofenl rostliny %18 Rhizosféra je oblast asi 1 mm kolem kofenového
systému, kterou rostlina ovliviiuje vylu€ovanim kotfenovych exsudatl. Vznika prostredi

velice vyZivové bohaté, jez zvySuje mikrobialni aktivitu 10 - 100krat.

Tato metoda je také nazyvana rhizosférni degradaci, fytostimulaci nebo

bioremediaci s asistenci rostlin 1.

3.1.3 Rhizofiltrace

Rhizofiltrace vyuzivd taktéz korenového systému rostliny. Je to absorpce,

adsorpce, zakoncentrovani a precipitace lé¢iva pomoci kofenud *°.

3.1.4 Fytodegradace

Pokud rostlina degraduje cizorodou latku pomoci vlastnich metabolickych

procesti, mluvime o fytodegradaci !

. Zapojuji se rostlinné enzymy jako napftiklad
oxygenasy nebo nitroreduktasy. Degradace se odehrava bud' interné pfimo v rostling,

nebo externé mimo rostlinu.

3.1.5 Fytoextrakce

Fytoextrakce je prijem xenobiotika a jeho translokace z kofen do nadzemnich
&asti rostliny 2°. Ty jsou posléze sklizeny a spaleny, vznikéd energie a popel, ze kterého
Ize v pfipadé fytoextrakce kovu dany kov recyklovat. V literature se s ni téZz setkdme

jako s fytoakumulaci nebo fytoabsorpci °.
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3.1.6 Fytovolatilizace

Tékavé organické latky jsou odbouravany predevsim fytovolatilizaci 1. Jedna se
o proces, kdy rostlina vylucuje xenobiotikum do ovzdusi ve formé par. Pokud je
cizorodd latky vylu€ovdna nadzemni casti rostliny, mluvime o pfimé fytovolatilizaci.
Druhym typem je nepfima fytovolatilizace, kdy je latka do ovzdusi vylucovana koreny

skrz plGdu.
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3.1.7 Vyhody a nevyhody fytoremediace

Fytoremediace je relativné levna, ale ¢asové narotna metoda °. Koncentrace
xenobiotika a ostatnich toxickych latek musi byt v toleranénim limitu rostliny, jinak

dochazi k zastaveni rdstu rostliny nebo kjejimu dhynu. Dalsi vyhody a nevyhody

fytoremediace jsou uvedeny v tabulce cislo 1.

Tabulka €. 1: Vyhody a nevyhody fytoremediace 1114151820,

Vyhody fytoremediace

Nevyhody fytoremediace

levna metoda
vhodna pro Siroké spektrum
polutant(

spolecensky dobre pfijimana
kombinuje v sobé vice déjd, pomoci
kterych lIze polutant odbourat

Ize provadét in-situ

esteticka metoda

casové naro¢na metoda

velké mnoiZstvi vyprodukované biomasy

metabolity cizorodé latky mohou byt pro
rostliny toxické

polutant musi byt v dosahu kofenového
systému rostliny

se starnutim rostliny se sniZuje jeji
schopnost pfijimat polutant

rostlina s extrahovanym polutantem musi
byt spravné zlikvidovana

po konzumaci rostliny s extrahovanym
polutantem hrozi vnik polutantu

do potravniho retézce

prabéh fytoremediace je znacné zavisly
na podminkdach vnéjsiho prostredi
kontaminanty mohou byt mobilizovany

do podzemni vody
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3.1.8 Fytoremediace kukurici setou (Zea mays)

Kukufice seta je hojné péstovand, rychle rostouci obilnina s rozsahlym
vlaknitym kofenovym systémem 22. Vhodnd k fytoremediaci je pfedev$im proto, Ze
dobfe odolava nepfiznivym podminkam a jeji kultivace je snadnd. Kukufice setd je

rezistentni vici tézkym kovim a je schopnd je akumulovat v listovych ¢astech.

Vysokd fytoakumulace byla pozorovdna pfedev$im u kovd kadmia a olova 23.
Zkoumana byla i fytoakumulace organickych Ilatek, polycyklickych aromatickych
uhlovodik(l 24, Fytoakumulaéni schopnosti kukufice seté Ize podpofit pfidanim chelatd

EDTA a EDDS nebo aplikaci elektrického pole 226,
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3.2 Benzodiazepiny

Benzodiazepiny, hypnotika druhé generace, patfi k dosud nejpouzivanéjSim
anxiolytikiim a sedativim 2’. Jako prvni byl na trh uveden chlordiazepoxid a diazepam,

a to na pocatku 60. let 20. stoleti 7%,

Benzodiazepiny jsou vysoce U¢inné latky s pfevazné anxiolytickym Gcinkem 2930,

U nékterych derivatd je potom vyjadiena zvySenad sedace c¢i hypnoticky efekt.
V organismu se tyto latky vaii na GABAa receptory, ¢imZ alostericky zvysi ucinek
inhibi¢niho transmiteru GABA (y-aminomadselna kyselina). GABA zvysuje vstup CI iontu
do bunky chloridovym iontovym kandlem, dochazi ke zvySeni membranového
potencialu buriky. GABAA receptory se mohou liSit uspofddanim podjednotek a, B a vy,
a to v rlznych péticetnych kombinacich. Existuje tak mnoho druh( téchto receptora.
Benzodiazepiny se zfejmé vazi na y podjednotku, GABA pak na podjednotky a a PB.
Model makromolekuldrniho komplexu GABAa znazorfiuje obrazek cislo 3. K dalSim
Géinkdm benzodiazepinG fadime také svalové-relaxacni a antikonvulzivni Gcinek 31,
Védci se domnivaji, Ze pokud se podafi odhalit vSechny podjednotky receptoru GABAA
a jejich seskupeni vreceptoru, mohou byt rGznorodé Uucinky benzodiazepinu

eliminovany na jeden cilené selektovany.

Cl—=

i/

Intracelularni
lontovy kanal

Obrézek €. 3: Makromolekuldrni komplex GABAa *°.
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Terapeuticka Site benzodiazepina je velka, jako antidotum Ize pouzit flumazenil,
ktery funguje jako antagonista na vazebnych mistech pro benzodiazepiny %°. Jedna se
o jediného antagonistu benzodiazepinovych receptorl, jez je vsoucasné dobé
k dispozici pro klinické pouZiti 3. UZivd se ke zru$eni tlumivého uG¢inku na CNS pfi
predavkovani benzodiazepiny a v anestezii a diagnostice, pokud chceme po aplikaci
benzodiazepind urychlit ndvrat do normalniho stavu pacienta. Vzhledem ke kratkému
poloc¢asu flumazenilu (0,7 — 1,3 h) daném rychlou jaterni clearanci se ucinky

benzodiazepinu €asto vraci, je proto nutné opakované podani antagonisty.

Skupina benzodiazepin( je rozsahla, zastupci se ale podstatné lisi hlavné svymi
farmakokinetickymi vlastnostmi a metabolismem. Benzodiazepiny lze délit bud na
zékladé jejich farmakokinetickych vlastnosti, nebo podle jejich klinické Géinnosti 28,
Zastupce benzodiazepinl spolu sjejich rozdélenim dle biologickych polocasl
nalezneme v tabulce Cislo 2. Latky oznacené symbolem hvézdi¢ky se v téle méni na
aktivni metabolity, jez maji biologicky polo¢as delsi neZ parentni sloucenina. Vétsinou
je timto aktivnim metabolitem desmethyldiazepam (nazyvan také jako nordiazepam
nebo nordazepam; tx = 39 — 96 h), u flurazepamu pak desalkylflurazepam (tx = 36 —

120 h). Vybrané benzodiazepiny a jejich metabolity jsou na obrdazku Eislo 4.
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Tabulka €. 2: Rozdéleni benzodiazepin( dle délky jejich biologického polo&asu 32. Latky
oznacené symbolem hvézdicky (*) se v téle méni na aktivni metabolity, jez maiji

biologicky polocas delsi nez parentni sloucenina.

