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Abstrakt

Bakalaiska prace se vénuje fytoextrakcei triazoll, anastrozolu a letrozolu, které se fadi mezi
nesteroidni inhibitory aromatas tfeti generace. Jednotlivé fytoextrakéni experimenty byly
provedeny na rostlinach kukuftice seté (Zea mays L.) kultivované ve sterilnim médiu. V obou
experimentech byla zjiSténa fytoextrakéni i€innost v odebranych vzorcich pomoci HPLC s UV
detektorem pii vinové délce 215 nm. Uginnost fytoextrakce anastrozolu byla 0,067 mg na
I gram cCerstvé hmotnosti (FW). Fytoextrakéni ucinnost rostlin pro letrozol byla 0,082
mg/g(FW). Pii stanoveni extrahovatelnych rezidui z rostlin byly naméfeny vyssi koncentrace
lé¢iva v kotenech kontaminovanych rostlin. Nejvyssi koncentrace byla stanovena v kotfenech

rostlin kontaminovanych letrozolem na 0,0034 mg/g(FW).

Déle byla provedena biochemicka analyza rostlin, bylo stanoveno mnoZzstvi proteina
metodou dle Bradforda, kde doSlo k poklesu obsahu proteinil v listech rostlin kultivovanych
s lécivy. Aktivita celkovych volnych a membranové vazanych peroxidas byla ve vétSing piipadi
zvySena oproti kontrolni skuping, nejvyS$$i navySeni bylo pozorovano pii stanoveni
membranové vazanych peroxidas v kofenech rostlin kultivovanych v prostfedi anastrozolu.
K navyseni aktivity doslo i pfi stanoveni ABTS-peroxidas v kontaminovanych rostlinach. Dale
byla stanovena aktivita guajakolperoxidasy. Vliv pfitomnosti farmak se projevil zvySenim
aktivit a zménou poctu jednotlivych izoforem peroxidas a glutathion-S-tranferasy po nativni
elektroforetické separaci. Nejvice izoforem glutathion-S-transferasy bylo detekovano

v kotenech rostlin kultivovanych v prosttedi anastrozolu.

Klic¢ova slova: fytoremediace, fytoextrakce, rostlinné enzymy, extrahovatelna rezidua,
polutanty Zivotniho prostiedi



Abstract

This bachelor thesis is devoted to the phytoextraction of triazoles, anastrozole and letrozole,
which are classified as third-generation non-steroidal aromatase inhibitors. Individual
phytoextraction experiments were performed on maize (Zea mays) plants cultured in the sterile
medium. In both experiments, the phytoextraction efficiency in the extracted samples was
determined by HPLC with a UV detector at a wavelength of 215 nm. The phytoextraction
efficiency of anastrozole was 0,067 mg per 1 gram of fresh weight (FW). The phytoextraction
efficiency of plants for letrozole was 0,082 mg/g(FW). In the determination of extractable
residues from plants, higher concentrations of the pharmaceutical were measured in the roots
of contaminated plants. The highest concentration was determined in the roots of letrozole-

contaminated plants at 0,0034 mg/g(FW).

Biochemical analysis of the plants was also done, the amount of proteins was measured by
the Bradford method, where there was a decrease in protein content in the leaves of plants
cultivated with the drugs. The activity of total and membrane-bound peroxides was increased
in most cases compared to the control group, the highest increase was observed in the
determination of membrane-bound peroxides in the roots of plants cultured in anastrozole
medium. An increase in activity was also observed in the determination of ABTS-peroxidase in
contaminated plants. The activity of guaiacol peroxidase was also measured. The effect of the
presence of the pharmaceutical showed an increase in activity and a change in the number of
individual isoforms of peroxidases and glutathione-S-transferase after native electrophoretic
separation. Most isoforms of glutathione-S-transferase were detected in the roots of plants

cultured in anastrozole medium.

