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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Bc. Andrea Sochova
Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skéalova, Ph. D.
Nazev diplomové prace: Sledovani piestupu albendazolu z trusu ovce doméci do picnin

pomoci LC-MS

Léky mohou byt obecné vyznamnym zdrojem zneciSténi zivotniho prostiedi,
zejména léky s vysokou perzistenci. Albendazol (ABZ) patii mezi benzimidazolova
anthelmintika hojné uzivand k1é¢bé a profylaxi parazitarnich infekci u zvifat.
S exkrementy zvitat se ABZ dostava do zivotniho prostifedi a miize mit negativni ti¢inek
na necilové organismy.

Laboratorni experimenty prokézaly, ze rostliny mohou absorbovat, a dokonce
biotransformovat ABZ, avSak neni dosud znamo, zda k t€émto jeviim dochézi 1 v redlnych
polnich podminkach. V této studii jsme proto sledovali ptenos ABZ a jeho
transformacnich produktii z trusu Ié€enych ovcei do béZznych picnin jako jsou vojtéska seta
(Medicago sativa) a jetel lucni (Trifolium pratense). Zajimalo nas, zda existuje moznost
prenosu téchto sloucenin z exkrementli do pliidy a z plidy do rostlin v realnych polnich
podminkach.

Nase studie uspésné odhalila vyskyt transformacnich produktii albendazolu (ABZ-
SO a ABZ-S0O:) v obou picnindch. Nejvyssi koncentrace ABZ-SO a ABZ-SO; byla
pozorovana 1. a 2. tyden po aplikaci trusu. Poté se mnozstvi téchto latek v rostlinach
v pribé¢hu cCasu snizilo, s vyjimkou kvétna, kdy byl pozorovan mirny nartst,
pravdépodobné v dusledku vyssich destovych srazek. I dva mésice po prvnim kontaktu
picnin s trusem byl stale pfitomny ABZ-SO i ABZ-SO». Pfitomnost transformacnich
produkti ABZ v krmnych rostlindch piedstavuje nejen nebezpeci pro bylozravé

bezobratlé zivocichy, ale miiZe také hrat dalsi roli ve vyvoji rezistence hlistic na ABZ.
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ABSTRACT
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Title of diploma thesis: Monitoring of albendazole transfer from ovine faeces to fodder

plants by LC-MS

In general, drugs might be a significant source of pollution in the environment
especially drugs with high persistence. Albendazole (ABZ) belongs to a benzimidazole
group of anthelmintic drugs. These drugs are regularly and frequently used to limit and
treat parasitic infections in animals. ABZ enters the environment via animal excrements
and it can have negative effects on non-target organisms.

Laboratory experiments have shown that the plants can uptake and even
biotransform the ABZ, however, it is not known whether these phenomena occur in the
real field conditions. The present study monitors the transfer of ABZ and its
transformation products (TPs) from the faeces of treated sheep to common fodder plants
such as Medicago sativa and Trifolium pratense. We wanted to know whether the
possibility of transferring these compounds from excrement into the soil and from soil to
plants exits in real field conditions.

Our study successfully revealed the occurrence of ABZ TPs (ABZ-SO and ABZ-
SO») in both fodder plants. The highest concentration of TPs was observed at the 1. and
2. week after the application of faeces. Then, the amount of TPs in plants decreased during
the time, except in May, where a slight increase was observed, probably due to higher
precipitation. Even two months after the first contact of fodder plants with faeces, ABZ-
SO and ABZ-SO; were still present. The presence of the TPs in fodder plants represents
not only a danger to herbivorous invertebrates, but also may play an additional role in the

development of ABZ resistance in helminths.
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1 UVOD

Albendazol je jednim zhlavnich benzimidazolovych anthelmintickych 1é¢iv
pouzivanych k 1é€bé parazitarnich onemocnéni pifi chovu hospodarskych zvirat. Ma
Siroké spektrum uziti. Jeho uc¢inek nebyl prokazan pouze u dospélych jedinct, ale také
u vyvojovych forem parazitti — larev a vajicek. Mechanismem jeho ucinku je inhibice
syntézy mikrotubulll, kterd vede k rozvratu metabolismu, rozpadu vnitiniho uspofadani
bunky a nésledné smrti parazita.

Vétsina anthelmintik pouzivdna ve veterinarni praxi byvaji  podavana
hospodaiskym zvitatim preventivné a profylakticky. Timto zptisobem se zvySuje jejich
spotfeba 1 negativni u¢inek na zivotni prostfedi. Nejdulezitéjsi cestou, kterou se
albendazol i dal$i anthelminticka 1é¢iva dostavaji do zivotniho prostiedi, je exkrece stolici
nebo moci hospodaiskych zvifat a ndslednym pouzivanim téchto exkrementli jako
hnojivo pro zemédélskou plidu. Takto vyloucena anthelmintika mohou zlstat uloZena
v pudé a vodé nebo postupné prechazet do rostlin.

Znalosti o osudu, ekologickych rizicich a Gcincich anthelmintik na rostliny jsou
pomérné malé. Proto se tato diplomové prace zabyva kvantifikaci albendazolu a jeho
transformacnich produktii v picninach, konkrétné€ v jeteli luénim (7. pratense) a tolici
vojtéSce (M. sativa). Cilem této prace bylo zjistit, zda dochazi k ptestupu albendazolu
z trusu léCenych ovei do danych picnin. Také byla zjistovand vzdalenost, do jaké se

parentni latka a jeji transformacni produkty jsou schopny rozsifit.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Anthelmintika

Anthelmintika jsou léCiva pouzivana pro eliminaci helmintd z organismu lidi,
divokych i domestikovanych zvifat a plodin. Helminti jsou paraziti¢ti ¢ervi zptsobujici
infekéni choroby nazyvané helmintézy. V téle hostitele se nejcastéji nachazi
v gastrointestinalni traktu (intraluminaln¢), nékteti vSak ziji také v dalSich tkanich (napf.
plicich, svalech). Mezi nejzndmé&j$i parazitické cCervy mizeme ftadit had’atka
(Strongyloides), roupy (Enterobius), méchovce (Ancylostoma, Necator) a Skrkavky
(Ascaris, Toxocara, Toxascaris) (Dobsikové a Siroka 2014, Epe a Kaminsky 2013).

Infekce zplisobené helminty maji negativni dopad na hostitele. Mzou zpiisobit
poskozeni tkani a orgdnll v misté infekce nebo spotfebovavat ziviny a energii, kterou
hostitelé ke své existenci nutné potiebuji. Dochazi ke snizené produktivité hostitele, coz
se projevi predevS§im u hospodatskych zvitat. Anthelmintika se vétSiné hospodarskym
zvitatim podavaji plosné (bez vybéru specifickych jedincil) a preventivné. MizZeme je
délit podle rozsahu ucinku na anthelmintika Sirokospektra a anthelmintika s nizkym
spektrem pisobnosti. Dalsi klasifikace je zavisla na ucinnosti proti specifické t¥ide cervi.
V tomto ptipadé se d€li na antinematoda, anticestoda nebo antirematoda. Na zaklad¢
chemické struktury je mulZeme rozd€lovat na benzimidazoly, imidazothiazoly,
tetrahydropyrimidiny, izotiokyanaty, makrocklické laktony, pyrazinové
a aminoacetonitrilové derivaty (Duchac¢ek a Lamka 2014, Partridge et al. 2020,

Stuchlikova et al. 2015).

2.1.1 Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou heterocyklické aromatické slouceniny, které ve své zakladni
struktute obsahuji Sesti¢lenné jadro benzenu kondenzované s péticlennou imidazolovou
skupinou. Jednd se o skupinu léciv, kterd mad mnoho farmakologickych vlastnosti.
Nejvyznamnéj§i  benzimidazolovou  pfirodni  slou¢eninou  je  N-ribosyl-
dimethylbenzimidazol, ktery slouZi jako ligand pro kobalt ve vitaminu B12. Derivaty
benzimidazolu nasly Siroké terapeutické vyuziti. (Kamanna 2019, Salahuddin et al. 2017,

Bansal a Silakari 2012).



Tabulka 1 - Ptiklady terapeutického vyuziti benzimidazolt

Terapeutické vyuziti Priklady konkrétnich benzimidazoli

Antihypertenziva Candesartan
2-substituované benzimidazoly syntetizované kondenzaci o-
Analgetika fenylendiaminu s derivaty kyseliny 2-kumaranonyloctové a
indol-3-kyselinou
Enviradin
Skupina 2-substituovanych-5-amidino-benzimidazolovych
Antivirotika
derivatl s antivirovou aktivitou vi¢i virim coxsackie a echo
virim
Astemizol
Antihistaminika 2-(piperidin-3-yl)-1H-benzimidazoly - selektivni H1-
antihistaminika
Antiulceroza Omeprazol
Albendazol
Derivaty zalozené na 2-thioalkylandthioarylem
Antimikrobidlni 1é¢iva
substituovaném benzimidazolu a 5,6-dinitrobenzimidazolu s
antibakterialni aktivitou proti nozokomidlnim kmentim

Protizanétliva 1é¢iva Analoga benoxaprofenu

Protinadorova 1é¢iva Bendamustin

>

H

Obrazek 1 - Struktura benzimidazolt
Dulezitou funkci zastdvaji mnohé benzimidazolové derivaty pfi eliminaci parazitd.
Benzimidazolové anthelmintika patii mezi nejrozsifenéjsi skupinu Sirokospektrych 1éciv,
které se vyuzivaji k likvidaci nebo ke snizeni poctu hlistic, tasemnic a motolic

parazitujicich ve tkanich nebo stfevech hostitelii (Lamka a Duchéacek 2014). Diky jejich
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nizké cen¢, Sirokému rozsahu a snadnému podavani jsou benzimidazoly jednou
z nejpouzivanéjSich skupin anthelmintik. Benzimidazolova antihelmintika jsou dobfie
snaSena bez zavaznych vedlejsich ucinkt u lidi i zvirat (Deok-Soo Son et al. 2020). U lidi
jsou podavana samostatné nebo v kombinaci naptiklad pti 1€¢bé infekei zptusobenych
Echinococcus granulosus, Ascaris lumbricoides a Trichuris trichiura (Moser et al. 2019,
Dehkordi et al. 2019). Pfevazné jsou vSak pouzivana ve veterinarni mediciné k profylaxi
a lécbe raznych forem helmint6z u domacich, hospodaiskych i volné zijicich zvitat
(Stuchlikova et al. 2016).

Vétsina benzimidazold je nerozpustna nebo malo rozpustna ve vodé. Obvykle se
podavaji peroralné jako suspenze. Dnes vSak existuje cela fada farmaceutickych forem
tohoto 1éciva. Pro skot a ovce byl vyvinut bolus s prodlouZzenym uvoliiovanim
oxfendazolu nebo fenbendazolu. Malym pifezvykavcim se mtizou podavat albendazolové
kapsle s pomalym uvoliiovanim 1é¢ivé latky. Nékolik benzimidazola je také k dispozici
ve form¢ injekei (web 11). Rozdily v rychlosti a rozsahu absorpce z gastrointestinalniho
traktu zavisi na Siroké Skdle riiznych faktorli, jako napt. druhu organismu, davkovani,
sloZeni ¢i rozpustnosti. Nejicinnéjsi benzimidazoly jsou ty, které maji nejdelsi eliminacni
polocas. Patii mezi né albendazol a fenbendazol. Rada benzimidazolovych anthelmintik
existuje ve form¢ proléciva. K aktivaci dochdzi az v téle Zivoc€ichli po metabolizovani
proléciva na biologicky aktivni latku. Terapeutické koncentrace jsou v plazmé a stfevech
udrZovany po delsi dobu, coz zvySuje G€innost proti nezralym formam parazit (web 4).
Benzimidazoly jsou vyluCovany pievazné stolici, méné Casto moci. Takto se dostavaji
do pidy a fi¢nich vod, kde mohou negativné piisobit na urcité¢ druhy organismi (Syslova
et al. 2019).

Spole¢nym ptedchiidcem benzimidazolovych anthelmintik je thiabendazol. Dnes je
thiabendazol vyuZivan jako antimykotikum proti mnoha rodim patogennich hub
ovlivityjicich Sirokou $kalu rostlin, naptiklad oSetfeni citrusii, bananti aj. (web 12, Lamka
a Duchacek 2014, Miiller et al. 2014). Zastupci této skupiny léCiv jsou albendazol,
fenbendazol, mebendazol, flubendazol a oxibendazol. Proléciva, jako je febantel,
thiofandt a netobimin, jsou anthelmintika, kterd prochézeji transformaci
na benzimidazoly prostfednictvim bachoru a jaterniho metabolismu u piezvykavci

(Furtado et al. 2016).
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2.1.1.1 Mechanismus piisobeni benzimidazoli

Vsechna benzimidazolova anthelmintika se vyznacuji spoleénym mechanismem
ucinku. Biochemickym zakladem ptisobeni benzimidazoll je jejich schopnost vazat se
s vysokou afinitou k proteinu (tubulinu) podjednotky mikrotubuli. Mikrotubuly jsou
struktury, které se nepfetrzit¢ polymeruji pfiddnim heterodimeru o/p-tubulinu na jeden
konec fetézce a ztratou heterodimeru na opacné strané. K inhibici syntézy mikrotubulti
dochazi vazbou benzimidazoli na B-tubulin rostouciho mikrotubulu a ztratou schopnosti
prodluzovani mikrotubulli, coz zpiisobuje jejich zkraceni a nasledné vymizeni. Protoze
mikrotubuly hraji zdsadni roli pfi tvorbé mitotického vieténka a v udrzovani bunécné
homeostazy, jejich ztrata vede k naruseni vychytavani glukézy a néasledné imobilizaci
az smrti helminta (Furtado et al. 2016, Kohler 2001).

Benzimidazoly se vyznacuji vys$i afinitou k parazitarnimu B-tubulinu, ale vazi se
1 na tubulin hostitele. Hostitel (Clovek, zviie) vSak latku rychle metabolizuje. Pro parazity
jsou benzimidazolova anthelmintika toxicka, jelikoz je biotransformuji mnohem pomaleji

(Lincova et al. 2007, Kohler 2001).

2.1.1.2 Albendazol

Albendazol (ABZ) je jednim znejcastéji pouZivanych 1é¢iv ze skupiny
benzimidazolovych anthelmintik. ABZ ma Siroké spektrum ptisobnosti. Jeho tc¢inek byl
potvrzen nejen u dospélych jedinct, ale u vSech vyvojovych stadii cervii. Pisobi tedy také
proti larvam a vaji¢kim (Dayan 2003).

Chemicky se jedna o (5-propylthio-1H-benzimidazol-2-yl) methylester kyseliny
karbamové, souhrnnym vzorcem Ci2HisN3O2S s molekulovou hmotnosti 265,33 (Web
9). ABZ je bila az bezbarva krystalicka latka, kterd je relativné Spatné rozpustna ve vodé
a v nékterych organickych rozpoustédlech, jako je napt. chloroform, ethanol, methanol,
ethylacetat a acetonitril (Dayan 2003; Azad et al. 2018). Naopak, dobfe se rozpousti
v dimethylsulfoxidu (DMSO, rozpustnost — 17 mg/ml) a v silnych kyselinach i zasadach
(web 12).
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Obrazek 2 - Struktura albendazolu (5-propylthio-1H-benzimidazol-2-yl)

Mechanismem t¢inku ABZ je inhibice syntézy mikrotubulii enterocytt, ktera vede
k rozkladu vnitiniho uspofadani buiikky. Dochazi k blokovani vychytavani glukozy,
naslednému zmenSeni zasob glykogenu a snizeni tvorby ATP. SniZena syntéza ATP ma
dopad na energeticky metabolismus parazita. Nedostatek energie zplisobi nejprve
znehybnéni parazita a néaslednou smrt jak dospélych jedinci, tak i jejich vyvojovych
forem (Katzung et al. 2012, Svihovec et al. 2018).

Pokud se ABZ pouziva k zahubeni intraluminalnich parazit, podava se peroralné
na laény zaludek. Proti Cerviim parazitujicich ve tkanich je ABZ podavan s jidlem
obsahujicim zvySené mnozstvi tuku. Potrava s vys$§im podilem lipida zajisti zvySeni
vstiebavani ABZ ze zazivaciho traktu lidi a zvifat az 5x (Katzunget al. 2012; Dayan
2003). Po absorbci ve stievé ABZ podléhd rychlému first-pass metabolismu v jatrech.
Dochazi k jeho oxidaci na aktivni metabolit albendazolsulfoxid (ABZ-S0O). Tato pifeména
je katalyzovéana dvéma mikrosomalnimi enzymatickymi systémy,
flavinmonooxygenasou a cytochromem P450 (CYP), konkrétné podrodinou CYP3A.
ABZ-SO se vyznacuje chirdlnim centrem. Existuji dva enantiomery tohoto metabolitu,
ABZ-SO (-) a ABZ-SO (+). Hlavni anthelminticky ucinek 1é€iva je primarné pfipisovan
ABZ-SO (+) enantiomeru (Paredes et al. 2013). Zatimco enantiomer ABZ-SO (-) byva
spojen s aktivitou CYP450, na tvorbé ABZ-SO (+) se piednostné podili
flavinmonooxygenasy (Dayan 2003; Alvarez et al. 2003). Dal§im krokem metabolismu
ABZ je sulfoxidace na neaktivni formu albendazolsulfon (ABZ-SO>), na které¢ se podili
také cytochrom P450, tentokrat v§ak z podrodiny CYPIA (Laing et al. 2010, Alvarez et
al. 2003). Nasledné muze dochazet k rozdéleni postranniho fetézce a aromatického kruhu
nebo k rychlému odstranéni karbamatové skupiny hydrolyzou (Daryan 2003).