Rozdéleni benzodiazepin( dle Benzodiazepin Biologicky polocas
délky biologického polocasu [h]
Dlouho pusobici (t; > 48 h) diazepam* 20-70

klorazepat*

prazepam*
oxazolam*
flurazepam* velmi kratky
chlordiazepoxid* 6-—28
desmethyldiazepam 36-96
medazepam* 1-2
chlordesmethyldiazepam 60-78
pinazepam* 10-15
Stfedné dlouho plsobici (tx =24 — flunitrazepam 10-40
48 h) nitrazepam 20-30
bromazepam 20-30
estazolam 20-30
Kratce pUsobici (tx < 24 h) lorazepam 10-20
oxazepam 5-15
temazepam 8-20
lormetazepam 8-20
alprazolam 8-15
Velmi kratce puasobici (tx=1—-7h) triazolam 1,5-5
midazolam 1-4
brotizolam 4-7
klotiazepam 4-6

etizolam 5-7
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Obrazek &. 4: Vybrané benzodiazepiny a jejich metabolity, pfeloZzeno do &estiny 33

3.2.1 Struktura benzodiazepini

Tfemi spoleénymi strukturnimi znaky benzodiazepint jsou 2/

Skelet 1,3-dihydroxobenzo[e][1,4]diazepin-2-onu, jeZ je zndzornén na obrdazku
Cislo 5. Oxoskupina v poloze 2 mulze byt nahrazena kyanoskupinou, kterd je bud
soucasti imidazolového cyklu, nebo 1,2,4-triazolového cyklu kondenzovaného

s benzodiazepinem.
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Obrazek €. 5: Strukturni vzorec 1,3-dihydroxobenzo[e][1,4]diazepin-2-onu.

Druhym strukturnim znakem benzodiazepin( je substituovana fenylova skupina
v poloze 5. Se substituci tohoto fenylu halogenem, nejcastéji fluorem ¢i chlorem,

v poloze ortho vzr(ista Gcinnost daného benzodiazepinu.

Poslednim strukturnim znakem je substituce v poloze 7, a to elektronegativni
skupinou (chlor ¢i nitroskupina, ktera obvykle zvyraziuje hypnoticky ucinek). Obecny

strukturni vzorec benzodiazepinl najdeme na obrdazku Cislo 6.

Obrazek ¢. 6: Obecny strukturni vzorec benzodiazepinu 34.
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3.2.2 Chlordiazepoxid

Chlordiazepoxid (Librium) byl prvnim syntetizovanym benzodiazepinem, a to
polskym organickym chemikem Leem Henrykem Sternbachem, ktery si ho nechal
vroce 1958 patentovat 283°, Jeho Ucinky jsou pfirovnavany k Géinkiim barbituratd ¢i
alkoholu 38, UzZiva se pfedevsim k potlaceni Uzkostnych stavl a abstinenénich pfiznakd
z odnéti alkoholu, napfiklad pfi deliriu tremens. Ddle ho uZivaji pacienti s poruchami
spanku, kfeCovymi stavy, migrénami, Zalude¢nimi viedy ¢i syndromem drazdivého
tracniku. K ¢astym nezddoucim ucinkim chlordiazepoxidu patfi zavraté, ospalost,

poruchy spanku, zmatenost, bolesti hlavy a podrazdénost 7.

Chlordiazepoxid se radi k benzodiazepinidm s delSim biologickym polo¢asem.
Polo¢as samotného chlordiazepoxidu je v rozmezi 6 — 28 hodin, biologicky polocas jeho
aktivniho metabolitu desmethyldiazepamu je ale mnohem delsi, dosahuje az 200 hodin
3238 Chlordiazepoxid nevyvolava okamzité Gcinky, ale jeho vyhoda je v tom, Ze v téle
dokdze udriet konstantni hladinu Gcinné latky (aktivniho  metabolitu
desmethyldiazepamu), co? je pravé u dlouhodobé anxiolytické lé¢by Zadouci 2°.
Strukturni vzorec chlordiazepoxidu je na obrdzku Cislo 7. Nazev dle IUPAC zni: 7-chlor-

2-methylamino-5-fenyl-3H-1,4-benzodiazepin-4-oxid.
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Obrazek €. 7: Strukturni vzorec chlordiazepoxidu.
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3.2.3 Diazepam

Kratce po chlordiazepoxidu se vroce 1965 dostal na trh jesté ucinnéjsi
benzodiazepin, diazepam 3°. Diazepam (Valium) se zanedlouho po jeho objeveni stal
jednim z nejprodavanéjsich Iéciv vSech dob, a to predevsim diky vysoké ucinnosti,
vysoké biodostupnosti a rychlému ndstupu Ucinku. Diazepam se uziva k |écbé Uzkosti,
panickych zachvatd, pfi nespavosti, k uklidnéni a potlaceni epileptickych zachvatu,
k potlaceni svalovych kreci, k |é¢bé zavislosti na alkoholu, benzodiazepinech i opiatech
a koneéné k léébé Meniérovy choroby (onemocnéni vnitfniho ucha) %°. Dale se mlze
podavat pred operacnimi zdkroky k uvolnéni napéti a potlaceni Uzkosti pacienta nebo
k navozeni anestezie. Nejcastéji pozorovanymi nezadoucimi Ucinky diazepamu jsou

ospalost, Unava, ztrata koordinace, bolest hlavy nebo alergické kozni projevy 1.

Diazepam je velmi dobfe rozpustny v tucich, stim souvisi jeho vysoka
biodostupnost a rychld distribuce do tkani #2. Biologicky polodas diazepamu se
pohybuje v rozmezi 20 — 70 hodin 2. Je odbourdvan v jatrech enzymem CYP3A4 na
aktivni metabolit desmethyldiazepam (nordiazepam). Hydroxylaci
desmethyldiazepamu vznikda dalsi aktivni metabolit, oxazepam, ktery je nasledné
glukuronidaci pfeménén na oxazepam glukuronid. Hlavni Uclinnou latkou je
desmethyldiazepam, oxazepam je konjugovan témér ihned po jeho vzniku. Strukturni
vzorec diazepamu je na obrdazku Cislo 8. Nazev dle IUPAC zni: 7-chlor-1-methyl-5-fenyl-

3H-1,4-benzodiazepin-2-on.
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Obrazek €. 8: Strukturni vzorec diazepamu.
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3.2.4 Alprazolam

Alprazolam (Xanax) je nejcastéji predepisovanym benzodiazepinem, v letech
2013, 2011, 2009 a 2005 se ve Spojenych statech americkych stal nejéastéji
predepisovanym psychofarmakem 4344, Alprazolam je benzodiazepinovym derivatem,
obsahuje triazolovy kruh. Tento triazolobenzodiazepin se uziva predevsim klécbé
Uzkosti a panickych poruch #°. Jako nejcastéjsi nezadouci U¢inky se uvadi ospalost,
zavraté, unava, bolest hlavy, dysartrie (motorickd porucha feci), porucha paméti ci

deprese.