Key words: phytoremediation, phytoextraction, plant enzymes, extractable residues, pollutants

of ecosystems
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1 Uvod

V dob¢ primyslové revoluce a rozvoje mést se globalni kontaminace zivotniho prostiedi
smési xenobiotik stala vyznamnou hrozbou. Xenobiotické latky negativné ovliviiuji
ekosystémy svou dlouhodobou pfitomnosti a pomalou nebo zanedbatelnou biodegradaci.
Jakmile se dostanou do Zivotniho prostiedi, pronikaji do potravniho fetézce a zptisobuji Skody
na riznych urovnich, coz mé negativni dopad na zdravi lidi a zvitat. Tyto latky mohou byt
teratogenni, karcinogenni, mutagenni a toxické pro vSechny organismy.® Latky znecistujici
Zivotni prostiedi zplsobuji kaZzdoro¢né na celém svété vice nez 13 miliont amrti.?
V poslednich desetiletich se bioremediace stala nejucinnégjsi, ekologicky Setrnou a nékladové

efektivni metodou pro odstrafiovani téchto Skodlivych latek.6
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2 Cile prace

V ramci bakalairského projektu zahrnujiciho studium fytoextrakce a environmentalniho

dopadu onkologickych 1é¢iv anastrozolu a letrozolu jako inhibitort aromatazy byly vytyCeny

nasledujici cile.

)

2)

3)

4)

S)
6)

7)

Ptiprava sterilnich hydroponickych kultur Zea mays L. v dostatecném mnoZstvi
a kvalite

Inkubace hydroponickych kultur s letrozolem a anastrozolem v koncentraci Smg/L,
stanoveni ubytku anastrozolu a letrozolu v kultivaénim mediu v ¢asovych
intervalech po dobu zivotnosti kultury.

Bezodbérova inkubace rostlin se zkoumanymi latkami za wcelem stanoveni
extrahovatelnych rezidui a biochemickych analyz.

HPLC analyzy ¢asovych odbéri, nalezeni specifickych podminek analyzy vhodnych
pro kvantifikaci studovanych latek v komplexni matrici média.

Zpracovani vysledkl analyz casovych odbért, diskuse vysledku.

Stanoveni extrahovatelnych rezidui v rostlinach (homogenizace, extrakce, HPLC
analyza, vyhodnoceni).

Biochemicka analyza vybranych parametri rostlinného metabolismu jako mozna
stresova odpovéd’ na kultivaci v pfitomnosti xenobiotika (stanoveni aktivit

vybranych antioxida¢nich a biotransformacnich enzym).
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4 Teoreticka ¢ast

4.1 Znecisténi zivotniho prostiedi xenobiotiky

Termin xenobiotika je odvozen z feckych slov xenos (cizi) a bios (Zivot), coZ oznacuje
cizorodé latky v Zivych organismech.?® Zne¢istujicimi latkami jsou anorganické i organické
sloucCeniny (t€zké kovy, radionuklidy, dusi¢nany, fosforeCnany, anorganické Kkyseliny
a organické chemikalie) pochdzejici ze zdrojl vEetné odpadnich materialti, vybusnin, pesticidd,
hnojiv a 1é¢iv. 13 Xenobiotika se obtizné odbouravaji kvili jejich slozité fyzikalné-chemické
struktute, jako je mald molekulova velikost, ionizovatelnost, rozpustnost ve vod¢, lipofilita,
polarita a tékavost, coz ztézuje jejich identifikaci, kvantifikaci a odstranéni.?® Jejich ¢aste¢na

degradace mulize vyustit v jesté horsi hrozby. 23

Xenobiotika jsou rozSifena v riznych prostiedich, véetné vzduchu, pidy, vody, rostlin, zvitat
a lidi, a zahrnuji pesticidy, farmaceutické slouceniny, produkty osobni péce, nelegdlni drogy,
prumyslové latky a jaderny odpad. Do Zivotniho prostiedi se xenobiotika dostavaji riznymi
antropogennimi ¢innostmi, jako jsou lidskd spotieba a vylucovéni, Cistirny odpadnich vod
a kanalizace, zpracovani a vylucovani hospodatskych zvitat, priimysl a vyrobni zavody
a zemédélské postupy. Naptiklad pesticidy jsou aplikovany piimo do pidy a jsou nasledné
rozneseny de$tém do fek a podzemnich vod.?> Kosmetika a PPCP také piispivaji jako
xenobiotické polutanty, zejména parabeny v pudé€ a ovzdusi a azoly v pidé, a to diky jednomu

