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Nézev diplomové prace: Vliv anthelmintik na aktivitu vybranych biotransformacnich

enzymil

Anthelmintika patfi mezi 1é¢iva hojné vyuzivana ve veterinarni medicing. V prostredi
tyto 1éCiva predstavuji vyznamny zdroj znecisténi s negativnim dopadem na
mikroorganismy 1 celé ekosystémy. Osud anthelmintik a jejich ucinky na rostliny
nebyly doposud dostatecné prostudovany. Cilem této prace bylo zjistit plisobeni dvou
Casto pouzivanych anthelmintik fenbendazolu (FEN) a ivermektinu (IVM) na
antioxidacni enzymy peroxidasu (POX), katalasu (CAT), askorbat peroxidasu (APX),
glutathion reduktasu (GR), glutathion-S-transferasu (GST) a superoxid dismutasu
(SOD) u modelové rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Studie byla
provadeéna na in vitro bunéénych suspenzi Arabidopsis thaliana. Aktivita enzymu byla
meéfena spektrofotometricky u vzorkli odebranych po 8, 24 a 72 hodinach. U vzorki
vystavenych pusobeni vlivu FEN se aktivita enzymu SOD zvySila a naopak u GST
doslo ke sniZeni aktivity enzymu. Pfitomnost IVM ma na aktivitu GR, GST a SOD
inhibi¢ni U¢inek, naopak u POX a CAT dochazi k nariistu aktivity. Aktivita enzymu
APX neni u IVM ani FEN po celou dobu expozice signifikantné ovlivnéna. Vysledky
ukazaly, Ze obé pouzita anthelmintika mohou ovlivnit aktivitu antioxidacnich enzymi,

coz muize vést k vy§§imu riziku oxida¢niho poskozeni rostliny.
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Anthelmintics belong between the drugs widly used in veterinary medicine. In the
environment, these drugs represent a significant source of pollution with a negative
impact on micro-organism and entire ecosystems. The fate of anthelmintics and their
effect on plants has not yet been studied sufficiently. The aim of this work was to
investigate the effect of two frequently used anthelmintics, fenbendazole (FEN) and
ivermectin (IVM) on antioxidant enzymes peroxidase (POX), catalase (CAT), ascorbate
peroxidase (APX), glutathione reductase (GR), glutathione-S-transferase (GST) and
superoxide dismutase (SOD) in model plant Arabidospsis thaliana. In this study was
used in vitro cell suspension of Arabidospsis thaliana. Enzyme activity was measured
spectrophotometrically in samples taken after 8, 24 and 72 hours. At samples exposed to
effect of FEN the activity of SOD enzyme increased, on the other hand the activity of
GST enzyme decreased. The presence of [IVM has an inhibitory effect on GR, GST and
SOD activity, on the other hand activity of CAT and POX increased. Enzymatic activity
of APX is not significantly affected by IVM or FEN throughout the exposure period.
Results have shown that both anthelmintics can affect the activity of antioxidant

enzymes, which can lead to higher risk of oxidative damage in plant.
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1 Uvod

Anthelmintika patfi do skupiny lé¢iv hojné se vyuZzivajici ve veterindrni mediciné
k 1é€bé a prevenci onemocnéni zpisobené Cervy. Nicméné anthelmintika nejsou Casto
v organismu zvifete pln€ metabolizovana a rezidua 1¢ka se prostfednictvim moce a trusu
dostavaji do zivotniho prostiedi (Cooke, et al., 2017), kde mohou mit negativni vliv na
mikroorganismy. Proto je jejich vyskyt v ekosystému neustale sledovan. Chybi vsak
znalosti tykajici se mnozstvi 1éCivych latek vstupujicich do prostfedi, informace o jejich
metabolickych a transformacnich cestach, ucincich aktivnich slozek 1é¢iv, metaboliti a
produkti transformace na organismy, ale i o jejich perzistenci a rozlozitelnosti
v prostiedi (Klatte, et al., 2017). Diky pokrocilejSim metoddm uz lze detekovat mnohem
niz8i koncentrace znecistujicich latek v Zivotnim prostiedi nez diive (Sosa-Ferrera, et
al., 2013).

Mnoho xenobiotik vstupuje i do rostlin a pfedstavuji pro né potencialni
nebezpeci. Pokud jsou rostliny vystaveny stresovym podminkam prostfedi, vzrista
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), coz muze vést k vyznamnému poskozeni
jejich bunék. Z tohoto diivodu si rostliny vyvinuly extrémné sofistikované detoxifika¢ni
mechanismy vcéetné enzyml metabolizujici xenobiotika (Bartikova, et al., 2015;
Caverzan, et al., 2012)

Tato prace se zabyvala vlivem lé¢iv ze skupiny anthelmintik na aktivitu

vybranych biotransformacnich enzymt u modelové rostliny Arabidopsis thaliana.



2 Teoreticka ¢ast
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2.1 Problém znecisténi ekosystému lécivy

Humanni a veterinarni 1é¢ivé ptipravky patii spolu s pfipravky pro osobni hygienu,
pesticidy, herbicidy a primyslovymi slou¢eninami mezi tzv.,,nové“ environmentalni
kontaminanty, o nichz se predpoklada, Ze maji dlouhodoby nepfiznivy Ucinek na
ekosystém (Bartikova, et al., 2015).

Distribuce farmak do zivotniho prostfedi se ponékud 1iSi v porovnani
s tradi¢nimi polutanty. Primarnim zdrojem odpadnich 1é¢iv a jejich metabolitli jsou
pacienti nebo Zzeny uzivajici hormondlni antikoncepci. Aktivni latky jsou ztcla
vyluovany bud’ v nezménéné podobé, nebo ve formé jejich metaboliti. Za dalsi
vyznamny zdroj jsou povazovany léky s proslou trvanlivosti, které se do kolob&hu
dostavaji bud’ formou prisaki ze skladek nebo v disledku jejich nevhodné likvidace
prostfednictvim odpadu (Kotyza, et al., 2009). Farmaceutika se pak dostavaji do
vodnich tokll, protoZe jsou nedostate¢n¢ odstranény béZnou Upravou odpadnich vod.
Nasledné se mohou IéCiva a jejich metabolity dostdvat do podzemnich vod, i kdyz
v mnohem nizsich koncentracich. Sporadicky se muze stopové mnozstvi 1€Civ najit
dokonce 1 v pitné vodé. Ke kontaminaci pidy dochdzi zejména hnojenim zemédélské
pudy. Zde jsou vyznamnym zdrojem zneciSténi zejména veterinarni 1éciva. V mensi
mife se léCiva do prostiedi mohou dostat také vzduchem. Bylo prokézano, ze
v chovnych zatizenich, kde jsou veterinarni 1é¢iva podavéana jako prasek, mize dojit
k jejich rozptylu ve vzduchu a spolu s prachem jsou pak odvadény vzduchotechnikou do
okolniho prostredi (Klatte, et al., 2017).

Léciva poté mohou negativné ovlivilovat zivé organismy, vcetné rostlin.
Z tohoto dtivodu si rostliny vyvinuly sofistikované detoxifika¢ni systémy (Bartikova, et
al., 2015). Podle koncentrace 1é€iv, kterd se dostane do organismu, se efekt jakym
lé¢iva plisobi na organismus, déli do tfech skupin. Prvni skupina zahrnuje normalni
toxické ucinky typické pro vSechny xenobiotika. Tyto ucinky mohou piisobit jak na
bunécné urovni, tak 1 na cely ekosystém. Druhd skupina zahrnuje G¢inky na organismus
pfipisované antibiotikim, zejména vznik rezistence a selekci vice Skodlivych bakterii.
Utinky tieti skupiny zahrnuji tzv. endokrinni disruptory, které i ve velmi nizkych

koncentracich mohou narusit normalni funkci hormonti (Bartikova, et al., 2016).



Vyskyt vice jak 600 aktivnich latek, jejich metabolith nebo produktt
transformace byl prozatim v prostfedi detekovan v 71 zemich svéta (Klatte, et al.,
2017). Z 1¢éCiv pouzivajicich se v humanni mediciné se v prostfedi vyskytuji zejména
antibiotika, analgetika, 1éky uzivajici se u kardiovaskularnich onemocnéni (B —
blokatory, diuretika), psychostimulacia, antiepileptika a hormondlni 1écCiva.
Z veterinarnich 1€¢iv se v prostfedi nejcastéji vyskytuji antibiotika, hormony a

antiparazitika (Li, 2014).
2.1.1 Veterinarni lé¢iva v Zivotnim prostredi

Veterinarni 1é¢ivé pripravky jsou, stejné jako jind 1é¢iva, potencialni skupinou
chemickych kontaminant. Zahrnuji nejen ptvodni formu uUc¢inné latky nebo jeji
prekurzor, ale také jeji aktivni metabolity a transformacni produkty. Kromé latek
pouzivanych k 1é€bé a prevenci onemocnéni se u zvifat pouzivaji jako pifisady do krmiv
i dal$i chemické latky (napf. rastové promotory). V dnesni dob¢ je vyuzivano celé
spektrum veterinarnich 1éCiv, nicméné mezi nejpouzivanéjsi se fadi antibiotika,
antiparazitika a hormonalni 1é¢iva. Ve 25 zemich EU je za rok spotiebovéano pfiblizné
5393 tun antibiotik, 194 tun antiparazitik a 4,6 tun hormonu (Bartikova, et al., 2016).

Veterinarni 1é¢iva se do prostfedi dostdvaji rliznymi cestami v zavislosti na
zpusobu podani, typu 1écby a typu lé€eného zvifete. Mezi hlavni zdroje zne€isténi patii
chovy ryb a chovy hospodarskych zvifat. Méné vyznamnymi zdroji znecisténi jsou
domaci zvifata, polutanty unikajici do prostfedi béhem vyroby nebo nevhodné likvidace
nepouzitelnych 1é¢iv (Boxall, et al., 2002). Sifeni veterinarnich 1é¢iv do prostiedi je
mnohem vice komplexnéjsi, nez u 1é€iv pouzivanych v humanni mediciné. Emise 1é¢iv
muze probihat pfimou nebo nepfimou cestou. Piimou cestou se rozumi napt. uzivani
lé¢iv u zvifat chovanych na pastvinach, kdy jsou rezidua 1€kl pfimo vylucovany do
prostiedi. Nepiima cesta je naptiklad pouziti hnoje z oSetfenych zvifat na hnojeni pudy.
V tomto ptipad€ nevznikaji metabolity lé¢iv pouze u zvifat, ale mohou vznikat a dale se
rozkladat 1 béhem skladovani. Doba setrvavani 1é¢iv v hnoji miize byt od dnl az po
mesice. Slozky 1éCiv perzistujicich v prostfedi pak mohou negativné ovliviiovat jak
vodni tak i suchozemské ekosystémy (Derksen, et al., 2004; Bartikova, et al., 2015)

K dispozici jsou pouze omezené zdroje tykajici se osudu 1éCiv v prostiedi a jen
nckolik z nich se zabyva osudem anthelmintik v prostiedi, ktery je do zna¢né miry

ovlivnén jejich fyzikdlné¢ chemickymi vlastnostmi. V prostiedi se anthelmintika
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nevyskytuji jako jednotlivé kontaminanty, ale spiSe jako slozité smési s dalSimi 1éCivy a
polutanty. U parazitt, ktefi jsou vystaveni pusobeni nizkych koncentraci 1éCiv

v prosttedi, miize dojit k rozvoji rezistence (Horvat, et al., 2012).

2.2 Osud xenobiotika v rostlinach

Osud organickych xenobiotik v rostlinach popisuje koncept podle Sandermann, (1994)
nazvany ,,The green liver”. Koncept popisuje uréitou podobnost v metabolismu
organickych sloucenin u zivocichi a rostlin. Procesy, které¢ jsou srovnatelné¢ jak u
zivoc€ichii, tak 1 u rostlin, zahrnuji: (1) schopnost metabolizovat a detoxifikovat
xenobiotika, (2) pfitomnost specifickych metabolickych drah a biotransformacnich
enzymt, (3) pfeménu lipofilnich xenobiotik na hydrofilni slouceniny pro lepsi transport
a vylu¢ovani (Pflugmacher, et al., 2015).