Alprazolam fadime mezi benzodiazepiny s kratSim biologickym polocasem,
ktery se pohybuje vrozsahu 8 — 15 hodin 32. Odbourdvan je v jatrech mikrosomalni
oxidaci pomoci cytochromu P450 (CYP3A4) “°. Identifikovano bylo 29 metabolit(, ale
80 % léciva opousti télo vnezménéné podobé. Hlavnimi metabolity jsou
4-hydroxyalprazolam a a-hydroxyalprazolam, jez ale vykazuji nizsi benzodiazepinovou
aktivitu nez samotny alprazolam #’. Strukturni vzorec alprazolamu je na obrazku &islo 9.
Nazev dle IUPAC zni: 8-chlor-1-methyl-6-fenyl-4H-[1,2,4]triazolo[4,3-

a][1,4]benzodiazepin.
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Obrazek €. 9: Strukturni vzorec alprazolamu.
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3.2.5 Bromazepam

Bromazepam (Lexaurin) je 2-oxobenzodiazepin 32. PouZiva se hlavné klécbé
Uzkosti, ale i k Iécbé nespavosti, gastrointestindlnich spasm( a enurézy. Mezi
nezadouci ucinky naopak patfi zmatenost, precitlivélost, otok obliceje a hrdla, porucha

libida, emoéni porucha, deprese, koZni reakce nebo také porucha paméti 8.

Bromazepam radime mezi benzodiazepiny se stfedné dlouhym biologickym
polocasem, jez ¢ini 20 — 30 hodin 2. Je odbouravan v jatrech oxidativni biotransformaci
49, Hlavnim metabolitem je 3-hydroxybromazepam, ten je nasledné konjugovan a
vyloucen, biologicky aktivni je tedy samotny bromazepam. Strukturni vzorec
bromazepamu je na obrazku cislo 10. Nazev dle IUPAC zni: 7-brom-5-pyridin-2-yl-1,3-

dihydro-1,4-benzodiazepin-2-on.

Obrazek €. 10: Strukturni vzorec bromazepamu.
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3.2.6 Benzodiazepiny v prirodé

Rozsifené uzivani benzodiazepinl ma za ndsledek jejich detekci v Zivotnim
prostiedi. V odpadni vodé se jednd o koncentrace v iadech nanogramui, dokonce
i mikrogramd na litr. Diazepam byl nalezen v povrchovych a odpadnich vodach
v Némecku, a to v koncentracich 0,033 pg - I a 0,053 pg - I'* *°. Dale pak v odpadnich
vodach v Belgii v koncentraci 1,18 pg - I >1. Pfi jiné studii byla zjisténa pfitomnost
benzodiazepinl v 86 % vzorcich odebranych ze 30 rdznych evropskych fek (véetné reky
Blanice v Ceské republice a feky Dunaj) °2. Z 13 testovanych benzodiazepinG jich bylo
detegovano 9, pricemz nejcastéji detegovan byl oxazepam, temazepam, klobazam
a bromazepam. Primérna koncentrace benzodiazepind byla stanovena na 9,6 ng - I,
Studie provadéna na Slovinsku kvantifikujici benzodiazepiny v odpadnich vodach
mistnich nemocnic uvadi nejvy3si koncentraci 158 ng - I'! pro bromazepam, 111 ng - I
pro diazepam a 72 ng - I'! pro oxazepam 33. V odpadnich vodach nemocnic Sanghaje,
nejlidnatéjsiho mésta Ciny, byla nalezena koncentrace lorazepamu 11,31 ng - I,
alprazolamu 2,46 ng - I, diazepamu 1,83 ng - I'* a bromazepamu 1,50 ng - It 34,
Benzodiazepiny lorazepam, diazepam a alprazolam byly kvantifikovany i v povrchovych
vodach v oblasti Madridu ve Spanélsku °°. Zji§t&né hodnoty se pohybovaly v rozmezi
34,1 - 167,0 ng - I'* pro lorazepam, 3,4 — 55,7 ng - I"! pro diazepam a 2,9 - 9,1 ng - I
pro alprazolam. Koncentrace benzodiazepini byla sledovdna i ve vodé morské.
V laguné Mar Menor, nachazejici se u pobfe?i Spanélska (Stfedozemni mote), byl
kvantifikovén lorazepam, a to koncentrace a7z 41,8 ng - I >, Jeho naméfend pramérna
koncentrace byla mnohem vyssi v zimnim obdobi nez v letnim, cozZ je podle autort
nejspiSe dano zvySenou konzumaci tohoto |éc¢iva pravé vzimnim obdobi. Nékteré
benzodiazepiny vykazuji znacnou rezistenci vici fotodegradaci, coz jesté zvySuje

pravdépodobnost jejich perzistence v Zivotnim prostiedi *’.
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3.2.7 Vliv benzodiazepinti na prirodu a organismy, bioakumulace

Léciva a jejich aktivni metabolity, které se dostanou do komunalnich odpadnich
vod, jsou hrozbou prfedné pro vodni organismy. Toxicita téchto latek je zkoumadna
nejcastéji na rasach, muslich a rybach. Alprazolam byl napfiklad nalezen v Ustficich
(Crassostrea gigas) v delté Feky Ebro ve Spanélsku 8. Jeho koncentrace byla stanovena
na 0,8 ng - g suché hmotnosti organismu. Pfi stejné studii byl detegovan i diazepam,
a to v morskych rasach Saccharina latissima a Laminaria digitata. Dale bylo zkoumano
chovani ryby okouna Fiéniho (Perca fluviatilis) ve vodé znelisténé 1,8 pg - It

oxazepamu *°.

LéCivo u ryb vyvolalo zvySenou aktivitu, snizenou spolecenskost
a zkraceni ¢asového intervalu mezi jednotlivymi krmenimi. Clanek také zmifuje, Ze
v pfipadé oxazepamu dochazi k vysoké bioakumulaci, jeho primérnd koncentrace
v rybi tkani byla po sedmi dnech expozice 18 pg - kg'. Neuroendokrinni zmény byly
pozorovany u danii pruhovanych (Danio rerio) po akutni expozici diazepamem 0,
Akutni toxicita diazepamu byla zkoumana také na morské rase Tetraselmis chuii (ICso =
16,5 mg - I'1), kory3ovi Artemia parthenogenetica (LCso = 12,2 mg - I'}) a euryhalinni

rybé& Gambusia holbrooki (LCso = 12,7 mg - I'%) 61,

Fytoakumulace benzodiazepind byla prokdzana u oxazepamu a lorazepamu
utrdvy Zoysia Matrella >* Dalsi studie se zaméfila na fytoremediaci sedmi
benzodiazepind (chlordiazepoxid, klonazepam, diazepam, flurazepam, oxazepam,
temazepam a triazolam) pomoci fedkve (Raphanus sativus) a Cervené tepy (Beta

62 Nejvétsi pfijem byl zaznamendn u neutrdlnich benzodiazepind,

vulgaris)
benzodiazepind s nizkym distribu¢nim koeficientem K4 nebo u benzodiazepind, jejichz
logaritmus koeficientu oktanol-voda (log Kow) mél pti pH 6,3 hodnoty kolem 2. Pfijem
benzodiazepind svysokym Ky obsahujicich ionizovatelné skupiny byl naopak
u pouzitych druhl rostlin limitovan. Na konci experimentu bylo v obou rostlinach
detegovano vsech sedm benzodiazepin(. Nejvyssi koncentrace byla zmérena pro
oxazepam, nejméné se pak fytoakumuloval flurazepam. Pfi neddvno provadéné studii

byla zkoumana fytoremediace diazepamu, a to pfi akutni expozici (7 dni/koncentrace 1

mg - I'1) i expozici chronické (28 dni/koncentrace 1 pg - I'!) . Pro experiment byly
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pouzity rostliny zeleniny okurky (Cucumis sativus) a fedkve (Raphanus sativus), dale
pak bunécnd kultura rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Pomoci HPLC-
MS byly vrostlindch detegovany tfi hlavni metabolity diazepamu — nordiazepam,

temazepam a oxazepam.