nebo vice aromatickym kruhtim a azovazbam.®

Nékteré z téchto latek maji teratogenni, karcinogenni, mutagenni a toxické ucinky na
vSechny organismy, néktera xenobiotika, jako jsou dioxiny, DDT, PCB, atd., ptedstavuji hlavni
hrozbu pro ptidni ekosystémy vyspélych zemi. Faktory prostiedi, jako je teplota, pH a vlhkost
pudy, vyznamné ovlivituji chovani perzistentnich organickych latek (POPs) v pudé. Jednou

z moznych strategii je vazani xenobiotickych slou¢enin na ptidni organickou hmotu (SOM).°
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/ XENOBiOTIKA
" '

Fotochemicka Chemicka N Parcialni )
Kometabolismus R Mineralizace
transformace reakce degradace

xelr‘[)l;llrmt'tk;fl Modifikované organické slouéeniny / méné komplexni slouéeniny
sloucenina

—

Sorpce sole a oxidy

|

Desorpce

v l v

Ulozeni v sedimentu / povrchové vodé / podzemni vodé / biomagnifikace v potravnim fetézci

VyuZiti jako Zivin pro

mikroorganismy a rostliny

Obrazek 1: Potencidlni transformacni procesy xenobiotik ve vodnim prostiedi, pFevzato a pieloZeno do cestiny.””

4.1.1 Pritomnost farmak v zivotnim prostredi

Ptitomnost farmak ve vod¢ jako polutanth stdle vice nabyva na dilezitosti. V povrchovych
vodach mizeme nalézt antibiotika, estrogeny, steroidy, protizanétlivé latky a mnoha dalsi
farmaka vcetné jejich metabolitli. Komunalni odpadni vody jsou spolu s odpadnimi vodami
z nemocnic a z vyroby nejvétSim zdrojem 1é¢iv jako polutantl. Veterindrni 1é¢iva se dostavaji
do vodniho prostiedi povrchovou aplikaci, stékanim nebo piimou aplikaci.?? Pravé odpadni
vody znemocni¢nich zafizeni mohou obsahovat velmi nebezpecné a toxické latky, jako
mikrobiologické patogeny, alkylaéni latky nebo radioaktivni izotopy. '° Nespravna likvidace

nepouzitych 1é¢iv mize rovnéz vést k jejich uvoltiovani do Zivotniho prostiedi.!!

Lidé, jako pacienti, jsou primarnim zdrojem farmak v Zivotnim prostiedi.!> Léciva se do
odpadnich vod dostavaji moci a stolici, bud’ to v nezménéné forme nebo jako smés metabolitil
vylougenych lidskych organismem.!? Cistirny odpadnich vod (COV) &asto nejsou dostatené
ucinné pii odstrailovani xenobiotik z odpadnich vod, coZ zplisobuje, Ze se xenobiotika dostavaji
do povrchovych vod a tim padem i do potravinového fetézce. Ovliviiuji tak organismy ve volné

pifrod¢ i lidskou populaci.?® Ve srovnani s jinymi chemickymi slou¢eninami mohou léky
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pfedev§im ovlivnit vodni floru a faunu. Predpokladd se vsak, Ze 1éCiva zplsobuji pouze