Biotransformace je jednim z dulezitych obrannych mechanismt rostliny
regulovany rozlicnymi enzymy ve tfech fazich: (1) transformace, béhem které molekula
ziskava hydrofilni funkéni skupinu nebo dochazi k jejimu odkryti, (2) konjugace
xenobiotika s molekulami vlastni rostliné (napi. sacharidl, peptidl, organickych
kyselin) a (3) kompartmentace, kdy dochazi k uskladnéni konjugati ve vakuolach,
apoplastech nebo bunééné sténé. Nekdy byva rozliSovana jesté cCtvrtd faze
biotransformace, béhem které¢ dochazi k dalSim pfeménam uskladnénych konjugatt
xenobiotik (Bousova, et al., 2013).

U rostlin v pfitomnosti xenobiotika dochazi ke zvySené tvorbé kyslikovych
radikall, které mohou vést k poskozeni buiiky, ale také je to signal k aktivaci obrannych
mechanismi. Jako odpovéd’ na zvySenou tvorbu volnych radikali rostliny aktivuji
antioxida¢ni obranné mechanismy zahrnujici antioxida¢ni enzymy a neenzymové
antioxidanty (Gill, et al., 2010). Aktivace antioxidacnich obrannych systémil pfispiva
k lepsi toleranci rostliny na stresové faktory a tim také ovliviiuje ucinnost fytoremediace

(Komives, et al., 2005).

2.2.1 1. faze biotransformace

I. faze biotransformace zahrnuje oxidac¢ni, hydrolytické a redukéni reakce. Vysledkem
téchto reakci jsou vice polarni, ve vod¢ 1épe rozpustné metabolity, které jsou obvykle 1
chemicky a biologicky aktivnéj$i oproti vychozi sloucening. Hydrolytickym reakcim

v rostlinach podléhaji kontaminanty obsahujici ve své struktufe amidovou nebo
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esterovou skupinu. Reakce jsou katalyzované enzymy ze skupin amidas, esteras nebo
proteas. Produktem hydrolytické reakce je sloucenina s volnou karboxylovou skupinou.
Nejcastéjsi reakci 1. faze je oxidace. Oxidacni reakce jsou katalyzované enzymy
cytochromu P450 (Komives, et al., 2005). Mezi oxidac¢ni reakce se fadi hydroxylace,
dealkylace, oxida¢ni deaminace, oxida¢ni dehalogenace, oxidace alkoholl a aldehydi,
N-oxidace a S-oxidace. Z kvantitativniho hlediska jsou redukéni reakce méné€ vyznamné
nez oxidacni, ale pro urcité strukturni typy xenobiotik jsou hlavni metabolickou cestou

(Bousova, et al., 2013).

2.2.1.1 Enzymy l. faze biotransformace

na metabolismu xenobiotik. Strukturné se jednd o hemoproteiny vyskytujici se u vSech
zivych organisml. CYP katalyzuji Stépeni O — O vazby molekuly kysliku a vazbu
atomu kysliku na inaktivni uhlovodikovou slouceninu. Tato reakce je dilezita jak pro
syntézu endogennich sloucenin (napf. mastné kyseliny, steroidni hormony), tak i
k detoxifikaci xenobiotik (Hamdane, et al, 2008). CYP obvykle katalyzuji
monooxygenaci substratd, ale jsou také schopny pisobit jako peroxidasy nebo
reduktazy (Bartikova, et al., 2015).

Peroxidasy jsou skupinou hemoproteinti, které katalyzuji redoxni reakci mezi
peroxidem vodiku a substratem. Vyskytuji se u rostlin, zivocichli i mikroorganismi.
Peroxidasy jsou zapojeny do fady bunécénych procest, jako je reakce na stres nebo se
uplatiiuji pfi vyvoji. Na zaklad¢ rozdilti v primérni struktufe se peroxidasy rozdéluji do
tii tfid. Prvni tfida, také znadmd jako askorbat peroxidasy, zahrnuje intracelularni
enzymy vyskytujici se u rostlin, hub a kvasinek. Druhou tfidou jsou extraceluldrni
peroxidasy vyskytujici se u hub a tfeti tfidu pfedstavuji klasické peroxidasy vyskytujici
se u vyssich rostlin (Jouili, et al., 2011).

Alkoholdehydrogenasy (ADHs) a aldehyddehydrogenasy (ALDHs) jsou
enzymy vyznamng¢ zastoupené piedevsim u zivocichi, u rostlin jsou zastoupené v mensi
mife. Enzymy katalyzuji oxidaci xenobiotickych i eobiotickych alkoholti a aldehydi a
v rostlinach se podileji na produkci charakteristickych viini lakajici opylovace a chranici
rostliny proti bylozravclim (Strommer, 2011). ALDHs jsou, na rozdil od ADHs,

wevr

aldehydi na pfislusné karboxylové kyseliny. Nedavné studie ukézaly, Ze
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aldehyddehydrogenasy jsou slibnou tfidou enzymi pro zlepsSeni vyvoje rustu rostliny,
skladovéani semen a odolnosti vyssich rostlin vici stresu z prostiedi (Bartikova, et al.,
2015).

Dehydrogenasy/reduktasy jsou enzymy, které mohou katalyzovat preménu
nejen xenobiotik, ale i fadu endogennich molekul. Casto jsou &innosti téchto enzymii
metabolizovany aldehydy a ketony. Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
(SDRs) jsou jednou znejvétSich a nejstarSich NAD(P)(H) depedentnich nadrodin
enzymt, které vykazuji nizkou sekven¢ni podobnost. Tyto enzymy jsou zapojeny do
cest sekundarniho metabolismu (terpenoidy, alkaloidy, fenolické slouceniny) nebo se
podili na vyvojovych procesech (biosyntéza hormont, vyvoj kvétu) (Bartikova, et al.,
2015).

Aldo-keto reduktasy (AKRs) jsou nadrodinou enzymdu, jejiz Elenové jsou
zapojeni do metabolismu aldehydi a ketont (Bartikova, et al., 2015). Rostlinné AKRs
lze rozlisit do ctyt dulezitych funkénich skupin, které zdlraznuji jejich rozmanité
funkce v rostlin€. Podileji se naptiklad na detoxifikaci aldehydu, biosyntéze osmolytu,
sekunddrnim metabolismu nebo na membranovém transportu (Sengupta, et al., 2015).
Navic hraji AKRs dulezitou roli v ochrané rostliny pied osmotickym stresem a toleranci
mrazu (Eva, et al., 2014).

Karboxylesterasy katalyzuji hydrolyzu esteri, ¢imZ je odhalena funkéni
skupina, ktera nasledn€ podstupuje dalsi chemickou modifikaci. Tim se radikalné méni
biologickd aktivita pavodni slouceniny. U mnoha riznych druhG rostlin se
karboxyesterasy podileji na metabolismu xenobiotik (Bartikova, et al., 2015).

Epoxidhydrolasy jsou dalsi skupinou enzymt, u nichZ byla zjisténa aktivita

vuci xenobiotickym substratim (Bartikova, et al., 2015).
2.2.2 1. faze biotransformace

Do II. faze biotransformace fadime konjugaéni reakce, pii kterych xenobiotikum ¢i
metabolit vznikly béhem I. faze biotransformace reaguje s endogenni slouceninou. Tato
endogenni sloucenina vétSinou obsahuje ionizovatelné skupiny. Konjugace vyzaduje
dodéani energie. Konjugéty vzniklé vazbou xenobiotika s konjugaénim ¢inidlem jsou
vetsSinou méné biologicky aktivni a hydrofilnéjsi nez ptivodni xenobiotikum (BouSova,
et al.,, 2013). Mezi konjugatni reakce patii glukuronidace, sulfatace, methylace,

acetylace, konjugace s glutathionem (GSH) a aminokyselinami (Jancova, et al., 2010).
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2.2.2.1 Enzymy lI. faze biotransformace

UDP-glykosyltransferasy (UGTs) jsou velmi rozsifené detoxifikacni enzymy.
Katalyzuji ptenos glykosylové skupiny na malou hydrofilni molekulu (aglykon). Mezi
latky podléhajici glykosylaci patii jak latky eobiotické (napf. rostlinné hormony,
sekundarni metabolity), tak i xenobiotika. Glykosylace ovliviluje mnoho vlastnosti
aglykonu jako je rozpustnost, bioaktivitu a transport uvniti buiikky i v celé¢ rostling
(Bartikova, et al., 2015).

Sulfotransferasy (STs) jsou enzymy katalyzujici konjugaci 3" - fosfoadenosin —
5’- fosfosulfatem (PAPS). Sulfonaci podléhaji zejména alkoholy, fenoly a aminy
(Bousova, et al., 2013). Diilezitou charakteristikou téchto enzymt je histidinovy zbytek
v aktivnim misté a definované vazebné misto pro PAPS. V rostlinach se sulfatace podili
na rozpoznavacich a signalizacnich procesech a zda se, Ze hraje dilezitou roli v ristu a
vyvoji rostliny a pfizptisobeni se stresovym podminkdm. Mezi substraty v rostling patii
glukosinolaty, brassinosteroidy, jasmonaty, flavonidy a kyselina salicylova (Bartikova,
etal., 2015).

Glutathion-S-transferasy (GSTs) jsou typické enzymy II. faze
biotransformace. Jedna se o Sirokou skupinu enzymt, které katalyzuji konjugaci
ruznych substrati s GSH. Jejich hlavni tloha je v detoxikaci xenobiotik, ale u rostlin se
podileji 1 na regulaci riistu a vyvoje (Dixon, et al., 2010).

S-adenosyl-L-methionin ~ dependentni ~ metyltransferasy (MTs) jsou
nejCastéjSimi enzymy katalyzujici pfenos methylové skupiny na jinou chemickou
slouceninu. Tyto reakce jsou bézné pii biosyntéze piirodnich produkt, méné Casto se
vyskytuji u xenobiotik. MTs jsou zodpovédné za modifikaci Siroké fady strukturné
odli$nych substrath (napf. signalni slouceniny, pigmenty, kofaktory) (Bartikova, et al.,

2015).

2.2.3 Oxidaéni stres v rostlinach

Kyslik je nedilnou soucasti zivota na zemi. Bézny molekularni kyslik vyskytujici se
v atmosféfe je pomérn¢ malo reaktivni (Scandalio, 1993), avSak jeho aktivace nebo
redukce vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) zahrnujicich singletovy kyslik
(!02), superoxidovy radikil (O2), peroxid vodiku (H20,), perhydroxylovy radikal
(O2H"), hydroxylovy radikal (OH") a hydroxylovy ion (OH") (Tripathy, et al., 2012;
Piterkova, et al., 2005).
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ROS jsou piirozen¢ produkovany rostlinami, ale i dal$imi Zivymi organismy
prostfednictvim metabolickych pochodi (Tripathy, et al., 2012). Hlavni zdroj ROS u
rostlin predstavuje prevazné¢ Mehlerova reakce probihajici v chloroplastech,
fotorespirace v peroxisomech a elektronovy transport v mitochondriich. DalSim
vyznamnym zdrojem ROS vrostlin€ jsou detoxifikaéni reakce katalyzované
cytochromem P450 v cytoplasmé a endoplasmatickém retikulu. V mensi mitfe jsou ROS
produkovany v plasmatické membran¢, bunécéné sténé a apoplastech (Gill, et al., 2010).