Z divodu rychlé ptemény ABZ v jatrech na sulfoxid je koncentrace parentni latky

v plazmé nizka. ABZ-SO se dobte vaze na proteiny, §ifi se do organismu a je vyluCovan
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zlu¢i. Elimina¢ni polocas ABZ-SO je 8-12 hodin (Katzung et al. 2012, Lincova et al.
2007).

0
| O\\ 7
/\/S N\ OCHj, /\/S N N\ OCH,4
H—HN \Q H—HN
N N
Obrazek 4 - Albendazol sulfoxid Obriazek 3 - Albendazol sulfon
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2.1.1.3 Dalsi benzimidazolova anthelmintika

Cely nazev Molekulova hmotnost = Terapeuticka davka
Struktura
(g/mol) (mg/kg)
2 0
)k N \: OCH, methyl N-(6-benzoyl-1H-
Mebendazol \> NH benzimidazol-2- 295,29 8,0-8,8
~N yl) karbamat
H
s O\ methyl N-(6-
N —N >7OCH3 phenylsulfanyl-1H-
Fenbendazol \> NH T 299,3 5,0 50,0
benzimidazol-2-yl)
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2.2 Picniny

Jedna se o rostliny, které se péstuji za ucelem zisku krmiva pro hospodarska zvirata,
ptevazné prezvykavce. Picniny jsou péstovany na orné puide nebo jako soucast trvalych
travnich porostli vyuzivanych pro pastvu dobytku nebo pro zisk silazi a sena. Mizeme je
rozdélit na jednoleté (luskoviny, kukufice, oves, hoicice, ...) a viceleté (jeteloviny, travy,
jetelotravy). Zéakladni vlastnosti kvalitni picniny je dostatecné vysoké koncentrace zivin a jeji
zdravotni nezavadnost. Dal§imi vhodnymi charakteristikami je rychly rist, vysoky vynos,
odolnost vic¢i Sktidciim, mala naro¢nost na klimatické podminky a druh ptdy. Kvalita
a stravitelnost picniny zdvisi pfedev§im na obsahu vldkniny, ale také dalSich makroslozek.
Obsah vlakniny se zpravidla zvySuje se stafim rostlin, dochazi k tvorbé a ukladani ligninu,
coz vede k horsi stravitelnosti téchto rostlin. Z tohoto ohledu je dilezitd vhodna doba sklizné.
Pici je vhodné sklizet mladou, konzervovanim se mnoZzstvi vldkniny zvySuje. Podle podilu
obsahujicich zZivin mizeme picniny délit na bilkovinné (napft. luskoviny, jetel, vojtéska),
glycidové (napft. kukufice, oves) a s vyrovnanym uzivnym pomérem (napft. travy) (Skladanka
2014, Santracek 2011).

Mezi nejcastéji se vyskytujici hospodaisky vyznamné picniny fadime jeteloviny. Jejich
produkce je pomérné levna a z hlediska obsahu zivin jsou jeteloviny velice hodnotné.
Vyznacuji se vysokym podilem bilkovin, minerali (napt. vapnik, zelezo), a vitamind (napf.
beta-karoten, vitaminy skupiny B). Na rozdil od trav obsahuji niz$i mnozstvi jednoduchych
sacharidl. Dalsi vyhodou je, Ze na rozdil od vétSiny picnin, pro dostate¢ny vynos nevyzaduji
hnojeni dusikatymi hnojivy. Jeteloviny slouzi také jako slozky obohacujici pidu o Ziviny

(dusik) a zvysujici produktivitu a urodnost pidy (Sklddanka 2014, Santraéek 2011).

2.2.1 Jetel luéni (Trifolium pratense)

Jetel lu¢ni je velice hojné€ rozsifena rostlina fadici se do ¢eledi bobovitych (Fabaceae).
Pivodné pochézi z Evropy, v dnesni dobé se vSak vyskytuje téméf na kazdém kontinentu.
MtiZeme ji najit jak v nizinach, tak v horskych oblastech. Roste na loukach, okrajich cest,
v lesich, na polich i pastvinach. Hojné¢ se vyskytuje na nutricné hodnotnych hlubokych
pudach. Vyuziva se pro krmeni hospodarskych zvitat. Jedna se o picninu s vysokym obsahem
proteint (Pilat 1976, Aichele 1993).

Tato vytrvala bylina poprvé rozkvéta na konci jara (kvéten, Cerven) a naposledy odkvéta

v ptlce podzimu (fijen). Dorlstd vysky pfiblizné 15-100 cm. Utvati rozvétveny kofenovy
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systém s jednim hlavnim kofenem, ktery muze sahat az 60 cm hluboko pod povrch. Z kotene
vyrlsta prizemni razice listd a ¢etné, vétSinou lehce hranaté a do Cervena zbarvené lodyhy.
Mohou byt pfimé nebo vystoupavé, jednoduché ¢i rozvétvené, lysé ¢i mirné chlupaté. Listy
vytvafi typicky trojlistek, nékdy vSak vlivem genetickych mutaci mizou byt 1 vicecetné. Dolni
listy jsou fapikaté, horni pfisedlé a kopinaté, celokrajné, vejCit¢ az Siroce elipsovité.
Charakteristickd je pro jetel také svétla skvrna ve tvaru palmeésicku nachazejici se na listech.
Kvéty se na lodyhéach vyskytuji nej€astéji po dvou, jsou uspotadany do kulovitych az vejéitych
hlavek, pfijemné voni a maji svétle purpurovou, nariizovélou barvu (Knauerova a Drnkova
2017, Munker 1996).

Jetel lu¢ni se povazuje za 1é¢ivou bylinu pouzivanou fadu let v tradi¢ni mediciné mnoha
kultur. Obsahuje pomérné Siroké spektrum latek — od flavonoidi a isoflavonoiddi, pies
saponiny, tfisloviny, jiné fenolické latky, kyselinu salicylovou, kumarovou, $tavelovou,
barviva, az po vitaminy C, A, B-komplex a biogenni prvky (Ca, Mg, Fe). Vzhledem k velkému
obsahu 1écivych latek napomaha pti fadé zdravotnich potizi. Vyuzival se k 1écbé koznich
onemocnéni, jako dezinfekce na hnisavé rany, kusnadnéni vykaSlavani nebo jako
antidiarhoikum pfi stfevnich infekcich. Isoflavony obsaZené v rostlin€ jetele lu¢niho patii
mezi skupinu nejaktivnéjsich fytoestrogentl. Fytoestrogeny jsou rostlinné latky, které se svou
strukturou pfili§ nelisi od zivocisnych estrogend. Proto se v dnesni dobé vyuziva prevazné
na zmirnéni menopauzalnich symptomu. Své vyuziti v§ak nachazi i pfi prevenci chorob srdce

a cév ¢i vzniku nadort (KaSparova 2013). Je také velice dobrou medonosnou rostlinou.

Obrazek 6 - Trifolium pratense — kvét a list
Obrazek 5 - Jetel luéni (Trifolium pratense) (https://cdn.shopify.com/s/files/1/0984/2698/products/Red-

(https://mkpcdn.com/1000x/7686889bf0df0 Clover-Blossoms grande.jpg?v=1560451604)
91d8662b69c97ea7fe 594051.jpg)
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2.2.2 Vojtéska seta (Medicago sativa)

Tato rostlina neni plivodem z Evropy, pochézi ze sttedni Asie, kde vyrlstala na asijské
stepi. Tento ptivod ovlivnil jeji charakteristiky. Jedna se o mrazuvzdornou jetelovinu, ktera je
schopné ptezit i v susSich podminkach. Jeji koteny jsou dlouhé az 10 m a vnikaji hluboko
do pidy. Neni pfili§ ndro¢nd pro péstovani, ale nejlépe se ji dafi na slunnych planich.
Zakladnim ptedpokladem pro Uspé$né pestovani vojtésky je vhodny pomér vody a vzduchu
v pudé, dostateéné mnozstvi vapniku a optimalni pH plidy v rozmezi 6,8 —7,2. Vojtéska je
jedna z nejvyznamnéjSich picnin vyuzivanych ke krmeni hospodarskych zvitat. Je nutri¢né
velice bohata, obsahuje znacné mnozstvi bilkovin, které zvitata nejen zasyti, ale také se podili
na zlepSeni riistu svalové hmoty (DoleZal a Skladanka 2007, Pilat 1976, web 14).

Vojtéska neboli tolice setd je vytrvald rostlina, kterd se fadi do Celedi bobovitych
(Fabaceae). Jeji koten je silny a dlouhy. Piimé i vystoupavé lodyhy dortstaji vysky
30 cm — 1 m, vétSinou byvaji lysé. Kratce tapikaté listy jsou trojCetné, obvejCitého tvaru,
v horni ¢asti jemné zubaté. Kvete od kvétna do zac¢atku podzimu (zafi, fijen). Docela drobné
kvéty, syté fialové az modrofialové barvy, tvofi protahlé hlavkovité hrozny. Plod ma vzhled
spiralovité sto¢ené¢ho nepukavého lusku, ktery pojima 3 — 10 semen (Pilat 1976, Pelikan
a Hybl 2012).

Kromé kvalitnich aminokyselin je vojtéska bohata na obsah vitaminli E, A, skupiny
vitaminu B, dusikaté latky a nékteré biogenni prvky (Mg, Ca, Fe, K). Na druhou stranu se
vyznacuje nizkym obsahem sacharidi. Kromé vyroby sena a sildzi jako krmivo pro
hospodaiska zvirata, se vojtéSka vyuziva na obohaceni pidy o dusik a ziviny, které se
vyskytuji ve spodnich vrstvach. Vynasi je svym dlouhym kofenovym systémem na povrch,
kde je uklada (Dolezal a Skladanka 2007). Pouziva se jako podsevova meziplodina. Na orné

pudé se vyséva bud’ jako monokultura nebo v jetelotravnich sméskach (Pelikan a Hybl 2012).

&
Obrazek 7 - Medicago sativa
(https://lizzieharper.co.uk/wp- -
content/uploads/2019/01/Alfalfa- Obrazek 8 - Medicago sativa — kvét a listy
Medicago-sativa.jpg) (https://antropocene.it/wp-

content/uploads/2018/10/Medicago sativa-800x445.png)
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2.3 Biotransformace xenobiotik

Vsechny zivé organismy se béhem svého zivota setkavaji s celou fadou cizorodych latek,
tzv. xenobiotik. Mlze se jednat jak o latky pfirodni, tak o latky synteticky vyrobené. Pro
¢lovéka mizou byt typickym piikladem xenobiotik 1éCiva, potravinova aditiva, kosmetické
piipravky nebo latky pochazejici z pramyslu (napt. produkty spalovani, ropné produkty,
rozpoustédla, atd.). K cizorodym latkam, se kterymi se mtizou dostat do kontaktu rostliny,
fadime ptredevsim pesticidy, herbicidy, insekticidy, fungicidy, rodenticidy a regulatory rastu
rostlin (Nicolopoulou-Stamati et al. 2016). Kazdé 1€Civo ¢i jiné xenobiotikum je potencialné
nebezpecné. Proto si organismy vyvinuly mechanismy, kterymi jsou schopny cizorodé latky
pfeménit na metabolity s odlisSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Tento proces se
nazyva biotransformace (Skalova et al. 2017, Svihovec et al. 2018, web 1).

Cilem biotransformace je pfeména xenobiotik na metabolity snadno vylucitelné
z organismu. VéEtSinou jsou tyto chemické pfemény spojeny se snizenim mozného toxického
ucinku a zvySenim polarity. Biotransformace je ¢asto chapana jako prospésny d¢j, ktery zajisti
detoxikaci organismu a usnadni exkreci. Ale nemusi tomu tak byt pokazdé. V nékterych
ptipadech toxicita xenobiotika vzroste az po jeho metabolizaci (Svihovec et al. 2018).

Biotransformace muze probihat v riznych tkénich a orgénech. Zalezi, kterou cestou
xenobiotika do organismu vstupuji. Vstupni branou u zivoCichi byva respirani systém,
gastrointestindlni trakt nebo pokozka. Pokud vstupuje latka do organismu travicim traktem,
k pfeméné¢ muize dochézet jiz v Gstni dutiné. VétSina latek se vSak vstiebava ve strevech,
nasledné jsou vedeny portalni zilou do jater, kde podléhaji metabolismu. Hydrofébni
(nepolarni) latky jsou Spatn€ eliminovatelné z organismu. Zatimco hydrofilni (polarni)
metabolity je schopen organismus zivoc¢icht rychle a jednoduse vyloucit moci, stolici, potem
nebo dechem (web 1, Skalova et al. 2017).

Do rostlin se xenobiotika dostavaji nejcastéji kofeny a listy. Spousta pesticidl a dalSich
xenobiotik vstoupi do atmosféry, ze které jsou béhem destd vyplavovany do pidy nebo
podzemnich vod odkud putuji do rostlin (Van Eerd et al. 2003). Jakmile se latka dostane
do kontaktu s listem, je absorbovadna kutikularnimi vosky. Tam mize zlstat néjaky cas
ulozena nebo rovnou projde priduchy dovnitt rostliny. Do kofene se xenobiotika rozpusténé
ve vodé dostavaji pfes bunécnou sténu bez kutikuly. Nasledn€ jsou tyto latky rozvadény
k vodivym pletiviim rostlin apoplastickou nebo symplastickou cestou. V ptipad¢ apoplastické
cesty se xenobiotikum pohybuje pfes bunécné membrany a mezibunécné prostory tzv. prostou

difuzi. Pohyb v symplastu probiha prostfednictvim plazmodermu a floému aktivnim
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transportem, ktery vyzaduje doddni energie (web 10, Menn 1978, Jachetta et al. 1986).
Hydrofilni latky nejsou schopny samovolné prochézet pies plazmatickou membranu a buiika
si sama reguluje jejich piijem. Naopak lipofilni latky prochazi pies bunécnou membranu
hydrofobni povahy velice snadno a buika jejich transport regulovat nemuze. Tato vlastnost
poskozenim rostlin.

Procesy biotransformace jsou ovlivnény riznymi faktory. Osud xenobiotika zavisi nejen
na jeho chemické struktuie, ale i na enzymatické vybavé organismu. Polarita, distribuce
elektronii a ionizace jsou dulezité pii vazbé cizorodé latky na transportni systémy
a biotransformacni enzymy. Elektrochemické vlastnosti, konformace a konfigurace latek hraji
dualezitou roli pfi vlastni enzymové katalyze (Skéalova et al. 2017).

Biotransformacéni procesy muizeme rozdélit do tii fazi. Prvni fazi predstavuji reakce
oxidac¢ni, redukéni a hydrolytické. V tomto kroku jsou do struktury xenobiotik vneseny nebo
odkryty reaktivni a hydrofilni funkéni skupiny. Ve druhé fazi metabolismu vznikaji
konjugaéni produkty. Dochdzi k vazbé xenobiotik s jest¢ polarn¢jSimi endogennimi
molekulami. Nasledny transport xenobiotik a jejich metaboliti pfes membrany
zprostfedkovany specifickymi transportéry proteind je oznacovan za tieti fazi metabolismu

xenobiotik (Cvilink et al. 2009).

2.3.1 1. faze biotransformace

Déje probihajici v této fazi vedou k vytvoteni reaktivngjSich latek a latek mnohem lépe
reakci I. faze biotransformace je oxidace, pii které dochazi k vnotfeni molekuly kysliku
do cizorodé latky. Oxidacni biotransformacni déje zahrnuji hydroxylaci, které podléhaji
xenobiotika s aromatickym kruhem ¢i alifatickym fetézcem. K nahrazeni aminoskupiny
u primarnich amind oxoskupinou dochézi pfi oxida¢ni deaminaci. Sekundarni a tercialni
aminy podléhaji dealkylaci. Pokud je oxida¢ni cestou z cizorodé latky odstranén halogen
jedné se o dehalogenaci. Dalsi moznosti oxidac¢nich biotransformacnich reakci je oxidace
alkoholdi, aldehyd, N- a S-oxidace. Pro nitroslouCeniny, azoslouceniny, chinony
a karbonylové skupiny je typickéa redukéni reakce. Mnoho xenobiotik, jako jsou estery, amidy
a epoxidy, podléhaji hydrolytické biotransformaci (Skalova et al. 2017, Svihovec et al. 2018).

Velice ziidka se xenobiotika metabolizuji pomoci neenzymatickych pfemén. V naprosté
vetsing pripadl je k biotransformacnim reakcim zapotiebi katalytické plisobeni enzymu.
Az na vyjimky rostliny cely svilj Zivot zlstavaji na jednom stanovisti, nemohou zménit misto
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svého vyskytu, jsou tedy nuceny dynamicky reagovat na zmény prostredi. Z toho divodu musi
mit velké mnozstvi biotransformacnich enzymt napomadhajicich detoxikaci rostlinného

organismu (Skalova et al. 2017).

2.3.1.1 Cytochromy P450

wevr

P450 (Cvilink et al. 2009). Enzymovy systém cytochromu P450 spadd do velmi rozsahlé
rodiny hemovych proteinl. Znamena to, Ze hem je vazan na apoproteinovou cast
prostiednictvim thiolatového aniontu pochazejiciho z aminokyseliny cysteinu. Hemova
skupina komplexovana s oxidem uhelnatym vykazuje maximalni absorpci svétla pti vinové
délce 450 nm (Dostalek et al. 20006).