minimalni riziko akutni environmentalni toxicity.°

PPCP neboli Pharmaceuticals and Personal Care Products, tvoii specifickou kategorii
znecist'ujicich latek, které se dostavaji do tokti odpadnich vod po pouziti obyvatelstvem. Mezi
né patii 1é¢iva, kosmetické vyrobky, Cistici prostiedky a dalsi hygienické pfipravky. Léciva jsou
zejména vyznamnd, protoze obsahuji biologicky aktivni latky, které se ¢asto podavaji usty,
injekéné nebo na kizi. Tyto latky, které nejsou plné metabolizovany, ale pouze vylu¢ovany ¢i
pfeménovany na rizné toxické metabolity, jsou ¢astecné zachyceny v Cistirnach odpadnich vod
a rezidua se dostadvaji do vodnich tokl, pidy a podzemnich vod, kde jsou absorbovany
rostlinami a vodnimi organismy, ¢imz vstupuji do potravniho fetézce. Mezi nejcastéji
vypousténa PPCP patfi analgetika jako diklofenak a ibuprofen, kyselina salicylova

a hormonalni latky z kontraceptiv.?®
4.2 Fytoremediace

Pojem fytoremediace vychazi latinského phyton (rostlina) a remedia (napravit).!> Je to
inovativni a ekologicky Setrna technologie, kterd vyuziva rostliny k odstraiiovani nebo redukci
environmentalnich kontaminantd v pud¢, vodé nebo vzduchu. Fytoremediace vyuziva
schopnosti rostlin absorbovat, transformovat nebo dokonce rozkladat Skodlivé latky a tim
pomahé obnovovat znecisténé prostiedi. Fytoremediace se stala stale vice popularni diky své
efektivité, nizkym nékladiim a schopnosti pracovat v symbioze s mikroorganismy v kofenové

oblasti rostlin.!8
Klicové enzymy, které se zapojuji do fytoremediace jsou:

1. Nitratreduktasy, které redukuji toxické dusi¢nanové sloucenin na jiné formy, jako jsou
dusitany nebo amoniak.

2. Peroxidasy, jejichz funkci je rozklad organickych zneciStujicich latek (napft. fenold,
pesticidii a PAH) katalyzou oxidac¢nich reakci.

3. Lakasy se podileji na rozkladu ligninu a dalSich sloZitych organickych slou¢enin.

4. Ureasy se podileji na hydrolyze mocoviny za vzniku amoniaku a oxidu uhli¢itého. Pii
fytoremediaci mohou rostliny produkujici ureasu pomoci pfi imobilizaci téZkych kovl

tim, Zze zvySuji pH rhizosféry a vytvéieji nerozpustné komplexy kovi. '
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MozZnosti vyuziti fytoremediace jsou rozsahlé a rozmanité. Lze ji vyuzit k vyciSténi
kontaminovanych mist, jako jsou primyslové oblasti, skladky, tézebni lokality a zemédélska
puda. Fytoremediace je také G¢inna pii CiSténi odpadnich vod, odstrafiovani tézkych kovu,
organickych znecist'ujicich latek a zivin. Tuto ekologicky Setrnou technologii 1ze navic pouzit
v méstskych oblastech, mokiadech, a dokonce i ve spojeni s dal§imi sana¢nimi technikami pro

zvyseni celkové uginnosti. !

Hlavnimi vyhodami této metody je jeji nenakladnost, z hlediska dlouhodobého uziti mize
byt levnéjsi i efektivnéjsi nez tradicni eliminace kontaminantd. Jedna se o velmi ekologickou
a udrzitelnou metodu, kterd ma minimalni dopad na Zivotni prostiedi, je neinvazivni
a nenarusuje ekosystém tolik jako mechanické metody. Fytoremediace se jevi jako vSestranna,
jelikoz ji lze pouzit k odstranéni tézkych kovii, organickych polutanti, a dalSich

kontaminanti.!?

Jednou z nevyhod je ¢asova naroc¢nost, samotna fytoremediace miiZze probihat az roky, pokud
je velké mnozstvi nebo vysoka koncentrace kontaminantu. Déle je podstatné zminit vybér
rostlin, riizné druhy jsou schopny akumulovat nebo popt. rozkladat riizné latky. Také zalezi,
jaké jsou klimatické podminky, aby rostlina prosperovala, jako pH pudy, teplota, Ziviny atd.