3.2.8 Benzodiazepiny v Ceské republice

Z Udajd zvefejnénych na webovych strankdch SUKL (Statni Ustav pro kontrolu
lé¢iv) vyplyva, e nejuzivanéj$imi antipsychotiky v CR jsou antidepresiva ®*. Deprese je
nejéastéjsi psychickd porucha, dle préizkum ji v Ceské republice trpi aZ 7,2 % obyvatel.
V poslednich 25 letech se spotfeba psychofarmak zvedla Sestindsobné, mohou za to
predevsim ,moderni“ antidepresiva — selektivni inhibitory zpétného wvychytavani
serotoninu (SSRI) — jeZ v mnohych pfipadech nahrazuji pravé benzodiazepiny 9. Od
benzodiazepind se ustupuje predné kvili velkému mnozZstvi nezaddoucich ucink( véetné
vzniku zavislosti. Nar(st spotfeby antidepresiv a pokles spotieby anxiolytik v minulych
letech je znazornén v grafu na obrdzku Ccislo 11. Predpoklada se, Ze spotreba

antidepresiv na ukor benzodiazepinovych anxiolytik bude rlst i v letech budoucich.

m ANXiolytika ~— == Antidepresiva
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Obrazek €. 11: Spotieba antidepresiv a anxiolytik v definovanych dennich davkach na

1000 obyvatel (DDD/TID) v Ceské republice v letech 2003 — 2015 ©, zdroj dat: sukl.cz.
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Tabulka ¢&islo 3 uvadi béiné uiivané benzodiazepiny v Ceské republice spolu

s jejich komercénimi nazvy.

Tabulka €. 3: Benzodiazepiny a jejich komeréni nazvy v Ceské republice 7.

Benzodiazepin

Komeréni nazev v Ceské republice

chlordiazepoxid
diazepam
alprazolam

bromazepam

Elenium
Apaurin, Diazepam Slovakofarma, Diazepam Desitin
Frontin, Helex, Neurol, Xanax

Lexaurin
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4 Experimentalni c¢ast

4.1 Rostlinny material

Fytoextrakce vybranych benzodiazepinl byla zkoumana na kukufici seté (Zea

mays), kultivaru DKC3969. Semena poskytla firma Monsanto CR s.r.o.

4.2 Pristroje

Sterilizace nddobi a médii byla provedena v tlakovém hrnci Morphy Richards
Rapid Cook. Sterilni sadba semen rostlin a nasledné odbéry médii byly provadény
v laminarnim boxu Labox FBB 120, tepelna sterilizace ndstrojud a povrch( pak s vyuzitim
kahanu Fuego pro WLD-TEC. Odebrané vzorky a vzorky kalibra¢ni fady byly uchovavany
v mrazicim boxu Liebherr pti cca -17 °C, ptipadné v lednici Liebherr pti cca 3 °C.
Centrifugace vzorkl pred HPLC analyzou byla provedena na centrifuze Labnet
Spectrafuge 16M (polomér rotoru 50 mm, 14 000 rpm). Léciva latka alprazolam byla
vazena na analytickych vahach KERN ABT 120-5DNM. Zasobni roztoky lécCiv byly
centrifugovany na centrifuze Hettich EBA 21 (polomér rotoru 70 mm, 6 000 rpm).
K sonikaci zasobnich roztokd Iéciv, homogenizovanych vzork( rostlin a k odplynéni
mobilni faze byla pouZita ultrazvukova lazen Fisherbrand FB 15050. Po ukonceni
kultivace byla hmotnost rostlin stanovena na predvazkach Adam AQT-600. Zvaiené
rostliny uréené kanalyze extrahovatelnych rezidui byly homogenizovdny pomoci
pristroje IKA T18 digital ULTRA TURRAX. Homogenizované a zfiltrované extrakty rostlin
byly odpafeny na rotacni vakuové odparce Heidolph Hei-VAP Precision. Davkovani
roztokd bylo provadéno automatickymi pipetami Nichirio (Japonsko) s nastavitelnym

objemem.

Koncentrace léciv v kultivacnich médiich rostlin byla zjisStovana pomoci HPLC
sestavy, jeZ se skladala z vysokotlakého cerpadla Shimadzu LC-20AD a z UV detektoru
Shimadzu SPD-20A. Analyzy byly provedeny na koloné Agilent Eclipse XDB-C18
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o rozmérech 4,6 x 150 mm a ¢asticemi o velikosti 5 um s predkolonou XDB-C18. Nastrik
probihal pomoci davkovaciho ventilu Rheodyne s davkovaci smyckou 20 pl.

K vyhodnoceni dat byl pouZit program Clarity DataApex.

4.3 Chemikalie

V tabulce cislo 4 jsou uvedeny ndzvy pouzitych benzodiazepinl spolu s jejich

vyrobcem.

Tabulka €. 4: Vybrana benzodiazepinova |éCiva pro experiment.

Lécivo Komeréni nazev Vyrobce Obsah Cistota

[écivé latky

v jedné

tablete
chlordiazepoxid Elenium Polfa Tarchomin S.A. 10 mg z tablety
diazepam Diazepam Spofa Slovakofarma 10 mg z tablety
alprazolam Alprazolam C-IV  Sigma-Aldrich X min. 98,0 %
bromazepam Lexaurin Krka d.d. 3mg z tablety

K odmasténi semen byl pouzit 70% roztok ethanolu, k jejich sterilizaci dale pak
20% a 10% roztok SAVA, vyrobce Unilever CR, spol s.r.o. Semena rostlin byla
kultivovana ve sterilné pripraveném médiu bez cukru dle Murashiga a Skooga s pH
upravenym na 5,5. SloZeni tohoto média je uvedeno v tabulce &islo 5. Chemikadlie na

pripravu médii byly Cistoty p.a.



-34-

Tabulka €. 5: SloZzeni média dle Murashiga a Skooga 2.

Slozky média Chemikalie Koncentrace [mg - ']
Makroslozky NH4NOs3 1650
KNO3 1900
CaCl; -2 H,0 440
MgSOa4 - 7 H,0 370
KH2PO4 170
Mikroslozky Kl 0,83
H3BO3 6,2
MnSOq - 7 H20 22,3
CoClz - 6 H20 0,025
CuSO4 - 5 H,0 0,025
Na;MoOs - 2 H,0 0,25
ZnS04 - 7 H20 8,3
Zelezity komplex Na;EDTA 37,2
FeSO4 - 7 H,0 27,8

Deionizovand voda na pfipravu médii a mobilnich fazi pro HPLC byla pfipravena

pristrojem IWA 5 roso Watek s.r.o. Ostatni rozpoustédla a chemikalie pouzité pfi

experimentu jsou uvedeny v tabulce Cislo 6.
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Tabulka €. 6: Pouzita rozpoustédla a jiné chemikalie.