Rodina cytochromti P450 pochazi z genu ptedki, ktery existoval pfed vice nez tfemi
miliardami let. Opakované duplikace genii nasledné vedly k vzniku jedné z nejvétSich
multigenovych rodin. Pii poslednim s¢itani bylo zjisténo nékolik tisic identifikovatelnych
genomovych a cDNA sekvenci cytochromti P450. Na zaklad¢€ podobnosti struktury a funkei
je enzymaticky systém cytochromii P450 rozdélen do rodin, podrodin a na jednotlivé
izoformy. Sekvence, které zobrazuji vice nez 40% aminokyselinovou identitu, jsou umistény
do stejné rodiny. Podobné funguje fazeni do podrodin. V tomto ptipad¢ je vSak nutna nejméné
60% shoda (Danielson et al. 2003). Jednotlivé isoformy se ve svém zastoupeni u jednotlivych
organismu vyrazné li§i. Nékteré byly zjistény pouze u jednoho druhu, existence jinych byla
potvrzena u vice riznych organismi (Skalova et al. 2017).

Drtiva vétSina eukaryotickych cytochromtt P450 je ulozena v membrané bud’
endoplazmatického retikula (mikrosomélniho typu) nebo mitochondrii (mitochondridlniho
typu). Tretim typem cytochromu P450 jsou cytosolické formy, které jsou pfitomny pievazné
u prokaryotnich organismt (Danielson et al. 2003).

Cytochromy P450 patii do rozsahlé skupiny monooxygenas, n€kdy také oznafované
jako MFO (z ang. mixed-function oxygenase), katalyzujicich hydroxyla¢ni déje. Molekula
kysliku je redukcéné St€pena na dva atomy kysliku. Prvni z nich je vpraven do molekuly
substratu, druhy je uvolnén ve formé vody. (web 1)

Zakladni reakci, katalyzovanou cytochromy P450 lze zapsat néasledujici rovnici (Svihovec et

al. 2018):

R-H + O2 + NADPH + H" - R-OH + H.O + NADP"
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Cytochromy P450 jsou pozoruhodné jak pro rozmanitost reakei, které katalyzuji, tak
pro rozsah chemicky odlisnych substrati, na které pisobi. Krom¢ biotransformace xenobiotik
hraji CYP velmi diilezitou roli v endogennim metabolismu (Danielson et al. 2003). U vysSich
rostlin slouzi ke katalyze syntézy ptirodnich latek, jako jsou napfi. terpenoidy, alkaloidy,
flavonoidy, furanokumariny nebo glukosinolaty, plnicich velkou Skalu funkci zasadnich
pro pteziti rostlin. Jednou z nich je schopnost upoutat zdjem opylovacl, a naopak odradit

Sktdce. Tyto latky rostlinam také umoznuji komunikaci mezi sebou (Bartikova et al. 2015).

Tabulka 2 - Rtizné funkce cytochromu P450 v rostlinach (Pandian et al. 2020)

Typ cytochromu P450 | Funkce

CYP76C2 Obranny mechanismus — hypersenzitivni rychla smrt bunék

CYP707 ABA 8 Hormonalni regulace — katabolismus ABA hydroxyladzy (ABA =
negativni regulator ristu a otevirani priduchi)

CYP86A2 Metabolismus mastnych kyselin — hydroxylace v biosyntéze
kutinu

CYP75 Biosyntéza antioxidantti — aktivita 3', 5'-hydroxylazy flavonoidu

CYP79A, CYP71E1 Biosyntéza sekundarnich metaboliti — biosyntéza dhurrinu
(kyanogenni glykosid)

2.3.1.2 Flavinové monooxygenasy (FMQO)

FMO tvoii dal$i rodinu enzymii, které se ti€astni 1. faze biotransformace xenobiotik
(web 2). Flavinové monooxygenasy jsou membranové proteiny vyskytujici se na hladkém
endoplazmatickém retikulu. U Zivo€ichll je miZeme najit v jatrech, kde byly také v druhé
poloviné 20. stoleti objeveny. Ukazalo se, Ze tento enzymovy systém vyuziva kyslik
a NADPH k pteméné N, N'-dimethylanilinu na N-oxid. FMO je flavoprotein obsahujici jediny
flavin adenin dinukleotid (FAD) (Krueger 2005, Skélova et al. 2018). FMO mohou piendset
hydroxylové skupiny na Sirokou Skdlu malych, nukleofilnich substratl obsahujicich
heteroatomy, coZ je ¢ini polarngjSimi. U Zivocichil existuje pét funkéné exprimovanych genli
FMO (FMOI-5). Krom¢ zivocichi vSak FMO byly nalezeny také v bakteriich
a jednobunécnych eukaryotickych organismech (napt. v kvasinkach).
U rostlin bylo zjisténo vétsi mnozstvi gentt FMO nez u lidi a zvitat. Prvni vyzkumy

zaméfen¢ na funkci flavinovych monooxygenas v rostlinnych bunkach byly provadény
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kolem roku 2001. Studium FMO probihalo pfevdzné na modelové rostliné Arabidopsis,
ve které bylo nalezeno 29 odlisnych gent. Rostliny jsou pravdépodobné schopny tuto rodinu
enzyml vyuzivat vice nez zivoCichové. Ukézalo se, ze FMO zajiStuji syntézu auxinu
a podileji se na biotransformaci glukosinolati. Kromé toho hraji diilezitou roli pii obrané

rostlin proti riznym patogentim (Schlaich 2007).

2.3.1.3 Peroxidasy

Peroxidasy (POX) patii do velké nadrodiny hemoproteinii. Jsou znamy piedevsim svym
antioxida¢nim ucinkem, ktery zajiStuje odstranéni organickych hydroperoxidi a redukci
toxického peroxidu vodiku. Soucasné¢ vSak miizou oxidovat endogenni slouCeniny nebo
cizorodé latky (Stiborova et al. 2004). Existuje cela fada peroxidas. Nékteré jsou specifické
a oxiduji pouze urcity substrat. Pro jiné je typickad Siroké Skéla anorganickych 1 organickych
substratii. Zastoupeni téchto enzyml je mnohem vys$s$i u rostlin a hub nez u mikrobi
a zivocCichd.

Rostlinné peroxidazy piedstavuji tiidu enzyma s velkym mnozstvim funkci
pfi metabolismu rostlin. Podle priméarni struktury je muizeme tadit do 3 tfid. Prvni tfida
zahrnuje intracelularni peroxidasy, které se uplatnuji v dilezitych detoxikacnich systémech
H>O» rostlinnych bunék. Askorbatperoxidasa je hlavnim enzymem zastoupenym v rostlinné
tis1, ktery katalyzuje preménu peroxidu vodiku na vodu pomoci askorbatu jako donoru
elektront. Druhou tfidu peroxidas tvofi extracelularni houbovité peroxidasy schopné oxidovat
latky organického ptivodu, které zneciStuji Zivotni prostiedi. Do treti tfidy fadime peroxidasy
vysSich rostlin podilejici se na oxidaci celé fady xenobiotik (Bartikova et al. 2015, Stiborova
et al. 2004). POX katalyzuji polymerni oxidaci fenolickych jednotek béhem syntézy ligninu
a podili se na tvorbé bunécné stény. Kromée toho jsou POX klicové béhem riistovych procest,

vyvoje ovoce i detoxikace a obecné reakce na stres (Huber 2016).

2.3.1.4 Dalsi enzymy I. faze biotransformace

Alkoholdehydrogenasy (ADH) a aldehyddehydrogenasy (ALDH) jsou skupinou
enzymt, které katalyzuji oxidaci alkoholi na aldehydy a ketony, ty poté na karboxylové
kyseliny. Mnohem vice jsou prozkoumany u zivoc€ichtl a lidi, u kterych jsou ¢asto ilustrovany
na metabolismu ethanolu, ktery je za pomoci alkoholdehydrogenasy oxidovéan na acetaldehyd,
a ten je nasledné aldehyddehydrogenasou pfevadeén na kyselinu octovou (Lehman-McKeeman
2018). U rostlin nebylo nalezeno takové mnoZstvi rodin ADH. Pfesto jsou dilezitou skupinou

enzymu podilejici se na vzniku vlni, které jsou charakteristické pro dané druhy rostlin. Tato
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viné mé ochrannou funkeci, ale zaroven slouzi jako ldkadlo pro opylovace (Bartikova et al.
2015). ALDH jsou schopny detoxikovat xenobiotika.

Na redukcénich metabolickych cestach 1. faze biotransformace se podileji reduktasy
(dehydrogenasy), redukujici aldehydy a ketony na primarni a sekundarni alkoholy. Pfi redukci
dochazi ke ztraté atomu kysliku nebo adici dvou atoml vodiku. Jako kofaktor aldo-
ketoreduktasam (AKR) slouzi NADPH (Skélova et al. 2017, Svihovec et al. 2018). Vyznaduji
se nizkou substratovou selektivitou a schopnosti pfeménovat latky endogenni 1 xenobiotika.
Reduktasy (dehydrogenasy) se u rostlin podileji na vyvojovych procesech kvéti nebo se
muzou ucastnit syntézy hormont. Dal§i moznosti vyuziti téchto enzymil je v pifipadé
katabolickych procest a sekundarnich biotransformacnich cest (alkaloidy, terpenoidy)
(Bartikova et al. 2015). Jednou z AKR objevenych v rostlindch je aldoketoreduktasa 4
podrodina C. Tato skupina enzymii méa schopnost zbavovat rostliny reaktivnich metaboliti
xenobiotik i reaktivnich endogennich aldehydt. Tim muize chranit rostlinu pied osmotickym
stresem (Narawongsanont et al. 2012). Jedna ze studii na je¢meni setém (Hordeum vulgare L.)

také prokazala, Ze zvysena exprese AKR vede k lepsi toleranci viiéi mrazu (Eva et al. 2014).

2.3.2 1I. faze biotransformace

Typické pro tuto fazi biotransformace jsou reakce konjuga¢ni neboli syntetické.
Konjugace je proces, pii kterém dochdzi k vazb& xenobiotika sendogenni latkou
(konjugacnim ¢inidlem) v aktivovaném stavu. Pro tento d¢j je nutné dodat energii. Ve vétSiné
piipadd je vznikly konjugat hydrofilngjsi. Casto sloudeniny nejprve prochéazeji 1. fazi
metabolismu, kde jsou do molekul vnaseny vhodné funkéni skupiny. Teprve poté podléhaji
konjugaénim reakcim. Existuji v§ak 1 molekuly s misty vhodnymi pro konjugaci bez potreby
oxidace, redukce ¢i hydrolyzy. Tyto molekuly mohou byt konjugovany piimo. (Zamek-
Gliszczynski 2006)

Ke konjugaci rostliny vyuzivaji sacharidy, aminokyseliny, kyselinu malonovou,
glutathion a polymery bunécéné stény (napf. lignin). Reakce II. faze jsou zprostfedkovany
enzymy jako jsou glutathion-S-transferasy, malonyltransferasy a glukosyltransferasy (Crhova

2018, Skalova et al. 2017).

2.3.2.1 Glutathion-S-transferasy (GST)

Velkd a rozmanitd skupina enzym nazyvanych glutathion-S-transferasy
zprostiedkovava reakce, kdy dochazi ke konjugaci xenobiotik s glutathionem. Kofaktorem

této reakce je tripeptid glutathion, ktery je tvofen z cysteinu, glycinu a glutamatu. Konjugace
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probiha skrze thiolovou skupinu (web 3, Svihovec et al. 2018). Dochazi k nukleofilnimu ataku
siry glutathionu na skupiny substratu, které jsou elektrofilni, hydrofobni a vétSinou
cytotoxické. GST nachazejici se v rostlinach byly rozdéleny do osmi tfid. Sedm z nich je
rozpustnych v cytosolu a jedna je vdzana na membranu mikrozomut. GST tfidy phi (®) a tau
(T) jsou specifické pro rostliny. Jedné se o nejpocetnejsi GST tiidy zastoupené v rostlinach.
Vétsina GST je aktivni jako dimery. Existuji vSak i tfidy, které se vyskytuji Castéji jako
monomery, napt. dehydroaskorbatreduktasy (DHAR). DHAR maji specidlni funkci pfi
redukci dehydroaskorbatu na kyselinu askorbovou. (Edwards a Dixon 2005, Bartikova et al.
2015). Rostlinné GST byly pivodné objeveny v 70. letech 20. stoleti diky jejich detoxikacni
schopnosti vi€i herbicidim. Kromé role v detoxikaci herbicidd, jsou rostlinné GST také
dlouho spojovéany s vyvojovymi zménami a rastem rostlin. Dllezité jsou také z toho divodu,
ze reguluji nebezpeci oxidaéniho stresu a zajiStuji detoxikaci Zzivotniho prostiedi

od odpadnich latek a chemickych karcinogent (Dixon et al. 2010).

2.3.2.2 UDP glukuronosyl-transferasy

Dalsi skupinou enzymil rozsifenou v rostlinné i zivocisné isi jsou uridindifostatoveé
(UDP) glykosyltransferasy. Tyto enzymy zprosttedkovavaji kovalentni pfipojeni
glykosylovych zbytki z aktivovanych cukrti k malym organickym molekulam (Meech et al.
2012). Zivogichové vyuzivaji ke konjugaci kyselinu UDP-glukuronovou, ktera se v organismu
tvoii oxida¢nimi reakcemi UDP-glukosy (web 3). Rostliny konjuguji ptimo s UDP-glukosou.
Vlastnosti akceptorovych molekul glykosylovych zbytkl jsou zdsadné ovlivnény glykosylaci.
Miize dojit ke zméné jejich rozpustnosti, biologické aktivity nebo transportni funkce. UDP
glykosyltransferasy proto hraji zasadni roli v metabolismu sekundarnich rostlinnych
metabolitil 1 v detoxikaci riznych nebezpecnych xenobiotik. Jsou schopny zbavovat odpadni
vody organochloru nebo deaktivovat specifické mykotoxiny (Bartikova et al. 2015).
Glukuronidaci podléhaji ptedevsim latky obsahujici ve své struktuie nukleofilni heteroatom
(N, O, S). Naptiklad v béru zeleném (Setaria viridis) se tvoii N- a O-glukosidy herbicidu
chlorambenu. Substraty reakce jsou vice ¢i méné specifické, ale obvykle maji v molekule

skupiny -OH, -COOH, -SH nebo NH: (web 3, Skalova et al. 2017).

2.3.2.3 Malonyltransferasy

U vySSich rostlin mlZe b&zné dochazet k dal§im konjugacim glukosidii xenobiotik ¢i
flavonoidii. Tato modifikacni reakce se nazyva malonylace. U rajCat (Lycopersicon

esculentum L.) je herbicid metribuzin konjugovan s glukdzou, kterd je nasledné konjugovana
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s malonatem a tvoii N-malonyl-glukézovy konjugat (Van Eerd et al. 2003). Ezymy
malonyltransferasy zprostfedkovavaji konjugaci xenobiotika s malonatem. Jako donor pfi této

reakci slouzi malonyl-CoA katalyzujici transacylaci v fad¢ glukosida (Bartikova et al. 2015).

2.3.2.4 Sulfotransferasy

Kofaktorem, ktery slouzi jako donor sulfatu pro sulfonaci je 3-fosfoadenosin-5-
fosfosulfat (PAPS). Pro charakteristiku primarni struktury sulfotransferas je dalezity zbytek
histidinu v aktivnim mist¢ a vazebna mista pro PAPS. Rychlost této reakce je zavisla
na mnozstvi PAPS. U rostlin se sulfotransferasy ucastni procesti rozpoznavani a signalizace
molekul. Také hraji dilezitou roli ve vyvoji, riistu rostlin a adaptaci na stres. Existuje vice
znamych rostlinnych sulfotransferas, které¢ jsou kodovany nékolika geny. U Arabidopsis
thaliana bylo nalezeno 21 sulfotransferas, v Oryza sativa L. bylo identifikovano 35 genl
kodujicich proteiny sulfotransferas. Jeden ztéchto gendi katalyzuje sulfataci 12-
hydroxyjasmonatu a tim inaktivuje prebytek kyseliny jasmonové ucastnici se obrany proti
nekrotrofnim patogeniim v rostlindich. Dalsi geny se ucastni hormondalni regulace

(Hirschmann et al. 2014, Bartikova et al. 2015, Janda 2018).

2.3.2.5 Metyltransferasa

Metyltransferasy se podileji na ptfenosu methylové skupiny z S-adenosyl-L-methioninu
na cizorodé¢ latky nebo endogenni substraty, které obsahuji ve své struktufe funkéni
skupiny - C, -O, -N nebo -S (Penner et al. 2012). Metyltransferasa se podili na pfeméné¢ Siroké
Skaly strukturné odliSnych substratl (komponenty bunééné stény, pigmenty, kofaktory,
a dalsi). Metylace ma vliv na reaktivitu molekul, biologickou aktivitu a dostupnost. Diky
témto vlastnostem hraje velice dilezitou roli v endogennich metabolickych drahach a pfi

detoxikacnich reakcich v rostlinach (Bartikova et al 2015).