Vznik ROS v rostlinach je nicmén¢ indukovan i vlivem nejraznéjsich stresovych
podminek prostfedi. Rostliny maji proti ROS dobfe vyvinuty obranny mechanismus
zahrnujici jak omezeni tvorby ROS, tak i jejich odstranéni. Za nestresovych podminek
je tvorba a odstraiiovani v rovnovaze (Alscher, et al., 2002). Vlivem ptisobeni
stresovych faktorti miiZze byt obranny systém buiiky za zvySené produkce ROS pietiZen,
coz mize vést k oxidaénimu posSkozeni DNA, proteind, lipidd a nakonec i k bunééné
smrti (Tripathy, et al., 2012). Spoustéci faktory miizeme rozliSit na biotické (viry,
bakterie) a abiotické (extrémni teplotni podminky, salinita, nedostatek zivin, chemikalie

a jiné polutanty) (Shanke, 2016).
2.2.3.1 Antioxidacni mechanismy

Rostliny vyvinuly G¢inné obranné systémy, které odstraiiuji ROS a chrani tak bunky
proti oxida¢nimu poskozeni. Rovnovaha mezi produkci a odbourdvanim je udrZzovana
pomoci antioxidantll a antioxidacnich enzymil. Antioxida¢ni aktivita je velmi zavisla na
pusobeni stresovych faktori, stejn¢ jako na druhu, stadiu vyvoje a na fyziologickém
veku rostliny (Piterkova, et al., 2005).

Hlavni cestou odbourdvani ROS u rostlin je Askorbat-Glutathionovy cyklus
(AsA-GSH) probihajici v chloroplastech, mitochondriich, peroxisomech, apoplastech a
cytosolu. AsA-GSH cyklus zahrnuje postupnou oxidaci a redukci askorbatu, glutathionu
a NADPH katalyzované askorbat peroxidasou (APX), monodehydroaskorbat
reduktasou (MDAR), dehydroaskorbat reduktasou (DHAR) a glutathion reduktasou
(GR). AsA-GSH cyklus tak hraje dilezitou roli v boji proti oxida¢nimu stresu

vyvolanému stresory z prostfedi (Caverzan, et al., 2016).
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H,0, GSSG NADPH

H,0 GSH NADP*

Obr. 1 Askorbat-Glutathionovy cyklus (Locato, et al., 2013)

Neenzymové antioxidanty

Neenzymové antioxidanty se nachazeji ve vSech bunéénych kompartmentech. Tyto
slou¢eniny mohou pulsobit pifimo pifi detoxifikaci ROS a radikdlii nebo mohou
redukovat substraty pro antioxida¢ni enzymy. Neenzymové slozky antioxida¢niho
obranného systému zahrnuji zejména bunécné redoxni pufry, askorbat a GSH, ale také
tokoferol, karotenoidy a fenolické slouc¢eniny (Caverzan, et al., 2016).

Antioxida¢ni enzymy

Obranna reakce bunck pomoci antioxida¢nich enzymi zahrnuje enzymy schopné
odstrafiovat, neutralizovat nebo eliminovat ROS (Scandalio, 1993). Mezi antioxidac¢ni
enzymy patii SOD, CAT, APX, GR, MDAR, DHAR, glutathion peroxidasa (GPX),
guaiakol peroxidasa (GOPX) a GST (Gill, et al., 2010). Obecnou odpovédi na zvySenou
hladinu ROS je i zvySend hladina antioxida¢ni enzymi (Dat, et al., 2000).

2.3 Vybrané antioxida¢ni enzymy

2.3.1 Peroxidasa

Peroxidasa (POX, EC 1.11.1.7) je oxidoredukéni enzym typicky se vyskytujici u rostlin
a patfici do III. tfidy nadrodiny peroxidas (Hiraga, et al., 2001). Strukturné se jedna o
hem obsahujici glykoprotein sloZeny ptiblizné z 300 az 303 aminokyselinovych zbytkl
(Delannoy, et al., 2004) kodovany velkym mnoZstvim gent (napt. POX Arabidobsis
thaliana je kodovan 73 geny, POX Oryza sativa 138 geny a POX Populus trichocarpa
93 geny) (Shigeto, et al., 2016). VSechny POX maji pomérn¢ stejnou strukturu, jejiz
zaklad tvoii deset a-helixi. POX I. a II. tfidy obsahuji jeden specidlni a-helix. POX III.
ttidy se od ostatnich tfid 1i$i pfitomnosti tfech specialnich a-helixti (Hiraga, et al.,

2001).
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Obecné se nejedna o enzym s vysokou specifi¢nosti k uréitym substratim.
Nékteré isoenzymy mohou dokonce katalyzovat oxidoredukci nezavislou na ptitomnosti
peroxidu vodiku. Nicméné urCitou miru specifity vykazuji pro fenoly, zejména pro
koniferylalkohol (Almagro, et al., 2009). POX se nachdzi zejména v bunécné sténé a
vakuolach (Cosio, et al., 2009), v omezené miie se mize nachazet i v mitochondriich
¢ocky (Delannoy, et al., 2004).

POX je vyznamny regulator extracelularni hladiny peroxidu vodiku, ale také je
sama vyznamnym producentem ROS (Shkryl, et al., 2013). POX krom¢ obrany rostliny
pfed bunéénym stresem ovliviiuje 1 fadu fyziologickych procesti probihajicich
v rostling, coz je nejspiSe dano existenci fady isoforem a univerzalnosti reakce
katalyzované timto enzymem. POX hraje roli v lignifikaci, suberizaci, zesitovani
strukturdlnich proteini bunécné stény, katabolismu auxinli, syntéze fytoalexinu
(Almagro, et al., 2009) a biosyntéze sekundarnich metabolitii (De Gara, 2004).

Riaznorodé funkce POX jsou dosahovany pomoci dvou nasledujicich
mechanismt: (1) oxidaci cilové molekuly (prekurzor ligninu, auxin, fenolické
slouceniny, sekundarni metabolity) nebo (2) regulaci ROS. ROS generované v reakcich
katalyzovanych pomoci POX hraji pfimo ¢i nepfimo vyznamnou roli na fungovani
POX. V obvyklém peroxidaénim cyklu redukuje POX molekulu peroxid vodiku na

vodu za soucasné oxidace substratu.

H,O, +2RH — 2H,O+2R*

Pokud je substratem molekula, ze které¢ miize vznikat ROS (thiol, kyselina salicylova,
NAD(P)(H)), reaguje radikél derivatu s molekulou kysliku za vzniku superoxidového
radikélu (Shigeto, et al., 2016).

2.3.2 Katalasa

Katalasa (CAT; EC 1.11.1.6) je redoxni enzym obsahujici hem, ktery je klicovy pro
aktivitu enzymu. Enzym ma tetramerni strukturu se ¢tyfmi identickymi monomernimi
jednotkami. Hemostatickd skupina kazdé monomerni jednotky se sklada z centralniho
atomu Zeleza pfipojen¢ho k protoporfyrinovému kruhu. Na zdkladné velikosti
podjednotek, kvartérnich struktur, prostetickych skupin a sekvenci Ize katalasu rozdélit
do tii hlavnich skupin: (1) monofunkcni katalasa, (2) katalasové peroxidasy a (3)

katalasy neobsahujici hem. VétSina rostlin ma monofunkéni CAT (Sharma, et al., 2014).
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Enzymy I. skupiny jsou lokalizovéany v listech a jsou zahrnuty do odstrafiovani peroxidu
vodiku béhem fotorespirace. Enzymy II. skupiny se nachazeji hlavné v cévnich svazcich
a enzymy III. skupiny odstraniuji peroxid vodiku z glyoxysomu a jsou hojné zastoupeny
v semenech a mladych semenaccich (Piterkova, et al., 2005).

CAT se vyskytuje u vSech aerobnich eukaryot zejména v peroxisomech. Kromé
peroxisomtl se dale nachazi v glyoxysomech (Dat, et al., 2000), mitochondriich a
cytosolu bunék (Sharma, et al., 2014).

CAT katalyzuje preménu peroxidu vodiku na vodu a kyslik a hraje tak klicovou
roli nejen v metabolismu a obrané rostliny pted ROS, ale také pii vnimani signalu
(Anjum, et al., 2016). Udastni se odstraovani peroxidu vodiku produkovaného
v peroxisomech pfi B-oxidaci mastnych kyselin, glyoxildtového cyklu nebo pii
katabolismu purinli (Piterkova, et al., 2005). CAT rovnéz katalyzuje pieménu H>O>
vznikajiciho béhem transportu elektroni v mitochondriich a H»O: vznikajici pfii
fotorespiraci (Sharma, et al., 2014). Jedna se o jeden z nejucinngjSich enzymi vibec.
Jedna molekula enzymu je schopna za minutu pfeménit az 6 milionti molekul H>O; na

vodu a kyslik (Gill, et al., 2010).

Antioxidac¢ni aktivita katalasy
CAT mbuze katalyzovat rozpad peroxidu vodiku (katalasova aktivita) nebo oxidaci
substratli jako methanol, ethanol, formaldehyd, formét a nitrit peroxidem vodiku

(peroxidasova aktivita) (Piterkova, et al., 2005).

Peroxidasova aktivita

Pokud je koncentrace H>O2 nizka (<10~® M), CAT vykazuje peroxiddsovou aktivitu.
RH, + HO,—R + 2H,0

Katalasova aktivita
Jestlize je koncentrace H,O, vyssi (>10% M), CAT ma katalasovou aktivitu (Anjum, et

al., 2016).

2H>0; — 2H0 + O,
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2.3.3 Askorbat peroxidasa

Askorbat peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) je enzym patiici do I. tfidy nadrodiny
rostlinnych peroxidas. Enzym ve své struktuie obsahuje hem. Obsah Zeleza je zasadni
pro katalytickou aktivitu enzymu, jeho nedostatek snizuje aktivitu APX (Imahori,
2014). APX je typicka pro rostliny (Imahori, 2014), ale miizeme ji najit u fas, nékterych
prvokil a vyjimecné u mnohobunécnych organismu (Ribeiro, et al., 2017).

APX je dulezitou slozkou antioxidacniho systému, AsA - GSH cyklu, kde
vyuziva askorbat jako specifického donoru elektronti pro redukci peroxidu vodiku na
vodu a kyslik (Ribeiro, et al., 2017). APX je vysoce citliva na koncentraci askorbatu.
Aktivita rychle ztraci stabilitu a klesa za podminek, ve kterych je koncentrace askorbatu
pro peroxid vodiku nez CAT, predpoklada se, ze APX se podili zejména na modulaci
hladiny H20: za fyziologickych podminek a CAT redukuje piebytky H>O» vznikajici pti
oxidativnim stresu (Ribeiro, et al., 2017).

APX se nachdzi v nékolika bunécnych kompartmentech a jsou rozliSovany
nejméné Ctyii isoformy tohoto enzymu majici rtizné vlastnosti. Podle jejich subcelularni
lokalizace rozliSujeme isoenyzymy nachazejici se v cytosolu, mitochondriich, ve
stromatu a tylakoidech chloroplastl a isoenzymy vdzané na membranu v mikrotéliskach
(glyoxysomy, peroxisomy). Isoformy nachéazejici se v cytosolu jsou vétSinou
homodimery a u rostlin se v cytosolu nachazeji dva isoenzymy APX. U Arabidobsis
thaliana je cytosolicky APX1 konstitutivné exprimovan v mnoha rostlinnych tkanich a
jeho exprese je vyznamné zvySena v reakci na biotické a abiotické stresové faktory.
Funkce cytosolové APXI1 je tzce spojena s ROS signaliza¢nimi drdhami v riznych
bunécnych kompartmentech a mohla by byt zapojena do regulace hladin ROS v celé
bunice. Druhy cytosolovy isoenzym APX2 se také podili na reakci rostliny vuci
abiotickému stresu. Jeho exprese je vyznamné zvySena zejména v kotenech (Imahori,

2014).

2.3.4 Glutathion reduktasa

Glutathion reduktasa (GR, EC 1.8.1.7) patfi do skupiny NADPH depedentnich
oxidoreduktas a vyskytuje se u prokaryotnich i eukaryotnich organismii (Gill, et al.,
2013). GR je lokalizovana zejména v cytosolu, ale mizeme ji najit i v chloroplastech,

mitochondriich a peroxisomech (Romero-Puertas, et al., 2006). Enzym hraje
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vyznamnou roli v obran¢ bunky pfed ROS udrzovanim stilé hladiny GSH tim, ze
katalyzuje redukci GSSG na GSH za soucasné oxidace NADPH (Gill, et al., 2013).