Chemikalie Vyrobce Cistota

methanol Lachner HPLC gradient grade
ethanol Lachner p.a.
dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich min. 99,5 %
acetonitril VWR Chemicals HPLC super gradient
kyselina trihydrogenfosforecna (85 %) Sigma-Aldrich HPLC grade
dichlormethan VWR Chemicals HPLC gradient grade
siran sodny bezvody p.a. LACHEMA, a.s. min. 99,0 %

4.4 Pracovni postup

4.4.1 Sadbarostlin

Semena rostlin kukufice seté byla nejprve odmasténa v 70% roztoku ethanolu
po dobu 1 minuty. Poté byla sterilizovana SAVEM, a to jeho 20% roztokem po dobu 10
minut a 10% roztokem po dobu 20 minut. Nasledné byla semena v laminarnim boxu
Ctyfikrat promyta sterilizovanou vodou, pricemz ve ¢tvrtém pridavku byla semena cca
10 minut ponechdna. Pomoci sterilni pinzety opdlené v plameni kahanu byla semena
prenesena do Erlenmeyerovych banék o objemu 500 ml obsahujicich 15 ml sterilniho
média bez cukru dle Murashiga a Skooga. Do kazdé z banék byla vnesena 4 semena,
hrdlo banék bylo za ucelem zabranéni kontaminace opaleno v plameni kahanu
a uzavieno aluminiovou folii. Pro kazdé léc¢ivo bylo takto pfipraveno Sest banék, které
byly poté umistény do kultivaéni mistnosti s teplotou vzduchu 26 °C. Osvétleni bylo
realizovdno zafivkami Cool White (Phillips) ze vzdalenosti 40 cm, 36 W/m?, a to
ve svételném rezimu 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Ukdzka sterilné kultivované

rostliny kukufice seté po 14 dnech od vysazeni je na obrdzku cislo 12.
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Obrazek €. 12: Ukazka sterilné kultivované rostliny kukufice seté.

4.4.2 Pridaniléciva a odbér vzorkia média

Poté, co rostliny dosahly optimalniho vzrlistu, cca 14 dni po vysazeni semen,
byly zbytky pavodniho média z banék odlity. Nasledné bylo do banék pfidano 100 ml
Cerstvého sterilniho média. Léciva byla pfidavana vzdy jako roztok v dimethylsulfoxidu;
do banék bylo pfridano takové mnozstvi zasobniho roztoku léciva, aby jeho teoreticka
pocéateéni koncentrace v médiu byla vidy 10 mg - I''. U alprazolamu byla zkouména
jeSté fytoextrakce na nizsi koncentracni hladiné léciva, kdy teoreticka pocatecni
koncentrace lé¢iva v médiu ¢inila 5 mg - I'X. Zaroven byla pfipravena kontrolni kultivace
obsahujici jen médium a pfrislusné Iécéivo, abychom potvrdili, Ze se |éCivo nerozklada
samovolné plsobenim svétla ¢i ostatnich slozek média. Bezprostfedné po pridani
média obohaceného IéCivem byl ze viech kultiva¢nich banék proveden odbér (vzorek

Cislo 1) ke zjiSténi skutecné pocatecni koncentrace léciva v médiu. Odbéry byly
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provadény sterilné v laminarnim boxu pomoci injekéni stfikacky s jehlou, a to vidy po
cca 0,7 ml. Realizace provadéni odbérli vlamindrnim boxu je zdokumentovana na
obrazku cislo 13. Vzorky v Eppendorf zkumavkach byly uchovavany v mrazicim boxu.
Dalsi odbéry médii se uskutecniovaly vidy po 24 hodindch, a to az do doby, nez musely
byt kvali kontaminacim ve formé plisni ¢i bakterii kultivace rostlin ukonceny. Poté byly
rostliny vyjmuty z banék, omyty vodou, osuseny a rozdéleny na kofenové a nadzemni
Casti. Byla stanovena cerstva hmotnost kultivovanych rostlin, které byly nasledné

zamrazeny.

Obrazek ¢. 13: Ukazka provadéni odbért vzork( v laminarnim boxu.

4.4.3 Analyza vzorki na HPLC

Analyze vzorkd na HPLC predchdzelo nalezeni vhodné mobilni faze, pritoku
a také vinovych délek méreni. Pouzité hodnoty podminek méreni pro kazdé lécivo jsou

obsahem tabulky Cislo 7.
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Tabulka ¢. 7: Hodnoty podminek méreni koncentrace léciv v médiu na HPLC.

Koncentrace H3PO4 byla min. 85 %.

Lécivo Slozky mobilni faze Poméry slozek Vinova Pritok
mobilni faze délka [nm] [ml-min?

(v/v/v) nebo

(v/v)
chlordiazepoxid ACN : H,O : H3PO4 28:72:0,1 235 0,7
diazepam MeOH : H,0 : H3PO4 60:40:0,1 225 1,0
alprazolam ACN : H;O 40:60 254 0,5
bromazepam ACN : H,0 : H3PO4 28:72:0,1 233 1,0

Pro kazdé studované léCivo byl nejdfive sestrojen kalibraéni graf. Kalibraéni
roztoky jednotlivych |éCiv byly pfipraveny v methanolu a jejich koncentrace byla: 1; 2,5;
5; 10 a 15 mg - I'Y. Na zakladé ploch jejich pik( byla programem Clarity vyhodnocena
kalibra¢ni zavislost. Vzorky médii byly po rozmrazeni centrifugovany po dobu 20 minut
a nasledné analyzovany na HPLC s UV detekci. Koncentrace |éCiv byla stanovena
pomoci programu Clarity na zakladé predchozi externi kalibrace. Mez detekce byla
vypoctena jako trojndsobek Sumu zakladni linie, mez kvantifikace pak jako
desetinasobek Sumu zakladni linie. Mez detekce (limit of detection — LOD) a mez

kvantifikace (limit of quantification — LOQ) IéCiv je uvedena v tabulce Cislo 8.

Tabulka €. 8: Mez detekce a mez kvantifikace stanovovanych IéCiv.

Lécivo LOD [mg - I'] LOQ [mg- I
chlordiazepoxid 0,06 0,20
diazepam 0,01 0,04
alprazolam (pro 5 mg - I'%) 0,03 0,10
alprazolam (pro 10 mg - I') 0,01 0,04

bromazepam 0,02 0,05
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4.4.4 1zolace extrahovatelnych rezidui léciv a jejich analyza na HPLC

Po rozmraZeni nadzemnich a kofenovych ¢asti rostlin  z fytoextrakénich
experimentl bylo ke vSem ¢astem priddno 50 ml destilované vody. Takto vytvorena
smés byla ddle homogenizovdna pomoci homogenizacniho pfistroje. Poté bylo pfidano
50 ml dichlormethanu a roztok byl vlozen do ultrazvukové Iazné na 20 minut. Poté byl
roztok prenesen do délici nalevky a radné protfepan. V délici ndlevce byl roztok
ponechan do Uplného rozdéleni fazi, spodni faze dichlormethanu se sledovanou latkou
byla oddélena a zbavena vody bezvodym siranem sodnym. Druhy den bylo susidlo
odfiltrovano a filtraty byly odpareny do sucha na rotacni vakuové odparce. Odparek byl
dale rozpustén vidy ve 2 ml methanolu. Roztoky byly ponechany v lednici
a analyzovany na HPLC s UV vidy za stejnych podminek jako vzorky fytoextrakénich
experiment(. Pokud doslo k prekroceni koncentracnich mezi kalibracni pfimky, byly
vzorky extrahovatelnych rezidui ddle zfedény a skutecna koncentrace latky ve vzorku
byla zpétné dopoditana. Identita stanovovanych latek byla potvrzena mérenim vzorku

rezidua s pfidavkem standardniho roztoku léciva.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Chlordiazepoxid