2.3.3 Transport xenobiotik

U rostlin nedochézi k vylouceni xenobiotik a jejich metaboliti (jak tomu byva u zvitat
alidi), nybrz k jejich kompartmentaci a naslednému uskladnéni ve vakuolach nebo tonoplastu.
Neékteré metabolity a xenobiotika nejsou schopny projit lipidovou membranou. Z toho ditvodu
existuji na membrandch rostlinnych bunék tzv. membranové pienasece (transportéry). Jedna
se o skupinu specifickych transportnich proteinti schopnych piepravovat slouceniny rizné
struktury. Nejznaméjsi a nevice prozkoumané jsou ABC-transportéry (ATP-binding cassette)

a MATE-transportéry (multidrug and toxins extrusion). ABC-transportéry se uplatituji pti
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pfijmu, transportu a ukladdni cizorodych latek i produktli endogenniho metabolismu
do vakuol. Tento proces vyzaduje energii (Skalova et al. 2017). Znalosti o MATE-
transportérech jsou znacné¢ omezené, jelikoz se jedna o relativné nové popsanou rodinu
schopnost detoxikace kovi a jejich zapojeni do metabolismu fenolt. Tyto transportni proteiny
se podili na udrzovani homeostdzy organismu vylu¢ovanim endogennich metaboliti
1 xenobiotik. U rostlin bylo prokazano, ze MATE-transportéry ftidi jejich rust, vyvoj

a odolnost vii¢i nemocem (Bartikova et al. 2015).
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2.4 Benzimidazoly v Zivotnim prostredi

VétsSina anthelmintik pouzivdna prevazné ve veterinarni praxi byvaji podavana
hospodaiskym zvitatim profylakticky, coz vede k celosvétovému zvyseni jejich spotieby.
Benzimidazolova anthelmintika ptedstavuji velice Gi€inny prostiedek pro 1é¢bu helmintoz, ale
také pomérné vysoké riziko pro zivotni prostiedi. Benzimidazoly se do pudy a vody dostavaji
stolici nebo moc¢i hospodaiskych zvitat a naslednym vyuzitim jako hnojivo pro zemédé€lskou
pudu (Navratilova et al. 2020).

Takto vyloucend anthelmintika mohou zlstat v piidé a odpadnich ¢i povrchovych
vodach, kde se nachazi velké mnozstvi zivych organismii, na které mohou necilené
a chronicky putsobit. Existuje studie, ktera se zabyva t¢inkem fenbendazolu a flubendazolu
na vodni ekosystém (Wagil et al. 2014). Toxicita téchto benzimidazolii byla pozorovana
hlavn¢ u koryst (Daphnia magna). Vysoké riziko toxicity je také prokazano u fenbendazolu
a ivermektinu pro sladkovodni bezobratlé zivocichy (Bundschuh et al. 2016). Albendazol
kumulujici se v ptidé zase ptsobi toxicky na plidni zivocCichy, napt. zizalu (Eisenia fetida)
(Wang et al. 2009).

Krom¢ uc¢inku na Zivoc€ichy, mohou benzimidazolova anthelmintika postupné piechazet
zpudy a vody do rostlin (Stuchlikova et al. 2017). Na rozdil od ekologickych rizik
benzimidazolovych anthelmintik studovanych na suchozemskych a vodnich zivocisich, jsou
znalosti o toxickych G¢incich anthelmintik na rostliny znateln¢ mensi. V rostlinach se nemusi
nachazet pouze zékladni forma lé¢iva (aktivni forma) nebo prolécivo. Xenobiotikum se mize
pomoci biotransformacnich enzymi pfeménovat na vice ¢i méné toxické metabolity, které
ovlivni fyziologii a rist rostlin. Napf. pfi studiu toxicity albendazolu, flubendazolu
a fenbendazolu v Campanula rotundifolia byla vétSina biotransformacnich produkti
povazovana za deaktivacni metabolity bez toxického Uc€inku. Znaéné mnozstvi metaboliti je
vSak nestabilnich, takZe mlZe jednoduse dochazet k jejich zpétné pfeméné na zékladni aktivni
formu lé€iva (Stuchlikova et al. 2017). Vystavenim Zivych organismi nizkym koncentracim

anthelmintického 1é¢iva mize dojit k vzniku rezistence (Bartikova et al. 2016).
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2.5 Analyza léCiv v biologickych vzorcich

2.5.1 Priprava vzorki

Vétsina vzorkt ziskanych z biologického materialu, se v zivych organismech nenachazi
ve formé, kterd by se dala ptimo analyzovat chromatografickymi metodami. Je potfeba vzorky
nejprve upravit, oddélit jednotlivé analyty, precistit vzorek, zbavit ho proteinti a dalSich
kroktm analytického procesu. Miize zabirat 60-80 % ¢asu celkové manipulace se zkoumanym
materidlem a byva nejvétsim zdrojem chyb. Na kvalité zpracované¢ho vzorku zéavisi cely
nasledujici proces, identifikace a kvantifikace analytu (Novakova, Dousa a kolektiv 2013).

Mnoho laboratofi vyuziva konvenéni techniky upravy vzorku. Jedna se o nejrozsirenéjsi
optimalizované a komercné dostupné metody s moznosti reprodukovatelnosti. Mezi tyto
techniky fadime piimou extrakci do rozpoustédla, extrakci na tuhou fazi (SPE), srdZeni
proteini (PP) a extrakci z kapaliny do kapaliny (LLE). Nevyhodou téchto metod je jejich
pracnost a Casova naro¢nost. Proto byly v poslednich nékolika letech vyvinuty techniky
usnadiiujici zpracovani vzorku, umoziujici zvySeni uCinnosti, sniZzeni objemu vzorku
i rozpoustédla a také paralelni zpracovani nékolika vzorkl. Piikladem téchto modernich
technik mtze byt mikroextrakce do kapalné faze, mikroextrakce na tuhou fazi nebo sorp¢éni

extrakce michadlem.

2.5.1.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction)

Jednd se o jednu znejstarSich a nejpouZivanéjSich extrak¢nich metod. Tento typ
extrakce je zaloZzen na separaci jednotlivych sloZzek homogenniho roztoku. Dochazi
k distribuci slozek analytu mezi dvé navzajem nemisitelné nebo pouze Castecné misitelné
faze. Témito fazemi byva nejcastéji voda a nepolarni organické rozpoustédlo (diethylether,
hexan nebo ethylacetat). Velmi diilezité je, aby byly analyty rozpustné v daném organickém
rozpoustédle a nejlépe, aby vykazovaly vysoké rozdélovaci (distribucni) koeficienty (K).

K rozdé€leni extrahované latky dochazi na zdklad¢é Nerstonova zakona.

Kde c1 znaci rovnovaznou koncentraci rozpusténé latky ve vodném roztoku a c»
koncentraci rozpusténé latky v organickém rozpoustédle. Rozd€lovaci koeficient vyjadiuje
relativni preference rozpusténé latky pro rozpoustédlo (Berk 2018). Jestlize jsou témito fazemi

voda a oktanol, znaci se distribu¢ni pomér pismenem P. Zlogaritmovana hodnota P je zavisla
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na hodnoté pH, teplot€ i iontové sile a je Casto vyuzivana pro hodnoceni polarity chemickych
analytd. Pro optimalizaci metody jsou kromé polarity a rozpustnosti zkoumanych analyti
dualezité i dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti. Zakladem je struktura a funk¢ni skupiny, jejich
molekulova hmotnost, acidobazické vlastnosti, stabilita a fyzikéaIni konstanty (napt. absorp¢ni
maxima ¢i redoxni potencidl). Pii pouziti LLE dochazi k rozdéleni polarnich analyti od
nepolarnich nebo k rozdeleni sloucenin na zéklad¢ jejich pH na zésadité, kyselé a neutralni.
Vytézek extrakce Rn je zavisly na velikosti distribucniho koeficientu (K), na objemech
organické (Vorg) 1 vodné faze (Vaq) a také na poctu provedenych extrakei (n).
| I
Rn=1- | ! |

V;)rg
|1+ 72 K]

Kysel¢ a bazické organické slouceniny mizou byt ve vodné fazi ve dvou formach —
iontové nebo neutralni. Tyto dvé formy vSak nemaji stejny distribucni koeficient. Zalezi na
hodnotach pKa a pH roztoku, ve kterém se nachazeji. Casto je dobré upravit pH vodné matrice
na hodnotu o dvé jednotky vyssi nez je pKa zakladniho bazického analytu nebo o dv¢ jednotky
pH nizsi nez je pKa kyselého analytu. K u¢inné extrakci je nutny vyskyt analytu ve formé
volné baze ¢i kyseliny alesponl z 95 %. Doporucuje se pouZzit kyselé nebo zéasadité pH také
ztoho divodu, aby se neextrahovaly necistoty (napf. estery cholesterolu). V pribéhu
extrakéniho procesu by méla byt smés matrice a rozpoustédla mnohokrat protfepavana, aby
byl zajistén dostate¢ny vzajemny kontakt obou kapalnych fazi (Kyle 2017).

Pokud se ve vzorku nevyskytuje dostatecné mnozstvi analytu, vyuZziva se zpétna
extrakce z organického rozpoustédla do vodného. V ptipad€ amorfnich ¢i iontovych sloucenin
se pro zvySeni ucinnosti voli iont-parova extrakce, pii které vznikaji komplexy iontu analytu
a protikladné nabitého iontu.

Nevyhodou LLE je tvorba zadkalu, emulzi a pomérné vysoka spotfeba organickych
rozpoustédel. Vznikly extrakt nemusi byt kompatibilni s analytickym systémem. Vzorek
s organickym rozpoustédlem je nutné pred nastfikem odpafit a vznikly odparek rozpustit ve
vhodné mobilni fazi. Na druhou stranu tato metoda nevyzaduje zadné slozité piistrojoveé

vybaveni a da se vyuzivat pro Sirokou Skalu analytt (Novakova, Dousa a kolektiv 2013).
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2.5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Zkratka HPLC pochazi z anglického High Performance Liquid Chromatography. Jedna
se o fyzikalné-chemickou metodu, kterd se jiz mnoho let pouzivéd ve vyzkumném, klinickém
1 pramyslovém odvétvi. Predstavuje citlivou a specifickou metodu pro stanovovani rezidui
pesticidi v Zivotnim prostiedi, poskytuje moznost komplexni analyzy potravin, diky které je
zajisténa jejich dostatecna kvalita a bezpecnost. Dalsi vyuziti nachéazi pti toxikologickych
a forenznich analyzach nelegéalnich latek nebo pfi biomedicinskych vyzkumnych objevech
novych biomarkerti. Vyznamnou roli hraji i ve farmaceutickém pramyslu pfi stanovovani
1é¢iv ¢i pti analyze specidlnich chemikalii, kosmetickych ptipravki nebo paliva (Web 12).
Zkratka slouzi k separaci, identifikaci a kvantifikaci riznorodych analytt (Hussain 2021).

Principem této metody je distribuce analyzovanych latek mezi dvé navzijem
nemisitelné faze — nepohyblivou (staciondrni) a pohyblivou (mobilni). Komplexni smés
analyti je spolu smobilni fazi (MF) pfivadénd pomoci vysokotlakého cerpadla
do chromatografické kolony na které dochazi k separaci jednotlivych analyti. Kolony pro
HPLC analyzu nalezneme v ruznych délkach podle potieby analyzy. NejCastéji se vSak
setkame s kolonami s délkou 100-250 mm s vnéj§im prumérem 4,6 mm s ¢asticemi o velikosti
5 um. V chromatografické kolon¢ se nachézi stacionarni faze (SF) ve formé sorbentu nebo
monolitu (Fekete et al. 2014, Guillarme et al. 2014). Na zaklad& vlastnosti jednotlivych slozek
smési se analyty mohou vazat na stacionarni fazi a byt zadrZzovany delSi dobu na kolon¢ nebo
mohou byt undseny a eluovany z kolony pomoci mobilni faze za velice kratky Cas. Separacni
proces miiZze byt ovlivnén volbou staciondrni i mobilni faze. Stacionarni fazi muize byt
kapalina i pevna latka, mobilni fazi u HPLC pfedstavuje vZdy kapalina.

Pokud mé mobilni faze po celou dobu separace stejné sloZeni, jedna se o isokratickou
eluci. Slozeni mobilni faze se vSak mize ménit ve prospéch slozky s vyssi elucni silou.
V tomto piipad¢ se jedna o gradientovou eluci. Vyuziti isokratické eluce je vhodné pii
stanovovani latek s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Pii gradientové eluci se
stanovuji latky rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti (Novakova, Dousa a kolektiv
2013).

Existuji dv€ varianty uspotadani separa¢nich moda zaloZenych na charakteru mobilni
a stacionarni faze. U normalniho uspotadani je SF polarngjsi nez MF. Jako stacionarni faze se
pouziva napt. polarni silikagel a mobilni faze je zastoupena nepolarnimi rozpoustédly, napft.
hexanem, pentanem, xylenem, toluenem. V piipadé reverzniho uspotfadani je tomu piesné

naopak. SF ma nepolarni charakter a MF je polarngjsi. Staciondrni faze byvaji chemicky
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modifikované tak, aby se snizila jejich polarita (napf. navazani alkylového uhlikového fetézce

viz 5.2.3.1). Tento typ separacniho mddu je u HPLC vyuzivan Castéji (Kovarikova, Stariat).

2.5.2.1 UHPLC

Zkratka UHPLC pochazi zanglického Ultra High Performance Liquid
Chromatography, coz v prekladu znamena ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie.
V soucasné dob¢ je hlavnim cilem kapalinové chromatografie zajistit velice G¢innou separaci
analytl v co nejkratsi dobé. A pravé tohle nam umoziuje UHPLC. Prvni komer¢né dostupny
systém byl vyvinut v roce 2004 spole¢nosti Waters.

Od bézné HPLC se lisi hlavné rozmeéry kolon, ¢astic a velikosti pracovniho tlaku.
UHPLC systém vyuziva chromatografické kolony o velikosti 50-100 x 2,1 mm s plné
poréznimi Casticemi menSimi nez 2 um. ZmensSeni ¢astic vedlo ke sniZzeni odporu proti
pfevodu hmoty, zvySeni G¢innosti separace a zkraceni doby analyzy. DosSlo vsak také
ke zvySeni zpétného tlaku, ktery je malymi casteckami SF generovan. Z toho diivodu bylo
nutné upravit chromatografickou instrumentaci, tak aby byla kompatibilni s tlakem 600-1500
bari (HPLC 400 bari). Dalsi vyhodou UHPLC oproti HPLC jsou niz8i naklady na analyzu
a vice kvalitativnich informaci (Fekete et al. 2014, Guillarme et al. 2014, Borovcova et al.

2019).

2.5.2.2 Instrumentace HPLC

Zatizeni, na kterém se uskuteciuje HPLC analyza, oznacujeme jako kapalinovy
chromatograf. Sklada se z n€kolika zdkladnich komponent, které 1ze do jisté miry obménovat.
Moderni systémy HPLC umoZiiuji zafadit komponentu navic nebo naopak nékterou ubrat.

Pocatecni ¢asti kapalinového chromatografu je rezervoar mobilni faze. V rezervoaru je
uchovavana MF a nasledné¢ pomoci vysokotlakého cerpadla (pumpy) transportovana
do dalSich ¢asti HPLC systému. V ptipad¢, Ze je rezervoarii mobilni faze vice, je jesté pred
cerpadlem umistén sméSovac. Pii gradientové eluci, kdy jsou pouzity dvé vysokotlaka
Cerpadla, se smeéSovaC nachdzi az za Cerpadly. (Novakova, Dousa a kolektiv 2013). Pro
uspesny separacni proces je dilezit¢ odplynéni MF probublavanim heliem nebo pomoci
vakuového odplynovace. Nésleduje davkovaci zafizeni vzorku, ve kterém za pomoci
autosamplerti nebo vysokotlakych ventilli s ddvkovaci smyckou dochazi k nastfikovani
vzorku (Cibicek, Vacek a kol. 2014). Pfedkolona brani zaneseni kolony zbytky matrice
vzorku. K vlastni separaci analyti doch4dzi na kolon¢ (web 7). JelikoZz teplota

na chromatografické koloné ma vyrazny vliv na kvalitu separace, byvd umisténa
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v termostatovaném prostoru. Z kolony se mobilni faze s analyzovanymi latkami dostava
do detektoru. Cely systém je zakoncen pocitacem s vhodnym chromatografickym softwarem

(Web 15).

I | ‘ ‘ inorek
HPLC
L Injektor j]—b Detektor ] -
HPLC kolona I

Rezer\.roar Pocitac
¥

Odpad
Obrazek 9 - Zakladni schéma instrumentace HPLC

(https://laboratoryinfo.com/hplc/, upraveno)

2.5.2.3 Stacionarni faze (SF)

Stacionarni faze je nepohybliva slozka chromatografického systému. MiZe se jednat
bud’ o tuhou latku nebo o kapalinu navdzanou na tuhy nosi¢. Stacionarni faze je velice
dilezitou soucasti chromatografického systému, protoze praveé na ni dochazi k vlastni separaci
analytd. Struktura SF mlze vyrazné ovlivnit separacni proces. Tato faze je ve formé sorbentu
umisténa v chromatografickych kolonach. Na zékladé jejich charakteru je miZeme rozd¢lit
na monolitické a napliiové. Vnitini ¢ast napliiovych kolon tvofi plné porézni ¢astice (TPP =
totally porous particle) o definované velikosti, které zajist'uji uréity odpor proti toku MF. Cim
jsou tyto castice mensi, tim je odpor vétsi. S rozvojem chromatografickych metod
a pozadavky na zrychleni separace, doslo k naplnéni kolon povrchové poréznimi ¢éasticemi
(SPP = superficially porous particles, nékdy také oznaované core-shell ¢astice). Tyto ¢astice
maji pevné jadro (pramér 1,7 pm), které obklopuje porézni vrstva oxidu kiemicitého (tloustka
0,5 um). Protoze k diftizi dochazi pouze v poréznim vnéjSim plasti, zvySuje se uinnost
ve srovnani s TPP stejné velikosti. V praxi bude 2,7 um SPP poskytovat G¢innost srovnatelnou
s 1,8 um TPP. Zpétny tlak byva vétSinou pod 400 bard (Borovcova et al. 2019, Agilent

Technologies).
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Obrazek 10 — Povrchove porézni ¢astice (SPP)

(https://www.agilent.com/cs/library/primers/public/LC-Handbook-Complete-2.pdf)

Monolitické kolony jsou pouze z jednoho kusu sorbentu obsahujici dva typy pori. Velké
(makropory) jsou zodpovédné za transport MF a stfedné velké (mesopory) se podileji pfimo

na separaci analyzovanych latek.