Strukturné se jedna o homodimer obsahujici FAD (flavinadenindinukleotid) jako
prostetickou skupinu. U rostlin se vyskytuje zejména ve form¢ homodimeru, ale
muzeme ho najit i jako monomer u Chlamydomonas nebo jako heterodimer u Pisum
sativum a Zea mays (Hossain, et al., 2017). U rostlin se vyskytuji tfi isoformy tohoto
enzymu: cytosolickd, mitochondrialni a chloroplastova. Tyto isoformy jsou stimulovany
riznymi signaly z prostfedi a za neptiznivych podminek plni rizné funkce (Romero-
Puertas, et al., 20006).

Mechanismus pasobeni GR zahrnuje dva kroky. V prvni fazi je flavinova ¢ast
redukovana pomoci NADPH. Ve druhé fazi je oxidovan GSH na GSSG. Pokud se
redukovany enzym nereoxiduje pomoci GSSG muze dojit k reverzibilni inaktivaci.
V procesu redukce GSSG na GSH putsobi GR zpiisobem ping pong, kdy se na n¢j
navaze NADPH a pfenasi hydrid na FAD (Hossain, et al., 2017). Krom¢ toho upravuje
GR pomér mezi GSH/GSSG a dodava GSH pro GPX a DHAR. Tyto enzymy pak
prevadéji peroxid vodiku na vodu (Gill, et al., 2013).

2.3.5 Glutathion-S-transferasa

Glutathion-S-transferasy (GST, EC 2.5.1.18) jsou enzymy, které katalyzuji konjugaci
GSH s riznymi hydrofobnimi, elektrofilnimi a obvykle cytotoxickymi substraty (Marrs,
1996). Pii reakci dochéazi k ptidani thiolu redukovaného glutathionu na elektrofilni
centra organickych slouc¢enin. Konjugaty glutathionu takto vytvofené latky jsou lépe
rozpustné ve vodé, coz usnadiiuje jejich dalsi odbouravani (Wilce, et al., 1994).
Strukturné se jedna o hydrofobni protein o molekulové hmotnosti 50kDa slozeny
ze dvou podjednotek. Kazda GST podjednotka proteinu obsahuje nezavislé katalytické
misto slozené ze dvou slozek. Prvni je vazebné misto specifické pro GSH nebo blizce
ptibuzny homolog. Druha sloZka je misto, kde se vaZze hydrofobni substrat. Mezi t€émito
dvéma doménami je kratka variabilni spojovaci oblast. V rostlindch je enzym koédovan
velkym mnozstvim gent, které miZeme na zéklad€¢ sekvencni identity rozdélit do tiid
phi, thau, theta, lambda a zeta (Dixon, et al., 2002). Zatimco zeta a theta maji své
ptibuzné homology u zvifat, phi a thau jsou typické pro rostliny (Gong, et al., 2005).
Enzym se vyskytuje u zvifat, rostlin 1 bakterii (Abhilash, et al., 2009). Na bunécné
urovni se nachazi zejména v cytosolu, vyjimecné¢ se nachazi v plastidech nebo

mitochondriich (Dixon, et al., 2002).
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GST hraje dilezitou roli v odpovédi na bioticky a abioticky stres a v primarnim
a sekundarnim metabolismu, ma vsak i funkci signaliza¢ni a regulacni (Labrou, et al.,
2015). Hlavni funkci GST v rostliné je konjugace toxického substratu za vzniku S-
glutathionyl reak¢niho produktu. V rostlinach je pak konjugat rychle transportovan
prostfednictvim specifickych ABC transportérit z cytosolu do vakuoly pro dalsi
zpracovani. GST hraje v mensi mife roli také v sekundarnim metabolismu endogennich
latek, kde katalyzuje transport flavonoidu z cytosolu do vakuoly. GST se rovnéz ucastni
ochrany rostliny pred oxidacnim pusobenim, tim ze funguje jako GPX. Enzym
s pouzitim glutathionu redukuje organické hydroperoxidy mastnych kyselin a
nukleovych kyselin na odpovidajici monohydroxylalkoholy. Dalsi souvislost mezi GST
a toleranci vuci stresu je potlaceni apoptdzy indukované proteinem Bax. Enzym rovnéz
muze pusobit proti oxidacnimu stresu prostfednictvim tcasti v bunééné signalizaci. Pro
zeta GST byla prokdzéna dalsi katalytickd role, ktera nezahrnuje konjugaci GSH.
Arabidopsis zeta GST katalyzuje GSH-dependentni izomerizaci malonylacetoacetatu na
fumarylacetoacetat, coz je ptredposledni krok pii degradaci tyrosinu (Dixon, et al.,

2002).

2.3.6 Superoxid dismutasa

Superoxid dismusmutasa (SOD, EC 1. 15. 1. 1.) je metaloenzym patfici
2015). SOD se vyskytuje u vSech aerobnich organismi a ve vSech subcelularnich
kompartmentech (chloroplasty, mitochondrie, mikrosomy, glyoxysomy, peroxisomy,
apoplasty a cytosol) metabolizujici kyslik (Gill, et al., 2010). Bylo dokazano, Ze
fosfolipidova membrana je propustna pro nabité O~ molekuly. Proto je dulezité, aby
SOD byla ptitomna ve vSech kompartmentech, kde jsou produkovany O,", aby je mohla
odstranit (Alscher, et al., 2002).

Na zakladé kofaktoru, kterym je kov, se SOD déli do tii skupin: Fe SOD, Mn
SOD a Cu/Zn SOD. Tyto isoenzymy se vyskytuji v rozdilnych kompartmentech. Fe
SOD je lokalizovana v chloroplastech, Mn SOD v mitochondriich a peroxisomech a
Cu/Zn SOD v chloroplastech, cytosolu a potencidlné i v mezibunééném prostoru
(Alscher, et al., 2002). Kromé tii zdkladnich isoenzymii rozliSujeme SOD obsahujici
jako kofaktor nikl. Ni SOD rovnéz katalyzuje pfeménu superoxidového radikalu na
peroxid vodiku a kyslik a byl prokdzan u cyanobakterii, ndmotnich gamaproteobakterii

a v moiské eukaryoté (Gill, et al., 2015).
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SOD priedstavuje prvni obrannou linii proti piisobeni ROS v buiice (Alscher, et
al., 2002). Odstranuje superoxidovy radikal tim, ze katalyzuje jeho dismutaci. Jeden O2~
je redukovan na peroxid vodiku a dal$i je oxidovan na kyslik. Odstranénim
superoxidového radikalu snizuje SOD riziko vzniku hydroxylového radikalu v procesu
Heber-Weissovy reakce. Tato reakce je 10 000x rychlejsi nez rychlost spontanni

dismutace (Gill, et al., 2015).

207" +2H1—H0; + 02

Vysledkem reakce je tvorba H>O», coz je také ROS, ktery ma dvoji roli. Jedna se
jednak o toxicky produkt, ale také hraje roli v signalizaci. H2O2 pak muize byt u¢inné
detoxifikovan pomoci bunéénych antioxidacnich mechanismi (Gill, et al., 2015).

Cu/Zn SOD je isoforma nejvice zastoupenda u rostlin. Podle struktury
rozliSujeme dvé formy Cu/Zn SOD. Prvni typ je homodimerni a vyskytuje se pirevazné
v cytosolu a periplasm¢. Druhy typ je homotetramerni a vyskytuje se zejména
v chloroplastech a extracelularné v intersticialni matrix. Cu a Zn jsou v Cu/Zn SOD
spojeny disulfidickou vazbou. Dilezitéj$im z téchto dvou atomil je méd’. Jeji substituce
nebo Uplné vylouceni vede k inaktivaci enzymu. Naopak Zn ma spise roli strukturni nez
funkéni a pomaha udrZovat stabilitu aktivniho mista enzymu. Tato isoforma miize byt
inhibovéana kyanidem a peroxidem vodiku (Gill, et al., 2015).

Fe SOD je pravdépodobné nejstar§$im typem SOD. Je inhibovan pomoci H>0O»,
ale je rezistentni vici inhibici kyanidem. Muzeme ho nalézt jak u prokaryot tak i
eukaryot. V rostling se vyskytuje v chloroplastech. RozliSuje dva typy Fe SOD. Jeden je
homodimer sloZen ze dvou stejnych podjednotek proteinu a druhy typ je tetrametr
sloZen ze Ctyt stejnych podjednotek (Gill, et al., 2015).

Mn SOD je homodimerni nebo homotetramerni enzym sjednim Mn na
podjednotku. Enzym neni inhibovan peroxidem vodiku ani kyanidem. Vyskytuje se jak
u prokaryot tak i eukaryot. V rostliné se vyskytuje v mitochondriich a peroxisomech

(Gill, et al., 2015).

2.4 Anthelmintika

Helmintézy jsou infekéni choroby zpisobené cervy nebo jejich infekénimi stadii.
Choroby zplisobené cervy jsou aktudlni u vSech obratlovcl, vcéetné Ccloveka.
Nejrozsitenéj$i helmintézy jsou zpusobené tiemi tiidami Cervli — oblymi Cervy, kam
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fadime hlistice (Nematoda) a plochymi Cervy, kam fadime motolice (7rematoda) a
tasemnice (Cestoda) (Lamka, et al., 2014).

Anthelmintika pfedstavuji rozsdhlou skupinou znacn¢é raznorodych 1éciv
urcenych k 1é¢bé helmitoz. Jedna se o 1€€¢iva, ktera jsou vétSinou syntetického, castecné
biosyntetick¢ého plvodu. Podle anthelmintické ucinnosti léCiv proti parazitim
jednotlivych tfid cervll rozliSujeme 1é¢iva na  antinematoda, antitrematoda a
anticestoda. Mnoha anthelmintika mohou mit soucasné ucinky proti vice tfidam cervla
nebo 1 proti ptivodcim zevnich parazitéz (tzv. antiendektoparazitika nebo endektocida)
(Lamka, et al., 2014). Mechanismem ucinku vétSiny v soucasnosti pouzivanych
anthelmintik je ovlivnéni nervového systému parazita (Opletalova, 2012).

Podle chemické struktury miizeme anthelmintika rozdé€lit na makrocyklické
laktony, benzimidazoly, imidazothiazoly, halogenové salicylanilidy,

aminoacetonitrilové derivaty a 1é¢iva jinych struktur (Lamka, et al., 2014).

2.4.1 Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazoly jsou velmi rozsdhlou skupinou anthelmintik se Sirokym spektrem
ucinku. Jedna se o léCiva s antinematodni a z Casti s antitrematodni i anticestodni
(vyjimeéné antimykotickou) aktivitou. Mechanismus uc¢inku je zaloZen na inhibici -
tubulinovych podjednotek nezbytnych pro tvorbu mikrotubulit v buiikach paraziti.
Jejich naruSend tvorba se ndsledné projevi Zadoucim poSkozenim funkcnosti celé
parazitarni buiiky. Afinita benzimidazoli k parazitarnimu typu p-tubulinu je
mnohonasobné vyssi nez k B-tubulinu bunék oSetfovanych zvifat, coZ umoZznuje u¢inné
davkovani benzimidazoli bez vedlejSich projevit u léCenych zvifat. VétSina léciv
skupiny ptisobi proti vyvojovym i dospélym stadiim helmintt, nékteré latky i ovocidné
(Lamka, et al., 2014).