Teoretickd vychozi koncentrace v médiu pro chlordiazepoxid, stejné jako pro
ostatni zkoumané benzodiazepiny, byla 10 mg - I'X. lhned po pfidani zasobniho roztoku
[é¢iva bylo médium krouzivym pohybem bariky promichano a byl proveden prvni odbér
ke zjiSténi presné vychozi koncentrace chlordiazepoxidu v médiu. Hodnota pfistrojem
zmérené vychozi koncentrace se od teoretické zpravidla liSi. Pokud je zmérend
hodnota vyssi neZ ta teoretickd, miZeme to pficitat nizSimu objemu média, jeZ je
sterilizovano v tlakovém hrnci prikryto jen aluminiovou folii a muizZe tedy dochazet
k jeho ¢astecnému odpareni. Nizsi hodnoty koncentrace mohou byt naopak vysvétleny
okamzitou sorpci média na korenovy systém rostliny, jez se da také povazovat
za pocatek fytoremediacnich procesl rostliny. Dalsim divodem muze byt naredéni
predchozim médiem, jez nemohlo byt z barnky kvili zachovani sterility celého procesu

zcela odstranéno.

Dalsi odbéry média byly provadény ve sterilnim prostiedi vidy po cca 24
hodinach. Odbéry byly provadény az do té doby, nez byly v bankach pozorovany
znamky kontaminace média ¢i uhynu rostliny. Namérené hodnoty koncentraci byly
vyjadreny jako procento koncentrace vychozi. Primér téchto hodnot byl pro kazdy den
zaznamenan do sloupcového grafu. Smérodatna odchylka vysledk( je vyjadrena ve
formé chybovych uUsecek. Vysledky fytoextrakéni studie chlordiazepoxidu jsou soucasti

grafu na obrazku cislo 14.
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Fytoextrakce chlordiazepoxidu
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Obrazek €. 14: Pokles koncentrace chlordiazepoxidu v kultivaénim médiu. Na ose x se
nachazi veli¢ina ¢asu, Den odbéru (1 den = 0 hodin, 2 dny = 24 hodin, 3 dny = 48 hodin,
4 dny = 72 hodin). Na ose y se nachazi koncentrace chlordiazepoxidu vyjadiend jako

procento koncentrace vychozi.

Z grafu vySe je patrné, ze fytoextrakce chlordiazepoxidu méla vcelku linedrni
prabéh. V prvnim dnu byl zaznamenan pokles 23 %, v dalSim 14 % a v poslednim 19 %
vici koncentracim z predchoziho dne. Lze tedy predpokladat, Zze kdyby experiment
nemusel byt kvlli kontaminacim v kultivacnich médiich ukoncen, koncentrace
chlordiazepoxidu v médiu by klesala i naddle. Celkové byl pokles koncentrace béhem
72 hodin 56 %. Nejvétsi pokles koncentrace chlordiazepoxidu v médiu byl pozorovan
prvni den, coz mlze byt vysvétleno napfiklad tim, Ze dochdzelo k dalsi sorpci léCiva na
kofenovy systém kukufice. DalsSim vysvétlenim by mohla byt difuse do kofenového
systému rostliny fizend koncentracnim spadem. V neposledni fadé je nutné brat

v potaz i to, Ze zkoumana latka mizZe byt pro rostlinu toxicka, ¢imz dojde ke zpomaleni
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Ci zastaveni rlstovych a tim i fytoextrakénich procesl v dalSich dnech v dasledku

abiotického stresu.

Béhem 72 hodin bylo extrahovano cca 3,0 mg chlordiazepoxidu, fytoextrakéni
ucinnost kukufice seté tedy byla stanovena na 0,02 mg chlordiazepoxidu na gram

rostlinné biomasy za 24 hodin (pfi vychozi koncentraci 10 mg - I'%).

Na obrdazku Cislo 15 je pfiklad chromatogramu kultiva¢niho média obohaceného

chlordiazepoxidem.
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Obrazek ¢. 15: Priklad chromatogramu kultivacniho média z analyzy na HPLC s UV
detekci pfi 235 nm. Pik eluujici kolem 4. minuty je chlordiazepoxid o koncentraci 9,4

mg - I'1. Kolem 2. minuty eluuji slozky kultiva¢niho média.



-43 -

5.2 Diazepam

Pokles koncentrace diazepamu v kultivaénim médiu je vyjadien v grafu na

obrazku cislo 16.

Fytoextrakce diazepamu
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Obrazek ¢. 16: Pokles koncentrace diazepamu v kultivaénim médiu. Na ose x se nachazi
veli¢ina ¢asu, Den odbéru (1 den = 0 hodin, 2 dny = 24 hodin, 3 dny = 48 hodin, 4 dny =
72 hodin, 5 dnll = 144 hodin; o vikendu nebyly vzorky odebirany; 5. den byl odebran
jen jeden vzorek, ostatni média v kultivacnich barikach jiz byla kontaminovana, proto
paty sloupec neobsahuje chybovou usecku. Na ose y se nachazi koncentrace

diazepamu vyjadiena jako procento koncentrace vychozi.

Stejné jako tomu bylo u chlordiazepoxidu, u diazepamu byl nejmarkantné;si
pokles koncentrace l|éc¢iva v médiu zaznamenan hned v prvnim dnu. Koncentrace

v kultivaénich médiich poklesla o 20 % oproti koncentraci vychozi. Dalsi dny
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koncentrace |éciva klesala uz jen minimalné, a to o 1 % béhem druhého dneao 3 %
béhem dne tretiho. V poslednim dnu koncentrace lé¢iva v médiu naopak o 1 %
vzrostla. Narlst koncentrace v poslednim odbéru je nevyrazny a prGbéh svédci
o pomeérné casném zastaveni fytoextrakéniho procesu. Celkovy pokles v kultivaénim

médiu béhem 4 dn( byl 24 %.

Béhem 72 hodin bylo extrahovano cca 1,2 mg diazepamu, fytoextrakéni
ucinnost kukuftice seté tedy byla stanovena na 0,006 mg diazepamu na gram rostlinné

biomasy za 24 hodin (pfi vychozi koncentraci 10 mg - I'%).

5.3 Alprazolam

Pokles koncentrace alprazolamu byl zkouman na dvou koncentracnich
hladindch, jednalo se o teoretické vychozi koncentrace 5 a 10 mg - 1. Vysledky

fytoextrakce pro obé koncentraéni hladiny jsou soucasti grafu na obrazku ¢islo 17.
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Fytoextrakce alprazolamu
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Obrazek ¢. 17: Pokles koncentrace alprazolamu v kultivaénim médiu. Na ose x se
nachdzi veli¢ina ¢asu, Den odbéru (1 den = 0 hodin, 2 dny = 24 hodin, 3 dny = 48 hodin,
4 dny =72 hodin, 5 dni = 96 hodin, 6 dni = 168 hodin; o vikendu nebyly vzorky
odebirany). Na ose y se nachazi koncentrace alprazolamu vyjadirend jako procento

koncentrace vychozi.