Silikagel

Nejvyznamnéj$im a nejcastéji pouzivanym materidlem na vyrobu stacionarnich fazi
pouzivanych u HPLC a UHPLC analyzy jsou silikagely. Jednou ze zékladnich vlastnosti, ktera
umoznuje pouziti silikagelu pti vysokém tlaku, je jeho mechanickd odolnost. Silikagel se
bézné vyskytuje vamorfni porézni podobé. NejcastéjSim materidlem pouzivanym
pro ptipravu silikagelu je oxid kfemicity, na ktery se chemicky navéze voda za vzniku
silanolovych skupin (Si-OH). Diky modernim technologiim Ize tento sorbent vyrobit v Cisté
form¢ s pfedem definovanymi fyzikalnimi vlastnostmi. Typ A je pfipravovan precipitaci
¢astic oxidu kiemicitého (tzv. sol-gel metodou). Tento typ silikagelu obvykle obsahuje vysoké
mnozstvi kovll (A", Fe*"), které mohou byt pii¢inou vzniku asymetrickych pikdl a sniZeni
ucinnosti. Aby se minimalizovalo mnozstvi kovli navazanych na oxid kiemicity a zlepsil se
tvar piku, pouzivd mnoho vyrobcli promyti silikagelu kyselinami. Je vhodny pro separaci
neutralnich a kyselych latek. Typ B je velice Cisty silikagel s minimalni kontaminaci kovy.
Vznika polymeraci organosilanu, napft. tetracthoxysilanu. Pouziva se pfi analyze neutralnich
a bazickych latek. Narozdil od typu A je v§ak mnohem méné¢ stabilni. Tfetim typem silikagelu
je hydrosilovany silikagel (typ C). U tohoto typu silikagelu dochazi az k 95% zaméné Si-OH
za Si-H skupiny. Hydrosilovany silikagel je velice odolny viici mechanickym vliviim a také

stabilni ve velkém rozsahu hodnot pH 1 teplot.
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Obrazek 11 - Silikagel typu C (zdmén¢ Si-OH skupiny za Si-H)

(https://academic.oup.com/view-large/figure/74863600/bmu09002.jpeg)

Pro HPLC analyzu je vyrabén silikagel se specifickym povrchem o velikosti 100-500
m?/g a s presné definovanym priimérem &astic od 3 pm do 5 um. U UHPLC systémil je
velikost ¢astic ndpln¢ <2 pm. Kromé velikosti ¢astic lze pfi ptipravé rozhodovat i o velikosti
pérd. Stiedni primér port byva v rozmezi 8-15 nm. Cim vétsi je viak pramér pora, tim mensi
je specificky povrch silikagelu a néasledné zadrzovani analyti. Na povrchu silikagelu jsou
silanolové skupiny, které zajist'uji polarni vlastnosti a kyselost tohoto sorbentu. Z toho divodu
silikagel mnohem mén¢ zadrzuje latky kyselé a neutralni nez latky bazické povahy (web 16).
Hlavnim problémem béZného silikagelu je jeho nizka teplotni a chemicka stabilita. Limitem
pro pouziti tohoto sorbentu je pH 2-7, tlak v rozmezi 35-40 MPa a teplota do 60 °C. Aby se
tyto nevyhody minimalizovaly, dochazi k jeho modifikaci. Pfikladem muze byt zavedeni
polarni skupiny do organického uhlikového fetézce SF, stérickd ochrana volnych silanold,
navazani monofunkéniho (4) nebo polyfunkéniho (7) ligandu, endcapping (maskovani
volnych silanolovych skupin, (8) nebo vytvoreni hybridnich sorbenti (1) (Novakova, Dousa
a kolektiv 2013, Borges 2015).
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Obrazek 12 - Povrch silikagelu s riznymi modifikacemi — silikagel typu A (3), silikagel typu B (2)
(https://www.crawfordscientific.com/media/wysiwyg///Technical/Tech-Tips/May201 3/contrived-silica-
surface.jpg)

Dalsi typy stacionarnich fazi

Zakladem chemicky vazanych fazi je silikagel, na ktery se vhodnou reakci vazou dalsi
ligandy. Jednou z vyhod, kterou se tyto faze vyznacuji, je minimalni vymyvani SF a témét
zadné rozpousténi v MF. Také nevykazuji ptili§ vysokou citlivost na zvySeni €1 sniZeni teploty
nebo zménu slozeni MF. Diky této vlastnosti nedochdzi k naruseni rovnovahy na koloné
pti zvoleni jinych podminek separacniho procesu (web 16). Mezi chemicky vdzané poléarni
faze fadime aminopropyl, kyanopropyl a pentaflourfenylpropyl. Chemicky vazané nepolarni
faze mizou byt etherového typu (-Si-O-C). Tyto vazby neposkytuji stabilitu vii¢i hydrolyze.
Dalsim typem vazby, odolnéj$im vii¢i hydrolyze, je -Si-N-C a -Si-O-Si-C vazba. Charakter
ligandu se oznacuje zkratkou, kterd casto udava pocet C v fetézci (web 16). Nejcastéji
pouzivanou chemicky vazanou nepolarni fazi je alkyl C18 (oktadecylsilikagel).

Dal$im typem stacionarnich fazi jsou polymery. Na rozdil od silikagelu jsou polymerni
staciondrni faze stabilni v SirSim rozsahu pH a teploté¢ do 200 °C. Tyto SF maji velky
absorp¢ni povrch, ktery obsahuje mikropory. Nevyhodou mikroporézni struktury je omezeni
pfenosu hmoty u drobnych molekul analytl, coz vede k mensi G€innosti separace. DalSim
omezenim polymert je maximalni tlak (20 MPa). V dnesni dob¢ se vyuzivaji pro vyrobu SF
kromé oxidu kiemicitého také dalsi oxidy kovil, nejcastéji oxid zirkonicity. Je odolny vici
vysokym teplotdm (do 200 °C) i tlakiim. Dalsi pfednosti je stabilita v celém rozsahu pH.

Vyhodou grafitovaného uhliku jako SF je jeho vysoké adsorbéni schopnost, teplotni odolnost
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a stabilita v celém rozsahu pH. Jistou nevyhodou je vSak tvorba chvostujicich pikli a nizsi

ucinnost (v porovnani se silikagelem) (Novakova, Dousa a kolektiv 2013).

2.5.3 Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometrie je citliva, selektivni a rychld metoda s velice rozmanitym
vyuzitim v analytické chemii. Jeji aplikace je v souCasnosti rozsifena do nckolika oblasti.
Vyuziva se pii kontrole ovzdusi, potravinové, farmaceutické ¢i biochemické analyze.
Uplatnéni nachazi i ve forenznich védach, atomové fyzice a mnoha dalSich odvétvich. Velky
vyznam ma pii spojeni surCitymi separa¢nimi technikami (Gross 2011). Zakladnim
principem MS je pfevedeni anorganickych nebo organickych molekul na ionty, oddéleni
téchto iontl podle poméru hmoty a naboje (m/z) a zdveérecna kvalitativni 1 kvantitativni
detekce jednotlivych iontd. Kromé informaci o hmotnosti iontll ¢i iontovych fragmentu,
poskytuje MS udaje o zakladnim slozeni analytil a izotopovém zastoupeni prvkl (Gross 2011,
Hoffmann a Stroobant 2007).

Hmotnostni spektrometr (MS) je sloZen z iontového zdroje, ve kterém probiha ionizace
neutralnich molekul a sondy slouZici k ddvkovani analytl. Poté jsou vzorky iontovou optikou
pfevedeny do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k jejich rozdéleni podle velikosti m/z.
Signal jednotlivych ionti je zachycen a uréen v detektoru. Vystupem je zaznam dat ve forme
hmotnostniho spektra zachycujici intenzitu signalu. Déle jsou tyto informace ukladany
do pocitate a srovnavany se spektry znamych latek. Analyza i detekce iontl probiha

v prosttedi s vysokym vakuem (Novéakova, Dousa a kolektiv 2013).

Vzorek Hmotn’ostm Detektor
analyzator

N
El Kvadrupol (Q) [ Fotonasobi¢ |

= Trojity kva’drup(’)l (QqQ) Elektronovy

Iontm.fa' pz!st (IT) nésobic
Orbitalni past
Analyzator doby letu Mikrokanalova

(TOF) \ destic¢ka )
Magneticky analyzator (B)

Iontova cyklotronova
rezonance (ICR)

Obriazek 13 - Schéma hmotnostniho spektrometru (vytvoreno podle Novakova, Dousa a kolektiv 2013)
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2.5.3.1 Ionizace

Jedna se o proces, pii kterém se z neutralnich molekul analyzovanych latek stadvaji ionty

s kladnym ¢i zdpornym ndbojem. Existuje vice moznosti ionizace. V ptipadé¢ tvrdé ionizacni

techniky (napft. elektronové ionizace) ziskava analyzovana molekula velké mnozstvi vnitini

energie. Odstépuje se valenéni elektron a vznika mnoho fragmentl. Tento typ ionizace je

zavisly na t€kavosti latek, proto se vice vyuziva ve spojeni s plynovou chromatografii. Mékké

ionizacni techniky jsou typické vytvarenim deprotonovanych nebo protonovanych molekul

(Cibicek, Vacek a kol. 2014). Na rozdil od elektoronové ionizace je u téchto metod

fragmentace minimalni. Volba typu ionizace je zavisla na polarité, chemické strukture,

tékavosti, tepelné stabilit¢ i molekulové hmotnosti latky. S HPLC jsou spojovany pievazné

mekkeé ionizacni techniky (Novakova, Dousa a kolektiv 2013).

Tabulka 3 - Ioniza¢ni techniky (Web 13, Gottvald 2013)

o Typ -
Nazev ionizacni Vytvorené
Zkratka | ionizacni Pruabéh Vhodny analyt Aplikace
techniky ionty
techniky
Elektronova Za sniZzeného M*e Tékavé a
EIl tvrda ) GC-MS
ionizace tlaku M- termostabilni latky
Chemicka Za sniZzeného [M+H]* Malé tékavé
CI mékka GC-MS
ionizace tlaku [M-H] molekuly
Fotoionizace za Za atm. tlaku [M+H]* Nepolarni az HPLC
atmosférického APPI mekka (API [M+X]* stiedn€ polarni, MS
tlaku technika) [M-H] labilni latky
Chemicka
Za atm. tlaku [M+H]* Nepolarni az
ionizace za HPLC-
APCI mekka (API [M+X]* sttedn¢€ polarni
atmosférického ) MS
technika) [M-HY latky
tlaku
Za atm. tlaku | [M-nX]™
Ionizace Stfedné polarni az HPLC-
ESI meékka (API [M+nH]**
elektrosprejem ) iontové latky MS
technika) [M+Na]*
Tonizace desorpci
Za snizeného [M+H]* Velké netékavé HPLC-
laserem za ticasti | MALDI mekka
tlaku [M+X]* molekuly MS

matrice
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Ionizace elektrosprejem (ESI)

ESI je jednou z nejcastéji pouzivanych technik ionizace ve spojeni s HPLC/MS. Jedna
se 0 mekkou, velmi Setrnou ioniza¢ni metodu, ktera byva provadéna za atmosférického tlaku
(API technika = Atmospheric Pressure Ionization). Je vhodna pro analyzu Sirokého spektra
latek. Tato ionizac¢ni technika se voli v piipad¢ stfedné az siln€ polarnich analyti, malych

organickych a anorganickych molekul, ale i velkych biomolekul a polymert.

velké biomolekuly, MALDI

syntetické polymery /_ —
é ESI )

Molekulova
hmotnost
[” APCI
malé organické a \ /
anorganické ionty
nepolarni Polarita velmi polarni

Obrazek 14 - Volba ionizac¢ni techniky (web 13, upraveno)

ESI pouziva elektrickou energii k usnadnéni pfenosu iontl z roztoku do plynné féaze,
neZ jsou podrobeny hmotnostni spektrometrické analyze. Roztok analyzovaného vzorku musi
byt nejprve pienesen ze separacni kapilary, na kterou je aplikovano vysoké napéti (3-6 kV),
do iontového zdroje. Na vystupu z hrotu elektrospreje vznikd mlha tvofena kapickami, které
nesou na svém povrchu velké mnozstvi naboji. Mezitim vlivem zvySené teploty a proudu
susiciho plynu (dusik) dochézi k odpafovani rozpoustédla, které vede ke zvySeni hustoty
povrchového ndboje a k postupnému zmenSovani nabitych kapicek. KdyZz intenzita
elektrického pole v kapi¢ce dosadhne kritického bodu, kapicka se rozpadne a nédboje se
rozprostfou na povrch mensich kapicek (Coulombické exploze). Opakovanim tohoto procesu
dojde kuvolnéni jednotlivych ionti do plynné faze. Vyzafované ionty jsou ndsledné
transportovany z oblasti atmosférického tlaku do hmotnostniho analyzatoru (vakua) pro

naslednou analyzu molekulové hmotnosti a méteni iontové intenzity (Web 13, Ho et al. 2003).
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Obrazek 15 - Schéma ionizace elektrosprejem (https://il.wp.com/bioexcel.eu/wp-
content/uploads/2019/03/ESI-IM_MS.jpg?resize=1024%2C576&ssl=1, upraveno)

Distribuce analytu na povrchu kapicek zavisi na jeho koncentraci a rozpustnosti. Méné
rozpustné latky se drzi spiSe na povrchu, coz ovliviiuje jejich ionizac¢ni ucinnost. Kromé
analytu se na povrchu kapi¢ek muzou generovat dalsi slozené ionty, které konkuruji
molekulam analytu a vedou k vzniku matricovych efektl. Tyto efekty mizou negativné
ovlivitovat ESI. Proto je dulezité zvolit vhodnou techniku piipravy vzorku, ktera odstrani
interferujici slouceniny. Pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie nebo separace

I3

kapilarni elektroforézou pted ionizaci elektrosprejem miize minimalizovat maticovy ucinek.

2.5.3.2 Analyzatory

Hlavni funkci analyzétora je rozdéleni ionti podle poméru jejich hmotnosti a ndboje
nasledné urychleni a transport téchto ionti do detektoru, kde jsou detekovany a prevedeny
na digitalni zdznam. Existuje n¢kolik druht analyzator(, které separuji ionty na zakladé

ruznych fyzikélnich principt. Nejjednodussi déleni je na analyzatory priiletové a pastové.

Tabulka 4 - D¢leni analyzatorii na priiletové a pastové

Priletové analyzatory Past’ové analyzatory
Kvadrupoély (Q) Lineéarni iontové pasti (LIT)
Analyzatory doby letu (TOF) Sférické iontové pasti (IT)
Elektromagnetické sektory (B) Orbitalni pasti (Orbitrap)

Iontové cyklotronové rezonance (ICR)

40


https://i1.wp.com/bioexcel.eu/wp-content/uploads/2019/03/ESI-IM_MS.jpg?resize=1024%2C576&ssl=1
https://i1.wp.com/bioexcel.eu/wp-content/uploads/2019/03/ESI-IM_MS.jpg?resize=1024%2C576&ssl=1

Volba analyzatoru zavisi na fad¢ faktorti. Jednim z nich mize byt pozadovany rozsah
m/z, rozliSovaci schopnost ¢i detek¢ni limit analyzatoru. Vybér analyzatoru neni zavisly pouze
na jeho parametrech, ale také na vlastnostech analytu po ionizaci a na pozadavcich
provadéného experimentu — citlivost, u¢innost a rychlost analyzy (Haag et al. 2016).

Kvalitu separace iontti udava rozliSovaci schopnost (RP). Tento parametr mize byt
definovan jako pomér hmotnosti iontu m k Sifce tohoto iontu m v poloviné jeho vysky. Podle
tohoto parametru mizeme rozd¢lit analyzatory s vysokou RP (>10 000) a analyzatory

s nizkou RP (<10 000).

Tabulka 5 - D¢leni analyzatorii podle rozliSovaci schopnosti (RP)

Analyzatory s vysokou RP Analyzatory s nizkou RP
Iontova cyklotronova rezonance (ICR) Kvadrupoly (Q)
Orbitélni past (Orbitrap) Stéricka iontova past (IT)
Analyzétor doby letu (TOF) Lineérni iontové pasti (LIT)

Elektromagnetické sektory (B)

V praxi se Casto pouziva spojeni dvou odliSnych analyzatorG (hybridni analyzatory)

nebo spojeni dvou ¢i vice stejnych analyzatora (tandemové hmotnostni analyzatory) (Web 8).