VSechny benzimidazoly maji nizkou rozpustnost ve vodé a absorpce
z gastrointestindlniho traktu je Spatnd, nicméné mulZe byt zvySena soucasnym
podavanim s jidlem. Lécivo, které je absorbovano, podléha jaterni biotransformaci a
vyluCovano je zejména zlu¢i (vétSina benzimidazoll), v menSi mife pak moci
(albendazol) (Page, 2008). Anthelmintickd aktivita je zavisld na délce pretrvavani
terapeutickych koncentraci v télnich tekutindch a tkanich. U monogastrickych zvifat
(napf. pes, kocka, prase) je tfeba vyuZzit pro dosazeni poZadované U€innosti 1é€iva jeho
opakovaného podani, u polygastrickych zvitat ¢i dalSich bylozravct (skot, ovce, kiin a
jini) lze benzimidazoly podavat i jednorazové (Lamka, et al., 2014).
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Nékteré benzimidazoly (fenbendazol, febantel, albendazol) vykazuji teratogenni
potencial. Teratogenni ucinky jsou zavislé na davce a druhu zvifete a jsou pozorovany
pouze v piipadech, pokud expozice probihd v kritické fazi embryogeneze (Page, 2008).
U c¢asti 1éciv je kontraindikovano podani laktujicim pfezvykavctm s produkci uréenou
pro lidsky konzum a podéani konim chovanym k jate¢nim ucelim. Vyssi opatrnosti je
potieba dbat v ptipadech poruch jater a ledvin oSetfovanych zvitat (Lamka, et al., 2014).

K anthelmintikim odvozenych od benzimidazolu fadime thiabendazol,

mebendazol, flubendazol, fenbendazol, albendazol, oxfendazol a triklabendazol.
2.4.1.1 Fenbendazol

Fenbendazol je antiparazitarni 1écivo, které je ucinné pii 1é¢b¢ Sirokého spektra
sttevnich paraziti u zvifat vCetné tenkohlavce, Skravky a méchovce. Fenbendazol je
rovnéz ucinny proti lamblii stfevni, je vSak zapotiebi vysSich davek. Riziko selhéni
terapie je az 50%. Pro svoje Siroké spektrum ucinku, bezpecnostni profil (1ze jej pouzit i
u brfezich zvifat) a vysoky stupenn ucinnosti je fenbendazol c¢asto ptedepisovan
veterinarnimi lékafi. Stejné jako ostatni benzimidazolova anthelmintika, zplsobuje
fenbendazol degradaci parazitarnich mikrotubulli a nevratné blokuje vychytavani
glukosy. Inhibice vychytavani glukosy zplsobuje vycerpani energetickych zasob u
parazita a nasledn¢ dochazi k jeho smrti. Na metabolismus glukosy u savci nema
fenbendazol vliv.

Fenbendazol se pouziva pro 1é¢bu parazitarnich onemocnéni u kocek, pst, koni,
skotu, ovci a koz. U psi je G€inny na vétsinu stievnich parazitii a pouziva se u nich také
pro lécbu plicnich parazitl, nicméné je zde nutnd del$i doba lécby. U kocek se
fenbendazol pouziva proti plicnim ¢erviim, motolicim a nékterym dal$im parazitim

(Papich, 2016).
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Obr. 2 Chemicka struktura fenbendazolu (Ryu, et al., 2013)
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2.4.2 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony jsou 1é¢iva biosyntetického plvodu s antinematodni a
antiektoparazitarni ucinnosti. Jsou clenény na avermektiny a milbemyciny. Mezi
makrocyklické laktony fadime ivermektin, moxidektin, doramektin, eprinomektin,

abamektin a selamektin (Lamka, et al., 2014).

2.4.2.1 Ivermektin

Ivermektin je Sirokospektré antiparazitarni 1é¢ivo, které se bézn¢ pouziva ve veterinarni
medicing. Jedna se o fermentacni vedlejs$i produkt bakterii Streptomyces avermitilis.
Ivermektin je smés dvou homologi (80% Bia a 20% Biy). Piestoze vykazuje strukturni
podobnost s makrolidovymi antibiotiky, ivermektin nema antibakterialni aktivitu (Scott,
2009).

Ivermektin se nejcastéji pouziva proti nematoddm a proti ektoparazitim (napf.
rozto€i, v§i, zdkozky). V huméanni mediciné slouzi predevsim k 1écbé onchocerkdzy a
dalsich tropickych helmintdz. V zeméd¢lstvi se ivermektin pouziva pro své insekticidni,
akaricidni a mykocidni uCinky. Ivermektin je schvalen pro 1écbu parazitarnich
onemocnéni u mnoha druhli zvifat (skot, ovce, prasata, kong, psy a kocky), ale neni
schvadlen u laktujicich krav, koz a ovci (Gupta, et al., 2014). Piestoze otravy
ivermektinem mohou nastat u jakéhokoliv zviteciho druhu, néktera plemena pstu (kolie,
border kolie, Seltie, australsky ov¢ak a dalsi) vykazuji vyssi citlivost na ivermektin. Je
to dano mutaci ¢ty bazi genu MDR-1 kodujici P-glykoprotein (Scott, 2009).

Mechanismus uc¢inku ivermektinu spocivd ve vazbé na glutamat — chloridové
kanaly na postsynaptickych membranach v nervovych a svalovych buiikach a zptisobuji
nadmérny pfisun chloridovych iontl, coz mé za nasledek paralyzu a naslednou smrt
parazita (Crump, et al., 2011). Toxicky uG¢inek ivermektinu na savce je vysvétlovan
podobnosti glutamat — chloridovych kanali parazith ke GABA — chloridovym kanalim
obratlovcli, které inhibuji interneurony v centralni nervové soustavé. Toxicita
ivermektinu spociva v blokovani postsynaptického ptenosu nervovych impulsi, coz
posiluje uvoliiovani a vazbu GABA, a tim je blokovéan pfenos zprostfedkovavany y-
aminomaselnou kyselinou (Gupta, et al., 2014).

Ivermektin se rychle vstfebava po perordlnim nebo subkutdnnim podénim.

Gastrointestinalni absorpce je mnohem rychlejsi, az 95% podané davky se absorbuje a
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maximalni plasmatické koncentrace dosdhne za 2 az 4 hodiny. Ivermektin se
metabolizuje oxidaci v jatrech a vylucuje se zejména zluci, pouze 5% je vylucovano

moci (Scott, 2009).

Obr. 3 Chemicka struktura ivermektinu (Skalova, et al., 2001)

2.4.3 Rezistence na anthelmintika

Mnoho parazitd vyskytujicich se u zvifat ma genetické ptredpoklady k tomu, aby se u
nich vyvinula rezistence na podavana anthelmintickd lé¢iva (Kaplan, 2004). Za
poslednich 10-15 let byl zaznamenan celosvétovy narist rezistence na anthelmintika.
Rezistentni kmeny parazitii byly pozorovany prakticky u vSech druhti hospodaiskych
zvifat. V mnoha cCéstech svéta se vyskytuji multirezistentni kmeny parazith a na
nekterych kozich nebo ovc¢ich farmach se dokonce vyskytuje rezistence vuci vSem
dostupnym 1éktim. Obecné je problém rezistence méné zavazny u skotu a koni nez u
malych prezvykavct (ovce, koza), ale i tam lze predpokladat, ze se situace bude
postupné zhorSovat. Navic od doby uvedeni ivermektinu na trh v roce 1981 nebyla
s vyjimkou monepantelu (aminoacetonitrilovy derivat) na trh uvedena Zzadna nova
skupina anthelmintik. Moznosti 1écby jsou tak Casto velmi omezené. Proto je dilezité,
aby byla IéCiva proti Cerviim poddvana racionalné, a aby byla dodrzena rotace 1€¢iv

s riznymi mechanismy ucinku (Kaplan, et al., 2012).
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2.5 Fytoremediace

V dne$ni dobé existuje tada in situ a ex situ technologii vice ¢i méné technicky a
ekonomicky ndro¢nych, vedoucich k castecnému nebo Uplnému odstranéni
problematického xenobiotika ze zivotniho prostfedi. Bohuzel fada téchto metod
predstavuje hruby zisah do krajiny, kdy mulze dochdzet k naruSeni rovnovahy
ekosystému. Jednou z SetrnéjSich metod k Zivotnimu prostiedi jsou fytoremediacni
technologie (Vanek, et al., 2017), které vyuzivaji zelenych rostlin a s nimi asociovanych
mikroorganisml, pudnich dopliikii a agronomickych technik pro odstranéni ¢i
transformaci kontaminantii ze Zivotniho prostfedi (Soudek, et al., 2008). Dilezitym
pfedpokladem pro uspéSnou sanaci prostfedi pomoci fytoremediace je volba vhodné
rostliny a pfedev§im morfologie kotfene a jeho délka. Mezi rostlinami pouzivanych pro
tyto ucely mlizeme najit jak rostliny s vlaknitym kofenovym systémem (travy), ktery
umoziuje diky velkému povrchu maximalni kontakt s padou, tak i rostliny, jejichz
kotfenovému systému dominuje jeden centralni kofen (fada hyperakumulatort). Délka
kotfene pak mimo jiné zavisi na podminkach prostiedi (Grodnost a struktura pidy,
mnozstvi vody v pidé, koncentrace kontaminantti). Dal§im kritériem je objem biomasy.
Ptednost maji rostliny s jeho vétsim objemem. Voli se rostliny Siroce rozsifené, snadno
dostupné a dobie rostouci. Cast&ji jsou pouZivany suchozemské rostliny, které maji
vyvinutéjsi kofenovy systém nez vodni rostliny. Je dtlezité zvolit rostlinu vhodnou pro
dané klima, plidni podminky a také s dostate€nou schopnosti fytoremediace. U kazdé
rostliny se pak také zvazuje odolnost vii¢i chladu, horku, chorobam, stresu, hmyzu a
chemikaliim (Vangk, et al., 2017).

VyuzZiti zelenych rostlin jako nastroje k odstranéni kontaminantli z prostfedi ma
ve srovnani s dal§imi metodami remediace fadu vyhod. Minimalné zatéZuje Zivotni
prostiedi, nenaruSuje krajinu a s ni spojené ekosystémy. Vyuziva dobte zvladnutelnych
agrotechnologii, neméa negativni dopad na urodnost a strukturu ptdy, pfitomnost
rostliny miize naopak zlepSit vlastnosti pidy. Ve srovndni s jinymi remediacnimi
technologiemi vznik4d mensi mnoZstvi sekundarnich odpadi, které by vyzadovaly dalsi
zpracovani. Je pouzitelnd pro Siroké spektrum kontaminanti. Cerpa energii ze
sluneéniho zéfeni, a proto ji zle povaZzovat za technologii napoméhajici sniZovat emise
sklenikovych plyni a pfi fotosyntéze spotiebovava oxid uhlicity. Vegetace miize omezit
erozi a odnaseni prachu vétrem nebo ji dokonce zamezit. Mohou byt pouZity jako

indikéatory rozsahu kontaminace i uspeSnosti remediace. Je vhodna pro velké plochy
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s relativné tenkou vrstvou kontaminované pliidy nebo velkém mnoZstvi vod s nizkou
koncentraci znecisténi v dosahu kotenti rostlin (Vanék, et al., 2017).

Tato metoda ma nicméné i1 své limity a nevyhody. Fytoremediace mé vétSinou
pomaly pribéh, protoze je zavislda na rychlosti ristu rostliny, rychlosti vyvoje
kotenového systému a je limitovana klimatickymi a geologickymi podminkami. Lze ji
pouzit, pouze pokud je kontaminant v zon¢ vlivu kotfenti rostliny. Nedosahuje-li rostlina
svymi kofeny do zony je nutno kontaminované medium piemistit do kontaktu
s rostlinou (napft. hlubokou orbou). Existuje zde urcité riziko ptestupu kontaminantu do
jiného media nebo potravniho fetézce, cemuz se musi predchazet, zejména pokud
probiha transformace kontaminantu na toxicCt€jSi metabolit. Zde je nutno znat
oproti jinym metodam. Mulze pii ni dojit k roz§ifeni nevhodnych a invazivnich druht
rostlin, které mohou nepfiznivé ovlivnit ekosystém, a proto nelze navrhnout jeji
univerzalni model. Jde o technologii specifickou pro dané misto a typ kontaminantu
(Vangk, et al., 2017). Jednd se vSak o pomérné novou technologii remediace, kterd ma

do budoucna velky potencial.