Z grafu vyjadfujici pokles koncentrace alprazolamu v kultivaénim médiu lze
Nejvyssi pokles byl u obou koncentracnich hladin, stejné jako u ostatnich zkoumanych
benzodiazepind, v prvnim dni. V pfipadé nizsi koncentra¢ni hladiny alprazolamu se
jednalo o 12 %, v pripadé vyssi koncentracni hladiny byl pak pokles dokonce 30 %.
Z téchto hodnot Ize tedy usuzovat, Ze pokud je vychozi koncentrace |éCiva vyssi, zvysi
se i fytoextrakéni ucéinnost. To muize byt logicky vysvétleno jiz zminénym difusnim
jevem. Latka o vyssi koncentraci pfechazi do nenasyceného prostredi rychleji nez latka
o koncentraci nizsi. Soucasti uvedeného jevu mulze byt i prostd adsorpce na povrch

korend, kterd je rovnéz fizena rozdilem koncentraci.
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V druhém dni byl pokles pro nizsi koncentracni hladinu 10 % vici predchozimu
dni, v dalSim dni byl pak zaznamendm vzrlst o 2 % vici dni predchozimu. Posledni den

méreni byla koncentrace v kultivaénich médiich viceméné stejna jako den predchozi.

U vyssi koncentracni hladiny alprazolamu v médiu byl béhem druhého dne
zaznamendn pokles jen minimalni, v dalSim dni koncentrace alprazolamu v médiu
vzrostla, a to o 9 % oproti dni pfedchozimu. Béhem dalSich 24 hodin doSlo opét
k poklesu, a to o 2 %. Béhem vikendu, tedy po 72 hodinach od predeslého odbéru,

koncentrace alprazolamu v kultivacnim médiu klesla o 8 %.

Pti sledovani fytoextrakce alprazolamu jsme se setkali s jevem, kdy byl nejprve
zaznamenan pokles koncentrace latky v kultivaénim médiu, nasledné ale koncentrace
latky v médiu zacala stoupat. Pri¢inou mlze byt okamzita adsorpce pridané latky na
kofenovy systém rostliny. BEéhem druhého a tfetiho dne se pak ustavuje rovnovéaha
mezi timto adsorbovanym |éCivem na kofenovém systému a mezi |éCivem
rozpusténym v kultivacnim médiu. DalSim vysvétlenim m(Ze byt to, Ze rostlina zac¢ne
postupné odumirat a vyplavovat ze svych tkani jak léc¢ivo adsorbované, tak i lécivo
absorbované. Vzhledem k tomu, Ze v poslednich dnech doslo k opakovanému poklesu

koncentrace latky v médiu, prvni z uvedenych moznych pficin se jevi jako logictéjsi.

Béhem 72 hodin bylo na vyssi ze dvou zkoumanych koncentracnich hladin
extrahovdno 1,7 mg alprazolamu, fytoextrakéni Ucinnost kukufice seté tedy byla
stanovena na 0,009 mg alprazolamu na gram rostlinné biomasy za 24 hodin (pfi

vychozi koncentraci 10 mg - I%).

Na obrazku cislo 18 je pfiklad chromatogramu kultivaéniho média obohaceného

alprazolamem.
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Obrazek €. 18: Priklad chromatogramu kultivacniho média z analyzy na HPLC s UV
detekci pfi 254 nm. Pik eluujici kolem 10. minuty je alprazolam o koncentraci 9,8

mg - I'1. Kolem 2. minuty eluuji slozky kultivaéniho média.
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5.4 Bromazepam

Pokles koncentrace latky bromazepamu v kultivacnim médiu je znazornén

v grafu na obrazku cislo 19.
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c[%]

100

80

60

40

20

0
1 2 3 4

Den odbéru

Obrazek €. 19: Pokles koncentrace bromazepamu v kultivacnim médiu. Na ose x se
nachazi veli¢ina ¢asu, Den odbéru (1 den = 0 hodin, 2 dny = 24 hodin, 3 dny = 48 hodin,
4 dny = 72 hodin). Na ose y se nachdzi koncentrace bromazepamu vyjadrena jako

procento koncentrace vychozi.

Z grafu vySe vyplyva, Ze nejvétsi pokles koncentrace bromazepamu byl
pozorovan, tak jako u ostatnich zkoumanych benzodiazepin(, béhem prvnich 24 hodin
po jeho pfidani. BEhem prvniho dne byl tedy pokles koncentrace 38 %, béhem dalsich
dnl pak 4 % a neceld 4 % vici dni predchozimu. Celkovy pokles bromazepamu

v kultivaénim médiu byl 46 %.
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Béhem 72 hodin bylo extrahovano 2,0 mg bromazepamu, fytoextrakéni

ucinnost kukufice seté tedy byla stanovena na 0,01 mg bromazepamu na gram

rostlinné biomasy za 24 hodin (pfi vychozi koncentraci 10 mg - I'%).

5.5 Porovnani fytoextrakce benzodiazepinii

Porovnani fytoextrakénich ucinnosti vSech Ctyr vybranych benzodiazepinovych

anxiolytik je zndzornéno v grafu na obrazku Cislo 20.
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Obrazek €. 20: Pokles koncentrace chlordiazepoxidu, diazepamu, alprazolamu a
bromazepamu v kultivaénich médiich. Na ose x se nachazi veli¢ina ¢asu, Den odbéru (1

den =0 hodin, 2 dny = 24 hodin, 3 dny = 48 hodin, 4 dny = 72 hodin). Na ose y se
nachazi koncentrace benzodiazepinu vyjadfend jako procento koncentrace vychozi. Pro

tento srovnavaci graf byly pro alprazolam pouzity hodnoty z experimentu s vychozi

teoretickou koncentraci 10 mg - I,
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Po 72 hodinach od pocatku experimentu byl zaznamendan nejvétsi pokles
koncentrace v médiu pro latku chlordiazepoxid. Pokles inil 56 %. Druhym nejvice
fytoextrahovanym benzodiazepinem byl bromazepam s celkovym poklesem 46 %.
Nasledoval diazepam, jehoZz pokles koncentrace v médiu béhem 72 hodin byl 24 %.

evvs

pokles 0 21 %.

Vypocitana fytoextrakéni ucinnost ukazuje, jaké mnozZstvi IéCiva je rostlina (1
gram Cerstvé rostlinné biomasy) schopna extrahovat za 24 hodin. Nejvyssi
fytoextrakéni uc€innost byla zjiSténa pro chlordiazepoxid, nasledoval bromazepam, déle
alprazolam a jako posledni diazepam. Fytoextrakéni ucinnost je graficky zndzornéna na

obrazku cislo 21.
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Obrazek €. 21: Porovnani fytoextrakéni ucinnosti pro jednotlivé benzodiazepiny.

Prestoze je struktura benzodiazepinl (benzodiazepinové jadro) shodnad, jejich

postranni fetézce se liSi. Pravé postranni retézce pak maji vliv na farmakologické a
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fyzikalné-chemické vlastnosti benzodiazepini. Takovou vlastnosti je napfiklad
hydrofobicita (vyjadrena jako log Kow), jez ma mit velky vliv na zachyt a akumulaci
neiontovych latek rostlinami . V literatufe se uvadi, Ze nejlépe se fytoextrahuji latky
s hodnotou log Kow kolem 2 626970 | ze pFedpokladat, Ze lipofilni latky se koncentruji na
korenovych lipidech, polarni latky pak mohou byt translokovdny do nadzemnich ¢asti
rostlin. Pokud je latka ionizovana, nabizi se procesy jako iontovy zachyt nebo
elektrostatické interakce s bunécnymi membranami rostliny. V literature se casto
diskutuje souvislost mezi fytoextrakéni Ucinnosti a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
léCiva. Fyzikadlné-chemické vlastnosti studovanych benzodiazepinl jsou uvedeny

v tabulce cislo 9.