Kvadrupol (Q)

Kvadrupélovy analyzator rozdéluje ionty na zakladé stability jejich letovych drah.
Je jednim z Siroce pouzivanych hmotnostnich spektrometri. Dtivodem je nejen jeho
jednoduché pouziti, ale také nizka potizovaci cena a snadny postup pii jeho sestavovani. Jedna
se nejcastéji o Ctyfi kovové paralelné uspotadané tyCe kruhového priufezu. Kazdé dvé
protilehl¢ tyCe jsou navzajem elektricky spojeny. Stfidanim  stejnosmérného
a vysokofrekvenéniho stfidavého napéti dochazi ke vzniku oscilace iontl v kvadrupdlu. Pouze
ionty o urcitém poméru m/z budou mit v daném okamziku stabilni letovou dréhu. Tyto ionty
projdou kvadrupolem aZ k detektoru. Ostatni se srazi styCemi a k detektoru se viibec
nedostanou (Dunn 2011, Clarke 2017, Smith 2013). Postupnou zménou hodnot napéti projdou
k detektoru vSechny ionty (Web 8).
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Tonty s nestabilni lonty se stabilni

trajektorii (nedetekovany) trajektorii (detekovany)
OET E”. l\[
> T £ P i)
.......................... > . (L/"\J s — /)\\/ — >

Ionty z iontového zdroje () @ ) Detektor

Kovové tyce

Obrazek 16 - Kvadrupdl (Q) (Friedecky a Lemr 2012, upraveno)

Trojity kvadrupél (QqQ)

Trojity kvadrupol se sklada ze tti kvadrupolt usporadanych za sebou. Dva z nich slouzi
jako hmotnostni analyzatory, tieti (prostfedni) jako kolizni cela. V prvnim kvadrupolu (Q1)
dochdzi k vybéru iontl. Tyto ionty nasledné putuji do kolizni cely (q, CID), kde se srazi
s molekulami kolizniho plynu. Jako kolizni plyn se pouziva argon ¢i dusik. Vlivem srazek
ziskaji ionty vys$i vnitini energii a dojde k jejich fragmentaci. Ve tietim kvadrupolu (Q3) jsou
jednotlivé fragmenty analyzovany (Friedecky a Lemr 2012, Xian et al. 2015).

Trojity kvadrup6l je jednim znejCastéji pouzivanych hmotnostnich analyzatori
z n€kolika divodl. Vyznacuje se velkym mnozstvim riznych nastaveni pro Sirokou Skalu
experimentll, jednd se o univerzalni analyzator. Vykazuje také velice dobrou rychlost
a citlivost skenovani (maximalni rychlost skenovani je 15 000 amu/s). Jeho hmotnostni rozsah
muze dosahovat 2000-3000 m/z. PouZiva se nejen pro kvalitativni analyzu, ale pfi pouZziti
rezimu SIM muze poskytovat i vysoce citlivou kvantitativni analyzu. Dal$i velkou vyhodou
tohoto analyzatoru je moznost sou¢asného sledovani vice vybranych ionti s riznou polaritou.
Naopak nevyhodou trojitého kvadrupdlu je, Ze poskytuje nizsi rozliSeni (cca 1000), nez
nékteré jiné alternativy (naptf. TOF) a také se vyznacuje pomérmné nizkou spravnosti uréeni

hmoty (cca 100 ppm) (Prasain 2012, web 6, Ho et al. 2013).
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Variabilita nastaveni kvadrupdlli umoziuje métfeni v n€kolika riznych reZimech
a modech. Analyza mize probihat v rezimu statickém (SIM = méfi se jeden vybrany m/z)
a skenovacim (SCAN = méii se rozsah poméra m/z), které¢ vedou k vzniku Ctyt typt zdznami

(web 6).

Tonty
@ eges ..' +

+ o...+

SCAN [ 1 SIM

Postupneé se Konstantni
zvy3ujici napét Kvadrupol napéti Kvadrupdl
> -y
> >
> r -

et W ‘ P ’
=X ‘_\;r /e ) 3
A=

W N

Hmotnostni spektrum Hmotnostni spektrum

Obrazek 17 - Analyza ve skenovacim (SCAN) a statickém (SIM) rezimu (Web 6, upraveno)

SCAN = Skenovany rozsah hmotnosti se skenuje postupné s ur¢itymi prodlevami pro kazdou hodnotu m/z.
Nejprve projdou kvadrupdlem modré ionty, poté Cervené ionty, nasledné€ zIuté ionty a jsou postupné
detekovany. SIM = Monitoruje se jen jedna vybrand hodnota m/z. Cerveny iont projde kvadrupdlem a je
detekovan.
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Tabulka 6 - Typy zdznamt (Friedecky a Lemr 2012; Novakova, Dousa a kolektiv 2013)

Typ skenu Q1 CID Q3 Typ skenu
Sken produktovych _ o
fixni m/z + skenuje kvalitativni
ionti
Tonty z iontového zdm_]e ' \ Detektor
Sken prekurzorovych ) o
skenuje + fixni m/z kvalitativni
ionta
Q3
= 2 + ———- + S 2 o R —
Tonty z iontového zdroje e ) [ ' T (2 Detektor
) kvalitativni
Sken neutralnich ztrat skenuje + fixni m/z o
(kvantitativni)
Q3
Tonty z iontove eho zdm_]e Detektor
Selektivni zaznam
jedné (SRM) nebo vice fixni m/z + skenuje kvantitativni
reakci (MRM)
Ql CID Q3
........................... > + > (%3 / : +
Tonty z iontového zdroje : T~ - Detektor>

Pti spojeni LC-MS s trojitym kvadrupodlem se velice ¢asto vyuziva SRM/MRM zaznam,
predevs§im pfi kvantifikaci analyti ve slozitych smésnych vzorcich. V prvnim kvadrupolu

(Q1) dochazi k izolovani cilového prekurzorového iontu, v druhém (CID) k jeho fragmentaci
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a ve tfetim kvadrupolu (Q3) k monitorovani specifického fragmentovaného iontu (Volny

2020, Prasain 2012).

2.5.3.3 Vyhodnoceni chromatogramu

Jednim ze zakladnich zptsobt kvantitativniho hodnoceni je metoda vnitiniho standardu
zalozena na pfidavani roztoku vnitiniho standardu o zndmé koncentraci k analyzovanému
vzorku i standardu. Pfidavany interni standard je chemicka latka, ktera méa podobné fyzikalné-
chemické vlastnosti jako stanovovany analyt a je dobie separovatelna od vSech slozek
analyzované smési. Zaroven je dilezité, aby se eluovala v blizkosti méfeného analytu a byla
pridavana ke kazdému vzorku ve stejném (obvykle zndmém) mnozstvi. Pfidava se z diivodu
kompenzace ptipadnych ztrat pii zpracovavani vzorku nebo aby vyvazila chovani odlisnych
molekul obsazenych ve vzorcich. V MS analyze slouzi také ke kompenzaci Uc¢innosti
a potlacovani ionizace, kterd byva zplisobena matricovymi efekty (web 16, Novakova, Dousa
a kolektiv 2013, web 6, Volny 2020).

Metoda vnitiniho standardu mé dvé varianty. Metoda piimého porovnéni je zalozena na
pfidani konkrétniho objemu interniho standardu Vis o zndmé koncentraci cis ke vzorku,
u kterého nezndme piesnou koncentraci analyzované latky cx a kroztoku referen¢niho
standardu o znamé koncentraci cs. Po analyze ziskdme chromatogram, ze kter¢ho stanovime
plochu piku pro analyt A; a interni standard Ais; a dal§i chromatogram s pikem pro referen¢ni

standard As a pro interni standard Aiss. Neznamou koncentraci analytu cx ziskdme vypoctem:
Ay Apss c
—_ . . S

As Aps

Cx

U metody kalibrac¢ni kiivky se k sérii standardnich roztokli pfida stejny objem Vis
interniho standardu o zndmé koncentraci cis. Zméfenim koncentrace analytu cs a zjiSt€énim
poméru ploch piku analytu As a interniho standardu Ajs je vytvofena kalibracni kiivka,
ze které se pfimo odecitd koncentrace analyzované latky cx (Novakova, DouSa a kolektiv

2013, Dolan 2012).
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo ziskat nové poznatky o cirkulaci ABZ v zivotnim prostiedi,
konkrétné o piestupu ABZ a jeho transformacnich produkti ABZ-SO a ABZ-SO; z trusu ovce
domaéci (oSetfené timto 1écivem) do jetele luc¢niho (7. pratense) a tolice vojtésky (M. sativa)

v realnych polnich podminkach.

Jednotlivé cile:
e Kvantifikovat parentni latku a ptislusné transformacni produkty v jeteli lucnim
(T. pratense) a tolici vojtésce (M. sativa) po aplikaci trusu na pastving.
e Zjistit do jaké vzdalenosti od trusu jsou parentni latka a jeji transformacni
produkty detekovatelné v rostlinach.
e Zjistit, jak dlouho po aplikaci trusu jsou parentni latka a jeji transformacni

produkty detekovatelné v rostlinach.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

4.1.1

Chemikalie

Albendazolova suspenze Aldifal, Mikrochem s.r.o. — Pezinok, Slovensko

Ethylacetat (stupeti HPLC), VWR International s.r.o. — Praha, CR

Amoniak (vodny roztok) 28%, VWR International s.r.o. — Praha, CR

Acetonitril (ACN) (stupett UHPLC-MS), VWR International s.r.o0. — Praha, CR
Ultra-¢ista voda, ptipravena pomoci Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO, > 99,9%), Sigma-Aldrich — Praha, CR

Kyselina mravenc¢i (LC-MS LiChropur™, 97,5-98,5%), Sigma-Aldrich — Praha, CR
Albendazol, analyticky standard (= 98%, 54965-21-8), Sigma-Aldrich

Albendazol sulfoxid VETRANAL®, analyticky standard (54029-12-8), Sigma-
Aldrich

Albendazol sulfon VETRANAL®, analyticky standard (75184-71-3), Sigma-Aldrich
Mebendazol VETRANAL™, analyticky standard (31431-39-7), Sigma-Aldrich

Pristrojové vybaveni

Lyofilizator, ThermoFisher

Analytické vahy, SCALTEC
Automatické pipety, Eppendorf
Homogenizér kulickovy, FastPrep24
Ttepacka Multi Reax, Heidolph
Ultrazvukova lazen, Kraintek
Centrifuga, Biofuge Stratos Heraeus
Koncentrator 5305, Eppendorf

Systém ¢isténi vody Millipore, Milli — Q
Roler, DLAB

UHPLC/MS (LCMS 8030 Triple Quadrupole Mass Spectrometer), Shimadzu

Lednice a mrazici boxy
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4.1.3

Pomicky

Plastové nadobky (15 ml), Eppendorf
Mikrozkumavky (5.0 ml), Eppendorf

Pinzeta, laboratorni 1zicka

Porcelanova treci miska s tlouckem

Stojanky na zkumavky a vialky

Jednorazové Spicky

Homogenizacni kulicky

Rukavice — latex, nitro

Vialky (1 ml), Agilent Technologies

Ptistroj na popisovani vialek

Injekéni stifkacky (1 ml), MEDILAB CR; s. 1. o.
LUT sttikackové filtry PTFE (4 mm, 0,22 pm, pk/1000; PL70A-102), Labstorel
European Laboratory Footprint

Inserty (<1 pL, C4011-631), ThermoScientific

Ostatni béZné laboratorni pomicky
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4.2 Hnojeni pole a odbér vzorki

Prvni cast experimentu probihala v pfirozenych podminkdch na poli v Bysti —
Zemédelska akciova spolecnost Byst’, 533 22 Byst’ 169. Na zacatku biezna 2020 bylo pole
pohnojeno trusem od zvitat 1é¢enych ABZ. Trus byl sbiran 24 hodin po aplikaci ABZ (v davce
10 mg/kg zivé hmoty) 10 samostatné ustajenym berankiim (stafi maximalné 1. rok). Celkové
mnozstvi nasbiraného trusu ptesahovalo 5 kg. Reprezentativni vzorek (1500 g trusu) byl
ziskan metodou kvartace.

Pro experiment bylo vybrano 16 centralnich rostlin (8 rostlin 7. pratense a 8 rostlin

M. sativa), které byly oznacCeny praporky a cedulkami s fddnymi popisy.

Kompartmentace

l P / ¢«——=— Transport
Biotransformace — -"' “
i —

Trus ovce oSetfené

albendazolem
Parentni latka

Metabolity
@ vytvoiené

Piijem ovei domaci

latky
@

Obrazek 18 - Schéma distribuce ABZ v rostliné

Z reprezentativniho vzorku trusu bylo navazeno 8 aplikac¢nich vzorkl po 35 g trusu.
Analyza prokézala, Ze tyto aplikacni vzorky primérné obsahovaly ABZ o koncentraci 0,6 pg,
ABZ-SO 14,26 ng a ABZ-SO: 1,2 pg. Rovnéz bylo pfipraveno dalSich 8 aplika¢nich vzorka
po 105 g trusu, pficemz v kazdém z nich se nachazelo 0,6 ug ABZ, 14,25 ng ABZ-SOa 1,2 pg
ABZ-S0;. Nasledné byly jednotlivé vzorky ovc¢ich exkrementl aplikovany kolem oznaceného

jetele a vojtesky. Timto byly ziskany 4 skupiny experimentalnich rostlin.
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Tabulka 7 - Rozdéleni picnin do skupin

1. skupina
2. skupina
3. skupina

4. skupina

4.2.1 Odbér vzorku

Druh

rostliny

jetel
jetel
vojtéska

vojtéska

Hmotnost Koncentrace
trusu [g] ABZ [ng]
35 14
105 40
35 14
105 40

Koncentrace
ABZ-SO
[ng]

499
1496
499
1496

Koncentrace
ABZ-SO2
[ng]

42
126
42
126

Od kazdé centralni rostliny byl vymezen radius 75 cm. V ptedem daném c¢asovém

obdobi byly odebirany vzorky ve vzdalenostech 10, 20, 30, 40, 50, 60 a 75 cm od oznacenych

rostlin. Smér vzorkovani byl vZdy po sméru hodinovych rucicek.

Vzdalenosti vzorkovani rostlin:

— |0 cm

—_— 20 cm

=— 30 cm

—— 40 cm

— 50 cm

60 cm

75 ¢cm

o Trus obsahujici albendazol

. Centralni rostlina

. Experimentalni rostliny

Obrazek 19 - Schéma odbéru vzorku rostlin

Prvni odbér byl datovan na 4. den po aplikaci trusu. Dalsi odbéry nésledovaly 7., 14.,

28., 42., 57. a 83. den od hnojeni pole. Casy vzorkovani, postupy aplikace trusu a samotné

vzorkovani vychdzi z pilotni studie, na které byla metodika optimalizovana.
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Po odbéru byly vzorky transportovany na biochemickou katedru Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, kde probihalo dalsi zpracovani vzorkl a jejich nasledna
analyza. Thned po transportu byly vzorky rostlin lyofilizovany a ulozeny do mrazicich boxi

- 20°C.
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4.3 Priprava mobilni faze, priprava zasobnich roztoki a priprava

vzorkii pro kalibraci

4.3.1.1 Ptiprava mobilni fize

Byly pouzivany dva roztoky mobilni faze. Roztok A byl pfipraven napipetovanim 1 ml
0,1% kyseliny mravenci do 999 ml H>O. Mobilni fdze B byla pfipravena piidanim 1 ml 0,1%
kyseliny mravenc¢i do 999 ml ACN.

4.3.1.2 Priprava zasobnich roztoku

Zasobni roztoky standardi ABZ, ABZ-SO, ABZ-SO; MBZ byly pfipraveny
o koncentraci 1 mM a to zdavodi pouzivani téchto zasobnich roztokii i pfi in vitro
experimentech kde je vyhodnéjsi takovéto vyjadieni koncentrace. Zasobni roztoky byly
pfipraveny navazenim piislusného analytického standardu rozpusténim v 1 ml v DMSO.
Vysledné koncentrace zasobnich roztokti vyjadiené ve formé hmotnosti koncentrace: ABZ
(0,2653 mg/ml), ABZ-SO (0,2813 mg/ml), ABZ-SO> (0,2973 mg/ml) a MBZ (0,2953 mg/ml).
Roztoky byly nasledné¢ skladovany v lednici pii teplote 4 °C.

4.3.1.3 Priprava pracovniho roztoku IS

Jako IS byl pouzit MBZ. Z tohoto zasobniho roztoku byl pfipraven pomoci 30% ACN
vzdy Cerstvy pracovni roztok IS o findlni koncentraci 0,0221 mg/ml. Koncentrace IS byla
zvolena stejna jako v pfedchozich laboratornich experimentech, aby mohly byt vysledky mezi

sebou lépe porovnatelné.

4.3.1.4 Priiprava pracovnich roztoki pro kalibraci

Z kazdého zéasobniho roztoku byly pfipraveny dva pracovni roztoky a to v poméru 1:99
a 1:9 (zasobni roztok:ACN). Tyto dva pracovni roztoky slouzily k ptipravé smésnych
kalibra¢nich roztokt, které se dale fedily s 30% ACN v daném poméru. Celkem bylo
pfipraveno 8 kalibrac¢nich roztokli v triplikdtech o koncentracich v rozmezi 0,002653-
1,326 pg/ml pro ABZ, 0,002813-1,4065 pg/ml pro ABZ-SO a 0,002973-1,4865 pg/ml
pro ABZ-SO.. Do kaZzdého kalibra¢niho roztoku byl napipetovan IS o koncentraci
1,4765 (ng/ml). Vysledné koncentrace jsou uvedeny v Tabulce 8.
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Tabulka 8 - Tabulka s jednotlivymi koncentracemi

Konc.1 | Konc.2 | Konc.3 | Konc.4 | Konc.5 | Konc.6 | Konc.7 | Konc. 8
(ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/mD) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/mD)
ABZ-SO | 0,00281 | 0,01407 | 0,02250 | 0,02813 | 0,14065 | 0,2813 0,70325 1,4065
ABZ-S0: | 0,00297 | 0,01487 | 0,02379 | 0,02973 | 0,14865 | 0,2973 0,74325 1,4865
ABZ 0,00265 | 0,01327 | 0,02122 | 0,02653 | 0,13265 | 0,2653 0,66325 1,3265
MBZ (IS) | 1,4765 1,4765 1,4765 1,4765 1,4765 1,4765 1,4765 1,4765

Kalibra¢ni kiivka byla konstruovéana jak v mobilni fazi, tak také v matrici (kvili

pfipadnym matricovym efektiim). Kalibra¢ni kfivky v ptikladech nize byly konstruované

v rostlinné matrici.