2.5.1 Fytoremedia¢ni techniky
2.5.1.1 Fytodegradace

Fytodegradace je metoda, kterd vyuziva rostliny a s nimi asociovanou mikrofloru
k degradaci kontaminantd na netoxické latky. Podminkou pro GspéSné pouziti metody
je, aby produktem metabolickych aktivit byly latky netoxické nejen pro rostlinu, ale i
pro ostatni organismy (Vangk, et al., 2017). Typickymi rostlinami pouzivanymi pfi této
metod¢ jsou rostliny z Celedi Salicaceae (topol americky, vrby), travy (zito, rakos,

kosttava) nebo rostliny z Celedi Fabaceae (jetel, vojtéska) (Soudek, et al., 2008).
2.5.1.2 Rhizodegradace

Rhizodegradace je biologickou dekontaminaci zneciSt€énych mist se zvySenou
bakterialni a houbovitou aktivitou v rhizosféte urcitych cévnatych rostlin (BouSova, et
al., 2013). Rostlinami pouzivané pro tuto metodu jsou traviny s vldknitymi koteny (zito
kostfava), uvoliiovace fenolickych latek (moruSe, jablon) nebo freatofytické stromy

(Soudek, et al., 2008). Vyhodou metody je, ze neni nutné rostliny sklizet a zpracovavat
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je, protoze v nich nedochazi k akumulaci kontaminantu. Metoda je limitovana rychlosti

rustu kotene a hloubkou kotenové zony (Vanék, et al., 2017).
2.5.1.3 Fytostabilizace

Fytostabilizace vyuziva rostliny k imobilizaci kontaminantti. U¢innost fytostabilizace
zavisi na fyzikélnich, chemickych a biologickych vlastnostech ptidy. Fytostabilizace 1ze
vyuzit tam, kde je potieba obnovit vegetacni pokryvku, ale kviili vysoké kontaminaci
nelze na zasazeném Uzemi aplikovat béZznou vegetaci nebo na finalni tpravu ploch, kde
byly pouzity k odstranéni zneciSténi jiné sanitacni technologie. Jako rostliny se
pouzivaji freatofytické stromy a travy s vlaknitymi kofeny. Nevyhodou fytostabilizace

je dlouhé doba remediace (Soudek, et al., 2008; Vangk, et al., 2017).
2.5.1.4 Fytoextrakce

Je metoda zaloZena na absorpci kontaminantu kofeny rostliny a naslednou akumulaci
v nadzemni Casti rostliny. Poté jsou rostliny sklizeny a zpracovany (napf. termicky,
mikrobialng, chemicky). Metoda se s uspéchem pouziva pro sanaci (napft. té¢zkych kovi,
polokovil), ale neni pfili§ vhodna pro odstranéni organickych slou¢enin, které mohou
predpokladem pro fungovani metody je hyperakumulac¢ni schopnost rostliny vici

stanovanému kontaminantu (rostliny z ¢eledi Brasiccaceae) (Vanék, et al., 2017).
2.5.1.5 Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je mechanismem, pii némZz rostliny pfeménuji kontaminanty do
tékavého stavu (BouSova, et al., 2013). Jedna se o pomérné kontroverzni metodu, nebot’
nedochazi k odstranéni kontaminantu, ale pouze k jeho pfesunu z pidy do ovzdusi.
Rostlinami pouzivanymi k fytovolatilizaci jsou Brassica juncea, mokiadni rostliny a

freatofytické stromy (Soudek, et al., 2008).
2.5.1.6 Hydraulicka kontrola

Hydraulicka kontrola je mechanismem pro minimalizaci migrace znecistujicich latek.
Rostliny funguji jako organické pumpy pohlcujici velké objemy vody jako soucast

transpiracniho procesu (BouSova, et al., 2013). Pro hydraulickou kontrolu se nejlépe
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osvedcily rostliny nebo stromy se dlouhymi kofeny schopné pfijimat velké mnoZstvi

vody (napft. bavlnik, vrba, topol) (Vangk, et al., 2017).
2.5.1.7 Rhizofiltrace

Rhizofiltrace se aplikuje pfi odstraiiovani kontaminantu z povrchovych, splaskovych
nebo vyc€erpanych podzemnich vod pouzitim kotfenového systému rostlin. Na rozdil od
fytoextrakce jsou cilovou ¢asti rostliny kofeny. Metoda je cenové vyhodna pro piipady
znecisténi velkého objemu vody malymi koncentracemi polutant. Pti rhizofiltraci se
uplatnuji pfevazné vodni rostliny (fasy, palistek vodni) a rostliny moktadni (orobinec

sirokolisty) (Soudek, et al., 2008).
2.6 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Husenicek rolni je bézné se vyskytujici rostlina z ¢eledi brukvovité (Brassicaceae) a je
typickym piikladem tzv. efemerni rostliny. Jedna se o jednoletou ¢i ozimou bylinu s
prizemni listovou ruzici. Lodyha je pfima a Casto vétvenda, s vyjimkou odstavajicich
chlupt v dolni tietin€ je celd lysa a dordsta zpravidla 5-30 cm vysky. Listy pfizemni
ruzice jsou obkopinaté, celokrajné ¢i oddalené zubaté, v jejich odéni jsou pfitomny i
trojramenné chlupy. Uzce eliptické lodyzni listy p¥isedaji ziZzenou bazi. Kvéty skladaji
hrozen. Kali$ni listky jsou zlutozelené s Casto nafialovélou Spickou, korunni listky 2-4
mm dlouhé¢ a bilé. Plodem jsou Sikmo od lodyhy odstavajici Sesule.

Rozsiteni druhu zaujima celou Evropu s vyjimkou nejsevernéjSich oblasti.
Husenicek rolni vSak roste i ve stiedni Asii, na Kavkazu, na pobfezi Malé¢ Asie a v
severni a vychodni Africe. Druhotné pak roste v Cing, Japonsku, jizni Africe, Severni
Americe a v Australii. V CR se druh hojné vyskytuje v termofytiku a mezofytiku na
pfirozenych 1 druhotnych stanoviStich. Méné cCasty je v oblastech s karbonatovym
podlozim a v oreofytiku (zde zavlékan na antropogenné ovlivnéna stanovisté). Roste na
polich, okrajich cest a mezich, uhorech, v okoli zeleznic a na skalnatych svazich. Je
druhem inicialnich sukcesnich stadii. Kvete od dubna do fijna (Hanzl, 2008).

Na potencidl Arabidopsis thaliana jako prvni poukdzal Friedrich Laibach
(Koornnee, et al., 2010). Pro jeho vyuziti jako modelového organismu je vyhodny
zejmeéna kratky Zivotni cyklus, bohatd produkce semen, snadnéd kultivace, prostorova

nendronost a mald velikost genomu. Kompletni genom husenicku rolniho byl
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sekvenovan v roce 2000 jako prvni rostliny (obsahuje okolo 125 milionti bazi sekvence

a koduje priblizné 25 500 genti) (Foundation, 2017).

Obr. 4 Huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana)
(Tenaglia, 2007)
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3 Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak vybrana lé¢iva ovliviiuji aktivitu

vybranych antioxida¢nich enzymd.

1. Ptiprava rostlinnych kultur Arabidopsis thaliana
Inkubace suspenzni kultury s vybranymi anthelmintiky (FEN, IVM)
Extrakce vzorkt rostlinného materidlu

Stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorcich

wo ok »B N

Zméfeni aktivity jednotlivych enzymu
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Modelovy systém

Experimenty byly provadény na bunécnych suspenzich, kterd byla ziskana z listt
rostliny Arabidopsis thaliana (Husenicek rolni, semena Arabidopsis thaliana WT,
Ustav experimentalni botaniky, Akademie véd Ceské republiky, Praha). Pé&stovani
rostliny i suspenzni kultury bylo provadéno za aseptickych podminek v prostorach UEB

AVCR.
4.2 Pouzité chemikalie a reagencie

Stupen distoty: p.a.

1-chlor-2,4-dinitrobenzen (Penta)

Bradfordové¢ ¢inidlo (Sigma Aldrich)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich)

Ethanol 96% (Penta)

Fenbendazol (FEN) (Sigma Aldrich)

Glutathion (GSH) (Biochemica)

Glutathion disulfid (GSSG) (Sigma Aldrich)

Guaiakol (Sigma Aldrich)

Hydrogenfosfore¢nan draselny (Penta)

Ivermektin (IVM) (Sigma Aldrich)

Kyselina askorbova (Sigma Aldrich)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma Aldrich)
Kyselina chlorovodikovéa (Penta)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) (Sigma Aldrich)
Peroxid vodiku (Penta)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma Aldrich)
Polyvinylpyrrolidon (Sigma Aldrich)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma Aldrich)

Tris pufr (tris(hydroxymethyl) aminomethan (Sigma Aldrich)
Triton — X 100 (Sigma Aldrich)
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4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Zivné medium V4

Tabulkal Slozeni Zivnhého media V4

zasobni roztok (ZR) sloZeni koncentrace v ZR | objem ZR [ml/1]
/500 ml]
Vi-A KClI 3,75 100
NaNOs 3
MgS0,4.7H,O 1,25
NaH2P04.2H20 0,625
V,—B CaClL.2H,0 3,75 10
CaCl,.6H.O 5,59
CaCl 2,85
V4-C ZnS04.7H,0 0,5 1
MnS04.4H,O 0,05
CuS04.5H,0 0,015
H;BO; 0,5
KI 0,005
AlICl;.6H,0 0,015
NiCL.6H,O 0,015
F-MS Na,EDTA 1,86 10
FeS04.7H,O 1,39
V4 — VITAMINY thiamin — HCI 1mg/100ml 10
pyridoxin — HCI Img/100ml
kys. nikotinova 5Smg/100ml
glycin 30mg/100ml
NAA 10mg/100ml 10
24-D 10mg/100ml 10

Do Zivného media bylo nakonec piidano 0,1g inositolu, 1g kasein hydrolyzatu a 30g

sacharosy. Hodnota pH se upravila na rozmezi 5,75 — 5,8.

4.3.2 Extrakéni pufr

Tabulka2 Slozeni extrakéniho pufru na 200ml

Latka MnoZstvi
0,ImMEDTA 5,8mg
PVP 1% 2g
Tritonu-X100 0,5% 1ml

Vse bylo smichéno v pozadovaném objemu destilované vody.
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4.4 Pouzité pristroje

Analytické vahy, Sartorius

Autoklav, H+P Labortechnik Steamsterilizer Varioklav 75 T
Automatické pipety Eppendorf

Centrifuga, Biofuge Stratos Heraeus

Centrifuga, Thermo Scientific Sorvall WX Ultra
Laminarni box, Holten Laminair model 1.2

Magneticka michacka, IKA Color Squid Wildcat Stirrer
pH metr, WTW InoLab

Spektrofotometr, TECAN Infinite M200

Thermomixer, Eppendorf comfort

Ttepacka, Edmund Biihler KS 15, Fisher Scientific s.r.o
Ttepacka, MS2 Minishaker IKA

Ultrazvukovy homogenizér, Bandelin Sonoplus

4.5 Metodika
4.5.1 Kultivace bunék in vitro

Suspenzni kultura Arabidopsis thaliana byla kultivovana ve sterilnich Erlenmeyerovych
bankéach s zivnym mediem V4 (Tabulka 1) na rotacni tfepacce ve tmé za konstantni
teploty (24°C) po dobu 24 hod. Po kultivaci bylo k suspenzi ptidano 100ul 10mM
zasobniho roztoku IVM nebo FEN (rozpusténo v DMSO).

4.5.2 Odbér a priprava rostlinného materialu

Vzorky byly odebirany po 8, 24 a 72 hod v triplikatech. Homogenizace rostlinného
materialu (0,5 g) probihala v tekutém dusiku pfi teploté do 4°C. Zhomogenizované
vzorky se 4 ml extrakéniho pufru (Tabulka 2) byly centrifugovany pii 10 000g (1 min,
4°C), nasledné pii 14 000g (20 min, 4°C) pro ziskani cytosolové frakce a nasledné pro
mikrosomalni frakce 100 000g (1 hod, 4°C). Vznikly supernatant byl rozpipetovan a

zamrazen na -80°C.
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4.5.3 Stanoveni bilkoviny

Koncentrace bilkoviny ve vzorcich byla stanovena spektrofotometricky metodou podle
Bradfordové. Princip této metody spocivd ve zméné barviva Coomassie Brilliant Blue
G-250 (CBBG) po navazani na protein (Compton, et al., 1985).