Tabulka €. 9: Vybrané benzodiazepiny a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti.

Latka Poradi My, Substituent log Kow pKa

fytoextrakéni  [g- mol?]

ucinnosti
chlordiazepoxid 1 299,8 -Cl, -NHCHs3, -NO, -H 2,44 4,8
bromazepam 2 316,2 -Br, -NH, =0, -H 2,05 2,7
alprazolam 3 308,8 -Cl, triazol, -H 2,12 2,4
diazepam 4 284,7 -Cl, -CH3, =0, -H 2,88 3,4

Nezda se, Zze by vtomto pripadé existovala prfima souvislost fytoextrakéni
ucinnosti s hodnotami log Kow. Urcita tendence se jevi v pfipadé porovnani hodnot pKa,
i kdyZ ani ta pIné neodpovida ziskanym experimentalnim vysledkiim. Zkoumany déj je
zfejmé superpozici uvedenych a dalSich faktord predevsim struktury extrahovaného
benzodiazepinu. Vyznamnou roli nejspiSe hraje kromé sterickych a elektronickych
faktor( souvisejicich se strukturou zkoumané latky i stupen ionizace v zavislosti na
hodnotach pH média, které se mlze béhem kultivace odchylit od primarné

nastaveného vlivem zmén sloZeni a exkrece rostlinnych exsudatu.
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5.6 Analyza extrahovatelnych rezidui

Analyza extrahovatelnych rezidui byla provedena z fad kultivaci po ukonceni
fytoextrakéniho experimentu. Hmotnost extrahovatelnych rezidui byla sledovana zvlast
v korenovych a zvlast v nadzemnich castech rostlin. Na obrazku cislo 22 je ukazka
chromatogramu z analyzy extrahovatelnych rezidui diazepamu v nadzemnich ¢astech

kukurice seté.

283 4

400

241 3

300

163 1

Voltage

200

9,73 diazepam 14

=221 2

100

333 5

383 6
416 7
469 8
501 9
593 10
678 11
753 12
793 13
{1244 15
1555 16
1664 17
1898 18

Time [min.]

Obrazek €. 22: Analyza extrahovatelnych rezidui diazepamu v nadzemnich ¢astech

rostliny. Pik eluujici kolem 10. minuty je pik diazepamu o koncentraci 9,3 mg - I'%.

Postup ziskani vysledku hmotnosti extrahovatelnych rezidui na hmotnost

biomasy pro kazdy zkoumany benzodiazepin je uveden v tabulce Cislo 10.
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Tabulka ¢. 10: Vypocet hmotnosti extrahovatelnych rezidui na hmotnost biomasy (asti

rostliny uvedeny zkratkami jako K — kofeny, NC — nadzemn{ &asti).

léCivo a rostlinna  celkova koncentrace hmotnost hmotnost translokacni
¢ast uvedena hmotnost  ve 2 ml |éCivave |éCivana  faktor
indexem rostlinnych vzorku vzorku gram (TF)

asti [g] [mg- I [mg] biomasy

[mg - g7]

chlordiazepoxidX 45,2 13,7 0,03 6-10*
chlordiazepoxid¥ 12,4 4,3 0,01 710" b
diazepamK 45,0 44,4 0,09 2-103
diazepam™¢ 19,6 9,3 0,02 9-10* o>
alprazolamX 46,2 57,4 0,11 2-10°3
alprazolam™¢ 17,5 12,3 0,02 1-10°3 o0
bromazepamX 44,3 105,9 0,21 5-103
bromazepam™¢ 14,6 30,9 0,06 4107 o

Translokacni faktor (TF) byl vypocitan jako podil hmotnosti léciva na gram
biomasy nadzemnich ¢asti a hmotnosti Iéciva na gram biomasy korfenovych casti
rostlin. Pokud je tedy hodnota vétsi nez jedna, znamena to, Ze se |éCivo ve vétsi mife
translokuje do nadzemnich ¢asti rostliny. Translokacni faktor Ize tedy brat jako ukazatel
toho, vjaké mife dochdzi v pfipadé konkrétni latky a rostliny ke kontaminaci

potravnich retézcd ZivocichU.

Zavérem je nutné dodat, Ze prace srostlinami, stejné jako s ostatnimi
biologickymi materidly, mize byt mnohdy komplikovana a rostliny mohou vykazovat
v ramci biodiverzity zcela odlisné chovani. Nasim vysledkem je tedy pridmérna hodnota
z fady Sesti vzorovych kultivaci. Sterilné kultivované rostliny jsou velice nachylné
ke kontaminacim, uhyn rostliny jejich vlivem ¢&i vlivem |éciva lze ale ¢asto vypozorovat

az zpétné, coz také vyrazné stézuje provadéni a vyvhodnocovani experimentu.
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6 Zaver

Se zvysujicimi se naroky na kvalitu Zivota stoupa i konzumace |éCiv, které se pak
vinou jejich naduzivani ¢i nevhodnou likvidaci dostavaji do pfirody a negativné ji
ovliviuji. Benzodiazepiny a jejich aktivni metabolity byly nalezeny ve vodach rdznych
Casti svéta a byl prokazan jejich negativni vliv na vodni organismy véetné bioakumulace

v jejich tkanich.

Tato diplomova préace byla vypracovana za ucelem porovnat miru fytoextrakce,
fytoextrakéni Ucinnost a miru translokace v rostliné pro Ctyfi benzodiazepiny —
chlordiazepoxid, diazepam, alprazolam a bromazepam. Pokles koncentrace
v kultivaénim médiu byl méren pomoci HPLC s UV detekci. Nejvétsi pokles koncentrace
béhem 72 hodin byl zaznamendn pro chlordiazepoxid (56 %), nasledoval bromazepam
(46 %), diazepam (24 %) a alprazolam (21 %). Vypocitand fytoextrakéni Ucinnost pak
byla nejvyssi pro chlordiazepoxid (0,02 mg/g biomasy/24 h), nasledoval bromazepam
(0,01 mg/g biomasy/24 h), alprazolam (0,009 mg/g biomasy/24 h) a diazepam (0,006
mg/g biomasy/24 h). Analyza extrahovatelnych rezidui potvrdila translokaci vsech
zkoumanych benzodiazepind do nadzemnich ¢&asti rostlin, prostfednictvim jejichz

konzumace rezidua léciv kontaminuji potravni fetézce Zivocichu.

Fytoextrakce benzodiazepinl chlordiazepoxidu a bromazepamu se ukazala jako
realnd, nutno ale podotknout, Ze se jednalo o modelové experimenty, pfi nichZ jsme
kvlli vyhodnocovacim metodam byli nuceni pouZit koncentrace benzodiazepin(
mnohonasobné vyssi, ne? jsou jejich naméfené koncentrace v pfirodé. Ucinnost
fytoextrakce v redlném prostfedi zahrnujicim navic multikomponentni matrice se tak

muzZe od nami uvedenych vysledk lisit.

V nasledujicich experimentech by bylo zdhodno sledovat metabolické premény
benzodiazepind v rostling, a kromé parentniho benzodiazepinu identifikovat
v rostlinné tkani i jeho metabolity. Prostup |éciva rostlinou lze taktéz zkoumat na

latkach obsahujicich radioaktivni znacky.
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