Area Ratio

0,60

0,55+

0,50

0,45

0,40

0,354

0,30+

0,254

0,20+

0,15

0,10
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0,00
0

Area Ratio
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0,125 0,150

0,175

0,200

Obrazek 20 - Kalibra¢ni kiivka ABZ-SO

hu nc. Ratio
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Obrazek 21 - Kalibraé¢ni kiivka ABZ-SO,

0275 Conc. Ratio
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Area Ratio

T T T T T T T T T T T
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200 0,225 0,250 Conc. Ratio

Obrazek 22 - Kalibra¢ni kiivka ABZ

Tabulka 9 - Rovnice linearni regrese vybrané kalibra¢ni kiivky konstruované v rostlinné
matrici

Sloucenina Rovnice linearni regrese Korelaéni koeficient (r?)
ABZ-SO Y =2,18818X + 0,000138943 0,9777
ABZ-S0O, Y =0,754602X + 9,24036e-005 0,9441
ABZ Y=16,40125X + 0,000239738 0,9838
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4.4 Extrakce vzorku

4.4.1 Priprava realnych vzorki a interniho standardu

Nejprve bylo nutné jednotlivé vzorky rostlin pomoci tieci misky s tlou¢kem rozdrtit
na jemny prasek. Nasledné bylo na analytickych vahach navazeno potfebné mnozstvi vzorku
(100 mg). Pokud bylo dostate¢né mnozstvi rostlinného materialu, vzorky byly pfipraveny

v triplikatech.

4.4.2 Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)

Do falkonek snavazenym rostlinnym materidlem byly nasypany 4 odmérky
homogenizac¢nich kuli¢ek. Dale bylo do kazdé z téchto falkonek napipetovano 10 pl interniho
standardu (1,4765 mg/ml roztok MBZ v DMSO) a 2,5 ml redestilované vody. Nasledné byly
falkonky umistény do kuli¢kového homogenizatoru FastPrep24, kde byl rostlinny material po
dobu 30 sekund homogenizovan. Tento cyklus byl vzdy zopakovan 3x, aby vedl k co
nejlepSimu vysledku. Po homogenizaci rostlinného materialu bylo v digestofi ke kazdému
vzorku napipetovano 300 pl amoniaku a 7,5 ml ethylacetatu. Falkonky se vzorky byly
preneseny do tiepacky, kde dochézelo nasledujicich 30 minut prottepavani. Poté byly vzorky
ponoieny na 20 minut do ultrazvukové lazné€. Nasledovala jejich centrifugace pii 5000 x g po
dobu 10 minut. Centrifugaci doslo k oddéleni vodné a organické faze. Organicka faze byla
nejprve prepipetovana do 5 ml eppendorfek a nasledné po 1 ml do vialek, ve kterych byla pii
30 °C odpafovana v koncentratorech. Takto pfipravené vzorky byly uchovavany v lednici pii
4 °C v ramci nékolika dnii. V pifipadé dlouhodobéjsi potieby skladovani byly zamraZeny

pfi - 20 °C.
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4.4.3 Rekonstituce vzorku

Pro rekonstituci vzorkl bylo tfeba kazdy z nich rozpustit a piefiltrovat. Do jednotlivych
vialek s vysuSenymi extrakty bylo napipetovano 30 ul ACN. Nasledné byly vzorky dany na
15 minut na roler a na dal§ich 15 minut do ultrazvukové 1azné. Poté bylo ptidano 70 pl
redestilované H>O. A proces s promichanim na roleru a sonikaci v ultrazvukové lazni byl
zopakovan. Nakonec byly vzorky v koncentratoru centrifugovany po dobu 5 minut.

Filtrace byla provedena pomoci injekénich stfikacek a PTFE filtri s velikosti pori

0,22 um do vialek s vlozenymi sklenénymi inserty.

Obrazek 23 - Filtrace pomoci injekénich stiikacek a PTFE filtra
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4.5 Analyza vzorki

Vyextrahované a rekonstituované vzorky rostlinného materidlu byly analyzovany

pomoci ultra-vysokotuc¢inné kapalinové chromatografie spojené s hmotnostnim analyzatorem

typu trojitého kvadrup6lu. Ionizace byla zajisténa mékkou ioniza¢ni technikou ESI (ionizace

elektrosprejem). UHPLC byla provadéna na kapalinovém chromatografu Nexera s pouzitim

kolony Zorbax RRHD Eclipse Plus C18. Tato kolona je vyrobena chemickym navazanim

staciondrni faze dimethyl-n-oktadecylsilanu na specidln¢ pfipraveny porézni nosi¢ oxidu

kiemicitého ZORBAX. Tento nosi¢ je navrzen tak, aby snizoval nebo eliminoval silnou

adsorpci bazickych a vysoce polarnich sloucenin (Agilent 2006). Konkrétni parametry

kapalinového chromatografu jsou uvedeny v tabulce 9 a nastaveni parametrii hmotnostniho

analyzatoru v tabulce 10.

Tabulka 10 — Chromatografické podminky

Kapalinovy chromatograf Nexera X2
Kolona Zorbax RRHD Eclipse Plus C18
(150 x 2,1 mm x 1,8 pm)
Teplota 40 °C
Prutok 0,4 ml/min
Injekéni objem 1 ul
Davkovany objem 10 pl

Mobilni faze

A) voda + 0,1% kyseliny mravenci

B) acetonitrilu + 0,1% kyseliny mravenci

Gradientovy rezim

Omin—-15% B
8 min —40% B
10 min — 95% B

nasledovala 1 minuta izokratické eluce

Detektor

MS

Vyhodnocovani

Software LabSolution LC-MS ver. 5,93
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Tabulka 11 - Hmotnostni analyzator

MS QqQ

Kapiléarni napéti 4,5kV

Teplota tepelného bloku 400 °C

Teplota DL vedeni 250 °C

Susici a nebuliza¢ni plyn dusik
Prttok susiciho plynu 12 1/min
Prttok nebuliza¢niho plynu 2,5 I/min

Kolizni plyn argon

Tonizaéni technika

ESI (v pozitivnim iontovém rezimu)

MS mod

SRM

Specifické podminky SRM byly optimalizovany pifimym vstfikovanim standardnich

roztokli ABZ, ABZ-SO, ABZ-S0O; a MBZ do pfistroje. VSechny vzorky byly prométeny 2x.

4.5.1 Vyhodnoceni chromatogrami

Ke stanoveni mnozstvi ABZ a jeho transformacnich produktd v trusu byla vyuzivana

metoda kalibracni ktivky s ptidavkem interniho standardu (IS). Pro analyzu vzorka kde

nebylo mozné tuto metodu pouzit (mnozstvi analyzovanych latek bylo pod LOQ), byla

pouzita semikvantitativni analyza. Kde byla porovnana plocha pod pikem stanovované latky

s plochou pod pikem IS. Jako IS byl pouzivan MBZ.

Tabulka 12 — Valida¢ni parametry UHPLC-MS/MS metody ve vzorcich picnin

ABZ ABZ-SO ABZ-S0;
Rozsah linearity (ug/ml) 0,0026-1,3260 0,0028-1,4065 0,0029-1,4865
Smérnice (slope) 6,40125 2,18818 0,754602
Usek na ose y (intercept) 0,000239738 0,000138943 9,24036e-005
Korela¢ni koeficient (r?) 0,9838 0,9777 0,9441
LOD (pg/ml) 0,00214 0,00294 0,02583
LOQ (ng/ml) 0,00648 0,00891 0,07828
VytéZnost (%) 45-93 87-112 47-54
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Tabulka 13 - Pfesnost a preciznost metody

ABZ ABZ-SO ABZ-SO;
Koncentrace
(ng/ml) Presnost Preciznost Presnost Preciznost Presnost Preciznost
pg/m

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1.3265 109+ 1 3,0 88+3 2,1 80+5 1,2
0.66325 102 +1 0,1 93+2 3,0 89 +£3 7,0
0.2653 99 + 1 6,0 110+3 1,0 125+3 5,0
0.02653 94+ 16 4.5 91+6 2.9 96 + 8 0,8

Tabulka 14 — Retenc¢ni ¢as, molekulova hmotnost a vybrané SRM piechody

Sloucenina | tg (min) m/z Molekularni | Produktovy iont [M+ H]*, m/z (kolizni

vZorec energie)

ABZ-SO 3,259 282,10 | Ci2HisN3OsS | 239,85 (-15), 207,90 (-23), 190,90(-39)

ABZ-S0, 5,093 298,00 | Ci2HisN304S 158,90(-36), 265,90(-21), 223,85(-29)

ABZ 7,224 266,10 | Ci2HisN3O2S | 234,00 (-21), 190,85 (-33) 158,90 (-39)

MBZ 7,426 | 296,00 | CisHisN;Os | 263,85 (-23), 105,05 (-36) 77,00 (-49)

Max Intensity : 192 445
32501:10) ABZ-50 TIC(+) Time - - 1:516 Scamj F - Inten: 3]
12TIC(+)

TIC(+)
13:14) ABZ-S02 TIC(+)
300034 ABZ TIC(+

15:26) MBZ TIC(+)

ABZ-SO ABZ

ABZ-50;

250
.,

15 20 25 30 35 40 45 50 55 6.0 65 7.0 75 80 min

Obriazek 24 - TIC (total ion chromatogram)
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Max Intensity : 257 715

] Time §.324| Bchn# 240 | Inten. 0
4 1:10) ABZ-50 TIC(+) 2:14) ABZ-502 TIC(+) JABZ TIC(+)
1:10) ABZ-50 282.10-239.85(+) CE: -15.02:14) ABZ-502 298,00=158.90(+) CE: -35.8:25) MBZ TIC{+)
8000 - 1:10) ABZ-S0 282.105207.90(+) CE: -23.02:14) ABZ-502 288.00>265.90(+) CE: -21.0:ABZ 266.10>234.00(+)|LH- £1.0
4 1:10) ABZ-50 282,10=190.80(+) CE: -39:02:14) ABZ-502 288,00=223.85(+) CE: -25.B:ABZ 266.10=190.85(+) [k -H#3.0
] 3.ABZ 266.10=153.90(+) ji4: Bo.0
TDI.'II.'I—_ 426) MBZ 296 00263 844 dF: -23.0
4:26) MBZ 256.10=105.044 -36.0
- 4:26) MBZ 296.00=77.00{) 0
5000
1 MBZ
5000
40004
30IZII.'I—_ ABZ
| ABZSO ABZ-S0,
20004
1000
g
T T T T T T T T T T T T T T
2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 65 7.0 75 2.0 85 min
Obrazek 25 — SRM piechody jednotlivych sloucenin
M Chromatogram Wiew All Segment B Peak/+|*| Scan[+ |+ 4
Max Intensity . 7,792
] Ti 8.504 Scan# 1282 Inten. o A
1:100 ABZ-50 TIC(+) 2:14) ABZ-502 TIC(+) JABZ TIC(+)
250 ~310§ ABZ-50 287 105238.85(2) CF: =150 714} ABZ-502 298005158 90(+) CE: ~36.04:26) MBZ TIC[
1 1:10) ABZ-50 282 10207 .90(+) CE: -23.0 2:14) ABZ-502 298.00=265.90(+) CE: -21.03:ABZ 266.10>. 00(+) CE: -21.0
4 1:10) ABZ-50 282.10=190.90(+) CE: -39.0 2:14) ABZ-502 298 00-223.85(+) CE: -29.03:ABZ 265.10> 5(+) CE: -33.0
2254 F.ABZ 26610 0f+) CE: =39.0
] 4:26) MBZ 296 40363 85(+) CE: -23.0
] 4:26) HBZ‘:’C. 0 ) 5.0
200 4: 0 9;
1755
150
125
100
75 L
50
257 g
] w
g_:ﬂ_ammnf'l;.n al am J'l..l. f_ i, A pfia g Fﬁ i %
: T T T T T T T T T T T T T a
2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 55 5.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5 min
[ ]

Obrazek 26 — Blankova matrice s IS
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| Chromatogran Yiew All Segment E. Peak|4|*  Scan 4 ¢

Max Intensity :
g Time 3.367 Scan# 266  Inten.
110y ABZ-50 TIC(+) 2:14) ABZ-502 TIC(+) 3:ABZ TIC(#)
110} ABZ-50 282.10-238.85(+) CE: -15.0 2:14) ABZ-502 298 00=158.90{+) CE: -36.0 4:26) MBZ TIC(+)
_"'UD__ 10} ABZ-50 282.10=207 90(+) CE: -23.0 2: 14} ABZ-502 298 00=265.90(+) CE: -21.0 3:ABZ 266.10=234.00{+) CE: -21.0
110) ABZ-50 282.10-190.90(+) CE: -39.0 2:14) ABZ-302 298.00-223.85(+) CE: -29.0 3:ABZ 266.10-190.85(+) CE: -33.0
] 3:ABZ 266.10=158.90(+) CE: -39.0
] ) MBZ 286.00-263.85(+) CE: -23.0
500 Z 296 10:105 05(+) CE: -36:0
] E: -49.0
500
400
300+
200
100+
0 1. fa A I A e 5 AN o
T T T T T T T T
20 25 3.0 3.5 4.0 45 5.0 55 6.0

Obrazek 27 - Pozadi (30/70, ACN/H,0)
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni metaboliti ABZ v jeteli

Pro experiment ndm slouzilo 16 vybranych centralnich picnin (8 7. pratense
a 8 M. sativa). Kolem prvnich 4 rostlin jetele bylo aplikovano 35 g trusu (obsahujici ABZ) a
kolem zbylych 4 rostlin 105 g smési trusu 1é¢enych ovci. Vznikly tak 2 skupiny vzorkl. Po
dobu 13. tydnii dochazelo v pfedem stanovenych terminech k odbéru rostlin a jejich nésledné
lyofylizaci.

Lyofylizované vzorky jetele byly zpracovany metodou extrakce z kapaliny do kapaliny
(LLE), rekonstituovany v 30% ACN a filtraci zbaveny necistot. Nasledné byly analyzovany
pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) spojené s hmotnostnim
analyzatorem (typu QqQ). Vyhodnocovani vysledkt probihalo v softwaru LabSolution LC-
MS. Vysledky byly zpracovany v Excelu (ver. 2019) a GraphPadu Prism 9.

0 cm (1. skupina)

0 1200+
o mm ABZ-SO
L 800-
g = ABZ-SO,
- 400—i
5 IMa-. -
2> 10T
©
c
©
& 97
(3]
o
2  o-
1. 2. 3. 5. 8.13. 1. 2. 3. 5. 8. 13.
tydny

0 cm (2. skupina)
o 1200-
2] mm ABZ-SO
g 800
§ =3 ABZ-SO,
2  400-
E __ii =  _ &I
> 10 T
g 8- I
[1+] 6-
2 4
8 2-
£ 0-

1. 2. 3. 5. 8.13. 1. 2. 3. 5. 8. 13.
tydny

Obriazek 28 - Mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO; v jeteli v 0 cm
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V obr. 28 muizeme vidét vysledky meéfeni koncentrace ABZ-SO a ABZ-SO»
v centralnich rostlinach jetele v pribéhu 13 tydnt. Skupinu €. 1 tvofi jetel, kolem kterého bylo
aplikovano 35 g trusu s obsahem ABZ-SO o koncentraci 499 pug a ABZ-SO» o koncentraci
42 pg. Skupinu ¢. 2 reprezentuji rostliny jetele, které byly pohnojeny 105 g trusu
s koncentracemi 1 496 nug ABZ-SO a 126 pg ABZ-S0». Z graf je ziejmé, ze i po 13 tydnech
od aplikace trusu se tyto latky nachazeji v rostlinach v detekovatelnych koncentracich.

Od 1. do 5. tydne je mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO» znacn¢ vysoké, proto jsme z téchto
casovych odbérit byli schopni koncentraci odecist z kalibra¢ni kiivky a kvantifikovat
prislusné transformacni produkty.

Z obr. 29 lze vidét zménu koncentrace ABZ-SO a ABZ-SO: u 1. skupiny jetele
v prub¢hu prvnich 5 tydnl experimentu. V 1. tydnu se koncentrace ABZ-SO pohybovala
v hodnotach 68,03 ng/g lyofylizované rostliny, ABZ-SO se v jeteli vyskytoval v nizSich
koncentracich (32,79 ng/g). S vyjimkou 3. tydne se koncentrace TP ABZ postupem casu
snizovala. V 5. tydnu dosahovala u ABZ-SO 11,43 ng/g a u ABZ-SO: 3,14 ng/g.
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Obrazek 29 - Kvantifikace ABZ-SO a ABZ-SO2 ve vzorcich jetele v 0 cm

Pti porovnani 1. a 2. skupiny vzorkd jetele si 1ze v§imnout, Ze se koncentrace TP ABZ

pfilis nelisi, pfestoze na skupinu vzorkd €. 2 bylo aplikovano vétsi mnozstvi trusu (105 g).
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Obrazek 30 - Mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO; v jeteli ve 10 cm (o — analyt detekovany pouze v jednom ze Ctyt

vzorkd)

Obr. 30 znazoriiuje mnozstvi TP ABZ ve vzdalenosti 10 cm od centralni rostliny jetele

pomoci area ratio (plocha piku analytu/ plocha piku IS).
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150 - ]
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Obrazek 31 - Mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO, v jeteli ve 40 cm (o — analyt detekovany pouze v jednom ze Ctyt
vzorkd)

S rostouci vzdalenosti odebranych vzorkl od centralni rostliny klesd mnoZstvi ABZ-SO
a ABZ-SO,. Ve vzdalenosti 40 cm od centrélni rostliny byly detekovany TP ABZ od 3. do 8.
tydne. U prvni skupiny se v 5. a 6. tydnu nachazel ABZ-SO» pouze v jednom ze Ctyt vzorkl

jetele.
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Obrazek 32 - Mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO, v jeteli v 60 cm (o — analyt detekovany pouze v jednom ze Ctyt
vzorkd)

Ve vzdalenosti 60 cm byly naméteny hodnoty koncentraci ABZ-SO a ABZ-SO; pouze
v 5. a 6. tydnu. U 1. skupiny se ABZ-SO; nachézel pouze v jednom ze Ctyf vzorki jetele.