Za laboratorni teploty bylo do jamek napipetovano Sul vzorku a 250ul c¢inidla
CBBG. Mg¢feni bylo provadéno na mikrotitracni desticce GAMA. Spole¢né se vzorky
byla méfena i fada standardii (kalibracni kiivka) o koncentraci 0 — 1400 pg/ml a nebo
byly pouzity standardy ze sady na meéteni proteinu (Quick Start™ Bradford Protein
Assay Kit 2, BIO-RAD Laboratories) o koncentraci 0,125 — 2,0 mg/ml. Vzorky byly
inkubovany 30 min pfi laboratorni teploté¢ v termomixéru za soucasné¢ho tfepani.

Nasledné byla zméfena absorbance pii 595nm.

4.5.4 Peroxidasa

Me¢fteni aktivity peroxidasy je zaloZeno na principu pfemény guaiakolu na zluté
zbarveny tetraguaiakol v pfitomnosti peroxidu vodiku (Drotar, et al., 1985).

Zména absorbance byla méfena kineticky po dobu 5 min pii 420nm na
mikrotitra¢ni desti¢ce Greiner. Do kazdé jamky bylo napipetovano 190ul reakéni smési
(27ml 50mM pufru Tris/HCI o pH 6; 600ul 3,4mM guaiakolu; 600ul 9mM H203) a 10ul
vzorku. Reakéni smés byla pfipravena tésné¢ pred méfenim z divodu nestability
peroxidu vodiku.

Rozdil absorbance za Cas (AA/min) zjistény z oblasti linedrniho poklesu byl
pouzit pro vypocet aktivity. Specifickd aktivita byla vyjadiena na mg proteinu ve
vzorku.

Vypocet aktivity:
EA= k*V/s*d*v
EA...enzymova aktivita
k ... smérnice pfimky
V ... celkovy objem roztoku (200pul)
¢ ... extink¢éni koeficient (26,6 mM/cm)
d ... vyska hladiny roztoku v jamce (0,594 cm)
v ... objem vzorku (10ul)
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4.5.5 Katalasa

Metoda je zalozena na principu méteni ubytku peroxidu vodiku ve vzorku (Verma, et
al., 2003).

Zmeéna absorbance byla métena kineticky ve 20 sekundovych intervalech (0 —
280 sec) pii 240nm na mikrotitraéni desticce Greiner. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 10ul vzorku a 140ul substratu (2ml 5S0mM fosfatového pufru o pH = 7
102,15ul 0,1M peroxidu vodiku a 7,9ml destilované vody).

Rozdil absorbance za Cas (AA/min) zjiStény z oblasti linearniho poklesu byl
pouzit pro vypocet aktivity. Specificka aktivita byla vyjaddfena na mg proteinu ve
vzorku.

Vypocet aktivity:
EA=KV/ 0
EA ... enzymova aktivita
k ... smérnice pifimky
V ... celkovy objem roztoku (150pul)
€ ... extink¢ni koeficient (0,036mM/cm)
d ... vyska hladiny roztoku v jamce (0,463cm)
v ... objem vzorku (10pl).

4.5.6 Askorbat peroxidasa

Metoda je zalozena na oxidaci kyseliny askorbové v pfitomnosti peroxidu vodiku na
askorbat (Vanacker, et al., 1998).

Zména absorbance byla métena kineticky po dobu 5 min (30 sec intervaly) pfi
290nm na mikrotitra¢ni desti¢ce Greiner. Do kazdé jamky bylo napipetovano 20ul
vzorku, 144ul 50mM fosfatového pufru, 18ul 6mM roztoku kyseliny askorbové (9ml
vody; Iml 0,5M fosfatového pufru a 10mg kyseliny askorbové) a 18ul 2mM roztoku
peroxidu vodiku (9ml vody: 1ml 0,5M fostatového pufru a 2ul peroxidu vodiku).

Rozdil absorbance za Cas (AA/min) zjiStény z oblasti linedrniho poklesu byl
pouzit pro vypocet aktivity. Specifickd aktivita byla vyjadiena na mg proteinu ve

vzorku.
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Vypocet aktivity:
EA = k*V/e*d*v
EA ... aktivita enzymu
k ... smérnice ptimky
V ... celkovy objem roztoku (200 pl),
e ... extink¢ni koeficient (2,8mM/cm)

d ... vyska hladiny roztoku v jamce (0,594cm)
v ... objem vzorku (20 pl)

4.5.7 Glutathionreduktasa

Metoda je zalozena na pfeméné oxidovaného glutathionu (GSSG) na redukovany
glutathion (GSH) za soucasné oxidace NADPH (Bonilla, et al., 2008).

Zména absorbance byla méfena po dobu 6 min pfi 340nm na GAMA
mikrotitra¢ni desti¢ce za teploty 37°C. Do kazdé jamky bylo napipetovano 50ul vzorku
(5x zfedén) a 150ul mastermixu (6ml 0,1M K- fosfatového pufru o pH =7; 4,8ml SmM
EDTA; 6ml 4mM GSSG; 1,2 ml 2,5mM NADPH).

Rozdil absorbance za Cas (AA/min) zjiStény z oblasti linedrniho poklesu byl
pouzit pro vypocet aktivity. Specifickd aktivita byla vyjadfena na mg proteinu ve
vzorku.

Vypocet aktivity:

_ (AAvz — AAsD)'V

EA
e*l*Vs

* 1000

EA ... aktivita enzymu

AAvz ... rozdil absorbance vzorku mezi 1. a 6. minutou podé¢lené dobou, po kterou
probihala reakce

AAsl ... rozdil absorbance slepého vzorku mezi 1. a 6. minutou déleny dobou, po kterou
probihala reakce

V ... celkovy objem roztoku (0,2ml)

€ ... extinkéni koeficient NADPH (6,22mM/cm)

1 ... vyska hladiny roztoku v jamce (0,75cm)

Vs ... objem vzorku (0,01ml, zahrnuto zfedéni 5x)
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4.5.8 Gluathion-S-transferasa

Meéfeni aktivity glutathion-S-transferasy je zalozeno na principu tvorby konjugatu GSH
s CDNB (Ye, et al., 2001).

Zmeéna absorbance byla méfena kineticky 6x v minutovych intervalech pfi
340nm na mikrotitracni desticce Greiner za teploty 37°C. Do kazd¢ jamky bylo
napipetovano 6l vzorku (5x zfedén) a 194ul reakéni smési (4ml 5,15mM roztoku GSH;
0,4ml 51,5mM roztoku CDNB a 15,6ml 0,1M Na-fosfatového pufru o pH=6,5).

Rozdil absorbance za Cas (AA/min) zjistény z oblasti linedrniho poklesu byl
pouzit pro vypocet aktivity (molarni extinkéni koeficient 9,6 mM/cm). Specificka

aktivita byla vyjadfena na mg proteinu ve vzorku.

4.5.9 Superoxid dismutasa

Me¢teni aktivity superoxid dismutasy je zaloZeno na principu redukce tetrazolinové soli
(WST-1) na formazan v pfitomnosti superoxidového aniontu (Ukeda, et al., 2002).

K méfeni byl pouzit set SOD Assay Kit-WST (Sigma Aldrich). Zména
absorbance byla méfena kineticky pfi 450nm na GAMA mikrotitraéni desticce po

inkubaci (37°C, 20 min).

Tabulka 3 Mnozstvi jednotlivych roztoki pro vzorek a Blank 1- 3

Vzorek | Blank1 | Blank 2 Blank 3
Vzorek 20 pl - 20 pl -
Destilovana voda - 20 ul - 20 ul
WST pracovni roztok 200 pl 200 pl 200 ul 200 wl
(Iml WST/15ml roztok pufru)
Roztok fediciho pufru - - 20 pl 20 wl
Roztok enzymu 20 pl 20 wl - -
(15ul  roztoku enzymu/2,5ml
roztok fediciho pufiru)

Rozdil absorbance za ¢as (AA/min) zji$tén z oblasti linedrniho poklesu byl pouzit
pro vypocet aktivity (molarni extinkéni koeficient 37 000M/cm). Specificka aktivita

byla vyjadfena na mg proteinu ve vzorku.
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4.5.10 Statisticka analyza

Analyza dat byla provedena za pouziti twoway ANOVA s Bonferroni post hoc testem
(GraphPad Prism 7.0 Software, La Jolla, CA, USA). VSechny hodnoty byly vyjadfeny
jako primér + SD. Za statisticky vyznamnou byla povazovana pravdépodobnost p <
0,05.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni bilkoviny

Kalibracni krivka
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Obr. 5 Kalibraé¢ni kiivka stanoveni bilkoviny za pouziti standardd o koncentraci

0 — 1400 pg/ml na FaF UK v Hradci Kralové

Kazdy bod je aritmetickym praimérem 4 méteni (n =4). Z kalibra¢ni pfimky je patrné, ze
absorbance roste se zvysujici se koncentraci. Podle vysledné rovnice linerani regrese se

vypocitaly koncentrace proteint ve vzorcich.

Kalibracni krivka
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Obr. 6 Kalibraéni kfivka stanoveni bilkoviny za pouziti standardl ze sady na méteni
proteinu (Quick Start™ Bradford Protein Assay Kit 2, BIO — RAD Laboratories) o
koncentraci 0,125 — 2,0 mg/ml na UEB AVCR v Praze.

Kazdy bod je aritmetickym priimérem 3 méfeni (n =3). Z kalibra¢ni kiivky je patrné, ze

absorbance roste se zvySujici se koncentraci. Podle vysledné rovnice linerani regrese se
vypocitaly koncentrace proteint ve vzorcich.
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5.2 Peroxidasa

Tabulka 4 Aktivita peroxidasy (mmol/min/mg)

FEN | proimér|smodch [IVM | proimér | smodch | KONT |primér |smodch

8hod 0,082 |0,013 |[8hod |[1,492* 0,218 |[8hod |0,128 0,016
24 hod |0,078 {0,009 |24hod |1,210* 0,595 |24hod |0,272 0,224
72 hod 0,439 10,469 |72hod |1,351 |0,141 |72hod |0,097 0,007

*p < 0.05 (statisticka vyznamnost)

Peroxidasa
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Obr. 7 Zavislost aktivity proxidasy na dobé, po kterou byly bunky Arabidopsis thaliana vystaveny

pusobeni 1é¢iv IVM/FEN. Hodnoty pfedstavuji prumér ze tif méfeni (n = 3).

Na obr. 7 je vidét, ze aktivita peroxidasy signifikantné vzrostla po 8 a 24 hod u bun¢k

po expozici IVM, naopak u bun¢k exponovanych FEN aktivita vzrostla aZ po 72 hod

vzhledem ke kontrolnimu vzorku, nicméné dle statistického vyhodnoceni se narist

aktivity nejevi signifikantn¢, z divodu vysoké smérodatné odchylky.
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5.3 Katalasa

Tabulka 5 Aktivita katalasy (mmol/min/mg)

FEN  |primér |smodch [IVM |primér |smodch | KONT |primér |smodch
8hod [2149,4 |70,9 8hod [6123,8 |139,4 |8hod |2916,7 |259,9
24 hod |3571,1*|244,6 |24 hod |8634,9 |[1550,2 |24 hod |8384,4 (27122
72 hod |8244,0 4,0 72 hod | 11641,6*% |1615,7 |72 hod |7126,6 |733.,9

*p < 0.05 (statistickd vyznamnost)

Katalasa

15000

? E FEN
£ l = 1vMm
= 10000 - l b Bl KONT
£ )
E [0 ]
- g B
< P
O 50004 fed s faa
© e [ [
> o ) ]
< g% ] B
< el e [
0- T T
® o> AV
¢as [hod]

Obr. 8 Zavislost aktivity katalasy na dobé, po kterou byly bunky Arabidopsis thaliana vystaveny
pusobeni IVM/FEN. Hodnoty pfedstavuji primér ze tfi méfeni (n = 3).

Na obr. 8 je vidét, Ze aktivita katalasy u bunék exponovanych IVM linearné roste a po
72 hod je jeji aktivita signifikantné vySsi nez aktivita CAT u kontrolniho vzorku.
Naopak aktivita enzymu u bunék vystavenych pusobeni FEN je po 8 a 72 hod

srovnatelna a po 24 hod signifikantné nizsi nez u kontrolniho vzorku.
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5.4 Askorbat peroxidasa

Tabulka 6 Aktivita askorbat peroxidasy (mmol/min/mg)
FEN  |proimér|smodch [IVM | primér | smodch | KONT | primér | smodch

8hod |14,6 |2,1 8hod (20,7 |29 8hod [12,7 |2,1
24 hod |14,6 1,8 24hod |21,7 |7,0 24 hod |13.,8 1,2
72hod |14,0 0,3 72hod |11,7 2,6 72 hod |14,0 1,6
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Obr. 9 Zavislost aktivity askorbat peroxidasy na dobé€, po kterou byly bunky Arabidopsis thaliana

vystaveny pisobeni 1é¢iv IVM/FEN. Hodnoty predstavuji primér ze tii méteni (n = 3).

Na obr. 9 je vidét, Ze aktivita enzymu nejevi po celou dobu méteni signifikantni rozdily
v porovnani s kontrolnim vzorkem a to jak u bun€k vystavenych ptisobeni IVM, tak i u

bunck vystavenych ptisobeni FEN.
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5.5 Glutathionreduktasa

Tabulka 7 Aktivita glutathionreduktasy (nmol/min/mg)

FEN \prﬁmér\smodch \IVM \prﬁmér\smodch \KONT \prﬁmér \ smodch

8hod |67,5 3,1 8hod |[60,8* |3,5 8hod [723 4,8
24hod 69,6 |6,5 24hod |51,0% |15 24 hod 82,6 6,9
72 hod |83,0 |74 72 hod |59,3* |2,8 72 hod [83,6 |3.,8

*p < 0.05 (statisticka vyznamnost)
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Obr. 10 Zavislost aktivity glutathionreduktasy na dobé€, po kterou byly bunky Arabidopsis thaliana

vystaveny pisobeni 1é¢iv IVM/FEN. Hodnoty piedstavuji primér ze tii meteni (n = 3).

Na obr. 10 je vidét, ze aktivita enzymu u bunék exponovanych FEN je srovnatelna
s kontrolnim vzorkem. U bunék vystavenych pisobeni IVM dochézi k signifikantnimu

poklesu aktivity enzymu v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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5.6 Glutathion-S-tranferasa

Tabulka 8 Aktivita glutathion-S-tranferasy (nmol/min/mg)

FEN  |proimér|smodch [IVM | primér | smodch | KONT | primér | smodch

8hod |2,1 0,4 8hod |[2,1 0,1 8hod |1,9 0,1
24 hod (2,1 0,2 24 hod |2,3 0,3 24 hod |2,1 0,4
72hod |1,8% 10,2 72 hod |2,0* 10,3 72 hod |2,8 0,1

*p < 0.05 (statisticka vyznamnost)
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Obr. 11 Zavislost glutathion—S—transferasy na dob&, po kterou byly buiky Arabidopsis thaliana

vystaveny pisobeni 1é¢iv IVM/FEN. Hodnoty piedstavuji primér ze tii méteni (n = 3).

Na obr. 11 je vidét, Zze aktivita enzymu je v pfitomnosti obou 1é¢iv po 8 a 24 hod
srovnatelna s kontrolnim vzorkem. Naopak po 72 hod je aktivita enzymu u obou vzorki

s 1é¢ivem signifikantné niz$i oproti kontrolnimu vzorku.
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5.7 Superoxid dismutasa

Tabulka 9 Aktivita superoxid dismutasy (nmol/min/mg)

FEN  |primér|smodch [IVM | primér | smodch | KONT | primér | smodch

8hod |124* |1,6 8hod 3,6 0,4 8hod (3,9 0,3
24 hod |9,0* 0,8 24 hod (3,9 0,6 24 hod (4,4 0,8
72 hod |8,2 1,3 72 hod |3,6* |0,2 72 hod | 5,6 0,7

*p < 0.05 (statisticka vyznamnost)
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Obr. 12 Zavislost aktivity superoxid dismutasy na dobé&, po kterou byly bunky Arabidopsis thaliana

vystaveny pasobeni 1é¢iv IVM/FEN. Hodnoty piedstavuji primér ze tii méteni (n = 3).

Na obr. 12 je vidét, ze aktivita enzymu u bunék vystavenych pisobeni FEN je
signifikantné vyS$i po 8 a 24 hod v porovnani s kontrolnim vzorkem. Po 72 hod je
aktivita srovnatelnd s kontrolnim vzorkem. Aktivita enzymu u bunék vystavenych
pusobeni IVM je po 8 a 24 hod srovnatelna s kontrolnim vzorkem, po 72 hod je aktivita

enzymu v porovnani s kontrolnim vzorkem signifikantné nizsi.
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6 Diskuze

Léciva pouzivajici se ve veterinarni mediciné predstavuji, spolu s humannimi 1é¢ivy,
novou tfidu mikropolutantti. Uvolfiovani téchto kontaminantti do prostfedi probihalo po
mnoho desetileti, ale az teprve nedavno byly vyvinuty metody pro jejich detekci (Snow,
et al., 2014). Prostfedi je neustdle kontaminovano veterinarnimi 1é¢ivy a to bud’ pfimo
prostiednictvim oSetfovanych zvitat, nebo neptimo aplikaci hnoje a jinych odpadnich
produktii na ptidu a jejich prosakovanim do vody (Piotrowicz-Cieslak, et al., 2012).
Veterinarni 1é¢iva, stejné jako jiné kontaminanty prostiedi, mohou vstupovat do rostliny
a stavaji se tak pro né potencidlnim nebezpecim. Pokud je rostlina vystavena plisobeni
stresovych podminek prostfedi, dochéazi k nadprodukci ROS. Nicméné, rostliny maji
proti ROS vyvinuty dobré obranné mechanismy zahrnujici antioxidanty a antioxida¢ni
enzymy (Tripathy, et al., 2012).

Studii zabyvajicich se vlivem [éCiv na antioxidacni enzymy v rostlinach je
v porovnani s vyzkumy zabyvajicich se vlivem dalSich stresovych faktori (extrémni
teplotni podminky, salinita, nedostatek zivin, t€zké kovy) daleko méng. VétSina studii,
ktera se zabyva vlivem IéCiv na aktivitu antioxidac¢nich enzymut v rostlinach, je
zaméfena na antibiotika (napt. Vilvert, et al., 2016; Wang, et al., 2017; Liu, et al.,
2013).

Cilem této prace bylo zjistit, jak vybrand anthelmintika ovliviiuji aktivitu
antioxida¢nich enzymii. Rostliny obsahuji nékolik typti antioxidacnich enzymu,
schopné odstraiiovat, neutralizovat nebo eliminovat ROS. Specifickd aktivita
antioxidacnich enzymi CAT, POX, APX, GR, GST, SOD byla métena na kontrolnich
bunikdch a buikéach infikovanych IVM nebo FEN rostliny Arabidopsis thaliana.
Experiment byl provadén na suspenznich kulturach, u nichZ je vyhoda jednoduché a
rychlé kultivace.

Zatim jsou pouze omezené informace o pusobeni anthelmintik na antioxidacni
enzymy v rostlindch. Studie provadéna Raisovéa Stuchlikova, et al., (2018), zkoumala
vliv dvou benzimidazolovych anthelmintik (flubendazol (FLU), fenbendazol) na
aktivitu antioxidac¢nich enzymi (CAT, APX, SOD, POX, GST) u suspenznich kultur
Plantago lanceolata. U obou rostlin (Arabidopsis thaliana, Plantago lanceolata) nejsou
pozorovany zadné signifikantni zmény na aktivitu APX po expozici FEN. Také aktivita
CAT neni u rostlin signifikantné¢ ovlivnéna s vyjimkou aktivity CAT u Arabidopsis

thalina po 24 hod, kdy byla jeji aktivita niz8i. Aktivita dalSich enzyma (SOD, POX,
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GST) je u obou rostlin rozdilnd. Je zajimavé, Ze aktivita SOD se u Arabidopsis thaliana
zvysila po 8 a 24 hod a u Plantago lanceolata se naopak aktivita enzymu po 6, 24 a 48
hod snizila. Opa¢né tomu bylo u GST, kdy se aktivita enzymu u jitrocele po 6 a 24 hod
zvysila a u husenicku naopak doslo po 72 hod ke snizeni aktivity enzymu. Aktivita POX
nejevi u husenicku po celou dobu expozice FEN signifikantni zmény, naopak u jitrocele
je aktivita enzymu nizsi.

Efekt anthelmintika ivermektinu na antioxidacni enzymy nebyl prozatim u
rostlin analyzovan. Z vysledk vyplyva, ze i ivermektin mize ovlivnit antioxidacni
enzymy. Na GR, GST a SOD ma pfitomnost ivermektinu inhibi¢ni u¢inek, naopak u
POX a CAT dochazi k signifikantnimu narustu aktivity v pfitomnosti ivermektinu. Na
aktivitu APX nemad ptitomnost IVM, stejné jako pfitomnost FEN a FLU, signifikantni
efekt.

Z naméfenych dat je ziejmé, Ze testovana anthelmintika IVM a FEN maji vliv na
antioxida¢ni enzymy, coz muze vést k vysSimu riziku oxida¢niho poskozeni rostliny.
Tento experiment byl provadén na modelové rostling. Pro vysloveni piesnéjSich zavéra
by nicmén¢ bylo dobré, tyto vysledky potvrdit studiemi na rostlinach, které se ptirozené
vyskytuji v podminkach prostiedi, kde lze expozici anthelmintik ocekavat (pastviny,

pole hnojena hnojem).
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7 Zavér
V této diplomové praci bylo zjisténo, jak vybrand anthelmintika ovliviiuji aktivitu

antioxida¢nich enzymii.

1. Byly pfipraveny rostlinné kultury Arabidopsis thaliana.

2. Byla provedena inkubace suspenzni kultury s vybranymi anthelmintiky (FEN,
IVM).

3. Vzorky byly zpracovany a piipraveny pro dalsi analyzu.

4. Byla stanovena koncentrace bilkoviny ve vzorcich.

5. Byla zmétena aktivita jednotlivych enzymi (POX, CAT, APX, GR, GST, SOD).
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8 Seznam zkratek

2,4-D
APX
AsA-GSH
BSA
CAT
CBBG
CYP
DHAR
DMSO
EDTA
FAD
FEN
FLU
GABA
GPX
GR
GSH
GST
GSSG
VM
MDAR
NAA
NAD(P)
PAPS
POX
PBS
ROS
SOD
WT

kyselina 2, 4- dichlorfenoxyoctova
askorbat peroxidasa
askorbat-glutathionovy cyklus
hovézi sérovy albumin

katalasa

barviva Coomassie Brilliant Blue G-250
cytochrom P450

dehydroaskorbat reduktasa
dimethylsulfoxid

kyselina ethylendiamintetraoctova
falvinadenindinukleotid
fenbendazol

flubendazol

kyselina y-aminomaselna
glutathionperoxidasa
glutathionreduktasa

glutathion

glutathion-S-transferasa

glutathion disulfid

ivermektin

monodehydroaskorbat reduktasa
naftalenoctova kyselina
nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)
3" - fosfoadenosin — 5°- fosfosulfat
peroxidasa

Phosphate Buffered Saline
reaktivni formy kysliku

superoxid dismutasa

wild type, pfirozend nemutovana forma urcitého genu ¢i organismu
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