U 2. skupiny se ABZ-SO; nepodafilo naméfit jiz ani v 5. tydnu.
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5.2 Stanoveni metaboliti ABZ ve vojtésce

Aplikace smési trusu lé¢enych ovci (obsahujici ABZ) kolem rostlin, vzorkovani,
zpracovani i analyza vojtésky probihala stejnym zptsobem jako u jetele. K vyhodnocovani
vysledki byl pouzit software LabSolution LC-MS a k naslednému zpracovani vysledkii Excel

(ver. 2019) a GraphPad Prism 9.
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Obrazek 33 - Mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO; ve vojtésce v 0 cm (o — analyt detekovany pouze v jednom ze
Ctyt vzorkil)

Z obr. 33 lze vidét mnozstvi naméfeného ABZ-SO a ABZ-SO> v centralnich rostlinach
vojtésky v prubehu 13 tydnd, kdy probihal tento experiment. Stejné, jak tomu bylo u jetele,
tak také u vojtéSky tvoti skupinu €. 1 rostliny, kolem kterych bylo aplikovdno 35 g trusu
s obsahem ABZ-SO o koncentraci 499 ng a ABZ-SO> o koncentraci 42 pg. Skupinu €. 2
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reprezentuje vojtéska, ktera byla pohnojena 105 g trusu s koncentracemi 1 496 ng ABZ-SO
a 126 ng ABZ-SO». Graf ¢. 8 ukazuje, Ze i ve vojtéSce byly v celé délce prubéhu experimentu
detekovany dané TP ABZ. U skupiny 1 byl ABZ-SO i ABZ-SO; naméien pouze v jednom

ze Ctyt vzorkl vojtésky.
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Obrazek 34 - Kvantifikace ABZ-SO a ABZ-SO; ve vzorcich vojtésky v 0 cm

U vojtésky byly znacné vysoké koncentrace TP ABZ naméteny v 1. — 3. tydnu. Proto
byly nasledujici 3 tydny kvantifikovany. Z kalibra¢ni kiivky byla odectena koncentrace ABZ-
SO, ktera se u 1. skupiny pohybovala v hodnotach 103,63 ng/g, 53,00 ng/g, 35,63 ng/g
au 2. skupiny 66,09 ng/g, 265,69 ng/g a 84,41 ng/g. Koncentrace ABZ-SO; se u 1. skupiny
vojtésky pohybovala v pomérné nizkych koncentracich 9,65 ng/g, 8,74 ng/g a 3,79 ng/g.
V 2. skupiné doslo k vyraznéjSimu zvySeni koncentrace ABZ-SO v 2. tydnu (77,17 ng/g).
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Obrazek 35 - Mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO; ve vojtéSce v 10 cm (o — analyt detekovany pouze v jednom ze
Ctyt vzorki)

Obr. 35 znazorfiuje naméfené mnozstvi analytl ve vzdalenosti 10 cm od centrélni
rostliny. Z vysledkil je patrné vyrazné snizeni koncentrace v 8. tydnu a nasledné zvySeni

ve 13. tydnu.
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Obrazek 36 - Mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO, ve vojtéSce v 20 cm (o — analyt detekovany pouze v jednom ze

Ctyt vzorki)

Ve vzdalenosti 20 cm od centralnich rostlin jiZ area ratio (plocha piku analytu/plocha

piku IS) neni vétsi nez 20. Kromé 8. tydne se vSak oba TP ABZ v rostlinach vojtésky

nachdzeji. V nékterych tydnech (3., 5. u skupiny 1 a 6. u skupiny 2) byl ABZ-SO; detekovan

pouze v jednom ze 4 vzorkl vojtésky.
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Obrazek 37 - Mnozstvi ABZ-SO a ABZ-SO; ve vojtésce v 20 cm (o — analyt detekovany pouze v jednom ze

Ctyt vzorki)

Z obr. 37 1ze vidét, ze ve vzdalenosti 60 cm od centralni rostliny byl ABZ-SO detekovan

v 6., 8. a 13. tydnu. ABZ-SO: se nachazel pouze v jednom ze vzorkl vojtésky v 6. tydnu

u skupiny 1 a v 6. a 13. tydnu u skupiny 2.
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6 DISKUZE

V soucasnosti je znamo, ze 1éky mohou byt vyznamnym zdrojem znecisténi zivotniho
prosttedi. Az 90 % konzumovanych 1é¢iv prostupuje do ptidy a podzemnich vod, kde mohou
mit nepiiznivé GCinky na zivé organismy a cely ekosystém. Obzvlasté nebezpecné jsou léky
s vysokou perzistenci (Adamek et al. 2017).

Existuje néckolik studii zabyvajici se Sifenim benzimidazolovych anthelmintik
do zivotniho prostiedi a naslednym tc¢inkem na Zzivocichy. Jedna z nich sledovala Gc¢inek
fenbendazolu a flubendazolu na vodni ekosystém, kdy toxicita téchto benzimidazoli byla
pozorovana hlavné u kory$St (Daphnia magna) (Wagil et al. 2014). Pti studiu ABZ
kumulujiciho se v pide bylo zjisténo, ze pisobi toxicky na pidni zivocichy, napt. zizalu
(Eisenia fetida) (Wang et al. 2009, Gao et al. 2015). Carlsson et al. (2011) a Mattsson et al.
(2012) ve svych studiich poukazuji na embryotoxicitu ABZ uryb (Danio rerio). Toxicita ABZ
byla prokézéana i u vodni bakterie Vibrio fischeri a kory$t (Daphnia magna) (Oh et al. 2006).

Kromé ucinku na zivocichy, mohou benzimidazolova anthelmintika postupné piechazet
zpudy a vody do rostlin (Stuchlikova et al. 2017). Piestoze jsou anthelmintika jedny
z nejcastéji pouzivanych 1éCiv ve veterinarni praxi, studii zamétenych na fytotoxicitu téchto
xenobiotik bylo provedeno velice mélo. VétSina studii vénovanych fytotoxicité 1€Civ je
zamétena na antibiotika. Migliore et al. (2003) ve své laboratorni studii potvrdili fytotoxicitu
enrofloxacinu na okurku, salat a fedkvicky. Liu et al. (2009) uvedli, Ze sulfamethoxazol,
sulfamethoazin a trimethoprim jsou toxické pro rist sladkého ovsa, ryze a okurky.
Fytotoxicitu antibiotik dokumentuje fada dalSich praci (shrnuto v review Bartikova et al.
2016).

Vzhledem k omezenym informacim k problematice fytotoxicity anthelmintickych 1é¢iv
byly na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové provadény
studie na rostlinach Campanula rotundifolia (Stuchlikova et al. 2016), Phragmites australis
(Podlipna et al. 2013), Plantago lanceolata (Raisova et al. 2017) a M. sativa (Stuchlikova et
al. 2020). Pomoci regenerantii a bunécnych suspenzi slouZzicich jako modelové systémy bylo
zjisténo, ze rostliny jsou schopny pfijimat anthelmintika a biotransformovat je riznymi
cestami. AvSak ve vSech zminénych studiich byly testovany koncentrace anthelmintik vyrazné
vy$si, nez jsou jejich redlné koncentrace v zivotnim prostredi.

Proto nas zajimalo, jestli k pfestupu anthelmintického 1é¢iva do rostlin bude dochéazet
1 v redlnych polnich podminkéch. Tato diplomova prace zamétila na monitorovani ABZ a jeho

transformacnich produktd v krmnych rostlindch M. sativa a T. pratense. Jako zéstupce
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antiparazitarnich 1é¢iv byl vybrdn ABZ, protoze je v soucasnosti jednim znejvice
pouzivanych benzimidazolovych anthelmintik pro 1é¢bu hospodaiskych zvitat. M.sativa a T.
pratense zase fadime mezi hospodaisky nejvyznamnéjsi rostliny, které se péstuji za ucelem
zisku krmiva. V praxi se tedy Casto dostavaji do kontaktu s exkrementy oSetienych zvirat
antiparazitarnimi lécivy.

Spolu s kolegyni Bc. Danielou Vrablovou, kterd se v ramci své diplomové prace také
zabyvala transportem ABZ do Zivotniho prostiedi, jsme zjistily, Ze ABZ pfestupuje z trusu
léCenych ovci do plidy, kde byly nalezeny znacné koncentrace parentni latky 1 jejich
metabolitt. Nasledné¢ se z pidy transportuji spolu s vodou a dalSimi zivinami do rostlin, kde
mohou byt ukladany do kompartmenti nebo biotransformovany na fadu metabolitii. Studie
provedené na pud¢ naznacuji, Ze fytotoxicita se mize u jednotlivych druht rostlin zasadné
liSit a z&visi na kinetice sorpce ptislusné slouceniny, piidni organické latce a pH pudy (Kumar
et al. 2012).

Z nasich vysledkt jsme zjistili, Ze se v picninach nachazi jen malé koncentrace parentni
latky. V mnohem vys§S§ich koncentracich byly detekovany transformaéni produkty.
Stuchlikova et al. (2020) zjistili, Ze M. sativa je schopna piijmout a transformovat ABZ na 21
metabolitil, které je mozno povazovat za anthelminticky aktivni (kromé ABZ-SO:) nebo
velice malo stabilni. Z toho diivodu je pouzivani exkrement 1é¢enych zvifat k hnojeni
zemédelské puidy nebo ponechani oSetienych zvitat voln€ na pastvé povazovano za riskantni.
Dochézi tim k negativnimu ovlivnéni fyziologickych procest v rostlindch a kontaminaci
ekosystému.

V nasi studii jsme sledovali pouze dva transformaéni produkty (ABZ-SO a ABZ-S0»),
protoze tyto dva metabolity jsou do trusu ovce vyluCovany v nejvysSich koncentracich.
Dtvodem je rychly first-pass metabolismus v jatrech, pii kterém je az 90 % ABZ oxidovan
na aktivni produkt ABZ-SO a nasledné sulfoxidovan na neaktivni formu ABZ-SO; (Dayan
2003; Alvarez et al. 2003). Pro kvanfitikaci ABZ a jeho metabolitl byla vyuzita UHPLC
metoda spojena s hmotnostnim analyzatorem typu QqQ. Tato instrumentace neumoznila
detekci dalSich metabolitit ABZ, které se v rostlinach mohly nachézet v niz8ich koncentracich
nez byla naSe mez detekce.

Soucasti studie bylo zméteni vzdalenosti, do jakych se parentni latka a jeji transformacni
produkty rozsifily. ABZ-SO 1 ABZ-SO: byly detekovany i v picninach vzdalenych 60 cm
od centralnich rostlin. Vzorky picnin byly vysoce variabilni. Koncentrace TP ABZ se
v pribéhu ¢asu rizné ménila. Divodem mohla byt velikost rostliny a mnoZstvi odebrané ¢asti.

Na zacatku jara byla rostlina malého vzristu, takZe pti odebirani vzorku doSlo k odbéru celé
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rostliny s veskerym léCivem i jeho metabolity. VzrGstem picnin se obsah ABZ a jeho
metabolith mlze v odebrané Casti nachézet jen v urCitém poméru celkové koncentrace.
Dalsim divodem ménicich se koncentraci v ¢ase mohla byt schopnost rostlin metabolizovat
1é¢ivo nebo si ho uklddat do podzemni kotfenové casti. Prestup TP ABZ mohla byt
ovliviiovana mnoha dal$imi faktory jako jsou napft. srazky, umisténi rostliny, apod.

Pii porovnani 1. a 2. skupiny vzorkd picnin se koncentrace TP ABZ piili§ nelisi,
prestoze na skupinu vzorkl ¢. 2 bylo aplikovano vétsi mnozstvi trusu (105 g). Z toho Ize
usuzovat, ze rostlina je schopna pfijmout pouze urcité limitni koncentrace téchto latek.

V 0 cm bylo mnozstvi TP produktii v prvnich 5 tydnech u jetele a prvnich 3 tydnech
u vojtésky znacné vysoké, proto jsme z téchto Casovych odbért byli schopni koncentraci
odecist z kalibra¢ni kiivky a kvantifikovat tak pfislusné transformacéni produkty. ABZ-SO
a ABZ-SO; se v rostlindch nachazel 1 2 mésice po prvnim kontaktu s exkrementy 1écenych
ovci. Narast koncentrace metaboliti ABZ v 13. tydnu byl pravdépodobné zptisoben zvysenym

mnozstvim srazek a naslednym ptestupem metaboliti ABZ z ptidy do picnin.
Uhrn srazek v dobé experimentu
25
20

15

[mm]

10+

1. 2. 3. 5. 6. 8. 13.
tydny

Obrazek 38 - Srazky v dob¢ experimentu v Pardubickém kraji (Byst’) (web 5)

Ptitomnost nizkych koncentraci TP v krmnych rostlinach ptedstavuje nebezpeci pro
bylozravé bezobratlé Zivocichy, ale miize také hrat dalsi roli ve vyvoji rezistence ABZ
u helminta.

Tato prace dopliuje predchozi studie provadéné v laboratornich podminkach a ukazuje,
ze k absorbci 1 biotransformaci anthelmintickych 1é¢iv z ptidy do rostlin dochazi i v redlnych
podminkach. Zarovenl nechdvé prostor pro vyzkum a kvantifikaci dalSich metaboliti ABZ,

které byly v M. sativa identifikovany v ramci laboratornich experimentl (Stuchlikova 2020).
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7 ZAVER
Tato diplomova prace byla vénovana cirkulaci ABZ a jeho metabolitli v zivotnim
prostfedi. Konkrétné se zabyvala pfestupem tohoto 1éCiva z trusu ovce domaci do jetele
lu¢niho (7. pratense) a tolice vojtésky (M. sativa) po aplikaci smési trusu lécenych ovcei na
pastving.
Vysledky mizeme shrnout nasledné:
e  V centralnich rostlindch, na kterych byl pfimo aplikovan trus z léCenych
zvitat, byl kvantifikovan ABZ-SO a ABZ-SO; a sledovéano jejich mnozstvi
v ¢ase. K vyraznéjSimu poklesu jejich mnozstvi doslo az 8. tyden po aplikaci
trusu.
e ABZ-SO a ABZ-SO: byly detekovany v rostlinach vzdalenych aZz 60 cm
od centralnich rostlin.
e  Metabolity ABZ byly v nékterych rostlinach detekovatelné i 2 mésice

po aplikaci trusu.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ABZ
ABZ-SO
ABZ-S0O;
ATP
CYP
cDNA
DNA
MFO
NADPH
NADP
ABA
FMO
FAD
POX
ADH
ALDH
AKR
GST
DHAR
UDP
PAPS
ABC transportéry
MATE transportéry
LLE

SPE

albendazol

albendazol sulfoxid

albendazol sulfon

adenosintrifostat

cytochrom P450

komplementarni vlakno DNA
deoxyribonukleova kyselina
mixed-function oxygenase
nikotinamidadenindinukleotid fosfat redukovany
nikotinamidadenindinukleotid fosfat
kyselina abscisova

flavinovd monooxygenasa

flavin adenin dinukleotid

peroxidasy

alkoholdehydrogenasa
aldehyddehydrogenasa

aldoketoreduktasa

glutathion-S-transferasa
dehydroaskorbatreduktasa

uridindifosfat
3-fosfoadenosin-5-fosfosulfat
ATP-binding cassette transportéry
multidrug and toxins extrusion transportéry
extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction)

extrakce na tuhou fazi (solid phase extraction)
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PP

Ry

Vorg

HPLC

SF
MF

UHPLC

TPP

SPP

EI

CI

APPI

APCI

ESI

MALDI

API technika

RP

Q

QqQ
TOF

LIT

IT

srazeni proteinli (protein precipitation)
distribu¢ni koeficient

vytézek extrakce

objem organické faze

objem vodné faze

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid

chromatography)
stacionarni faze
mobilni faze

ultra  vysokoucinnd kapalinova chromatografie (ultra

performance liquid chromatography)

plné porézni ¢astice (totally porous particles)
povrchové porézni Castice (superficially porous particles)
elektronové ionizace

chemicka ionizace

fotoionizace za atmosférického tlaku
chemicka ionizace za atmosférického tlaku
ionizace elektrosprejem

ionizace desorpci laserem za tcasti matrice
technika provadéna za atmosférického tlaku
rozliSovaci schopnost

kvadrupol

trojity kvadrupol

analyzator doby letu

elektromagneticky sektor

linearni iontovéa past

sférickd iontova past

high
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Orbitrap
ICR
SIM
SCAN
SRM
MRM
Aj

Ars

As

MS
CID
MBZ
DMSO
ACN
IS
LOD
LOQ

TP

orbitalni past

iontova cyklotronova rezonance

monitorovani jednoho iontu (single ion monitoring)
skenovaci rezim

selektivni zdznam jedné reakce (selected reaction monitoring)
selektivni zaznam vice reakei (multiple reaction monitoring)
plochu piku analytu

plocha piku interniho standardu

plocha piku referen¢niho standardu

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

kolizni cela

mebendazol

dimethylsulfoxid

acetonitril

interni standard

mez detekce

mez stanovitelnosti

transformacni produkt
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