Hrozi zde i potencialni riziko ve form& pozieni rostliny, lidmi nebo zvitaty.!?
4.2.1 Typy fytoremedia¢nich metod

4.2.1.1 Fytoextrakce

Fytoextrakce, fytoabsorbce, nebo fytoakumulace jsou vSechno oznaceni pro proces
fytoremediace, pii kterém dochéazi k akumulaci kontaminantu v rostlin€, ty jsou pak sklizeny
a zpracovany.'> Rostlina nejprve vstiebava latky pies kofeny a nasledné je zadrzuje v nadzemni
Casti.'* Specifické skupiny rostlin (napf. Brassica, Thlaspi, Apocynum), jenZ jsou schopny
akumulovat velké mnoZzstvi kovu, jsou nazyvany hyperakumulatory, avSak tyto rostliny z velké
miry nespliluji dal§i podstatné podminky jako je rychly rGst nebo velké mnoZstvi tvorené
biomasy, a proto je jejich vyuziti v praxi obtizné. Fytoextrakci se nejCastéji odstranuji

anorganické latky, predevsim kovy.!3
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4.2.1.2 Fytodegradace, rhizodegradace

Metodou fytodegradace rostlina pfijme kontaminant a pfeménuje ho na netoxické latky,
které mohou byt snadnéji rozloZeny nebo uvolnény v kofenovych exudatech.!> Enzymy
podilejici se na degradaci jsou dehalogenasy, nitroreduktasy, peroxidasy, fenoloxidasa
anitrilasy. Kontaminanty, které podléhaji fytodegradaci jsou organické polutanty.
Fytodegradace muze vést k vzniku toxickych meziprodukti o nezndmém slozeni, které
znesnadfiuje predikcei jejich mozného vlivu na Zivotni prostiedi.!> Rhizodegradace je proces, pfi

kterém dochazi k degradaci kontaminantti v rhizosféfe. '3
4.2.1.3 Fytostabilizace

Fytostabilizaci se eliminuje dostupnost toxickych kovt v pidé vytvorenim komplexu kovu
s nékterymi rostlinami. Nedochazi k odstranéni kontaminantu z pidy, pouze k snizeni jeho
nebezpecnosti prevedenim do inertniho stavu.!3 JelikoZ je kontaminant zadrZzovan v rostling, je
Zadouci zabranit jeho uvolnéni zpét do pidy.!> Mezi rostliny schopné fytostabilizace patii

freatofytické stromy nebo travy s vlaknitymi kofeny.'*
4.2.1.4 Rhizofiltrace

Pro rhizofiltraci je dilezity kofenovy systém rostliny, ktery odstraiiuje kontaminanty.
Vyuzivaji se hydroponicky péstované rostliny, jejichz kotfeny absorbuji nezadouci latky
piitomné ve vodé.!°> Po absorpci ¢ adsorpci kontaminantu mize dochéazet k jeho zachytu,
biotransformaci nebo i volatilizaci.!? Prakticky je rhizofiltrace pouZivana v Cernobylu, kde jsou

diky ni odstraiiovany izotopy kovli z povrchové vody. '#
4.2.1.5 Fytovolatilizace

Kontroverzni metoda, pfi niZ rostlina pfijme kontaminant z ptidy a uvolni jej do ovzdusi.
Kontaminant je rostlinou pfeménovan na t€kavou latku, ktera je priiduchy odpafovana do
ovzdusi.!> Dochazi k odstrafiovani hlavné organickych polutantl jako je MTBE, nebo riiznych

kovu (Hg, Se). 4
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Obrazek 2: Typy fytoremediace, prevzato a preloZeno do cestiny.>*

4.3 Inhibitory aromatas

Inhibitory aromatas (Al) patii mezi skupinu lé€iv, které maji schopnost blokovat aktivitu
enzymu zvanych aromatasy, jejichz hlavni funkci je syntéza Zenského pohlavniho hormonu,
estrogenu.! Podle jejich struktury a biochemického u¢inku je mizeme rozdélit do dvou skupin,
a to na steroidni (inhibitory typu I) a nesteroidni (inhibitory typu II).? Nesteroidni inhibitory
aromatas se dale déli na dvé skupiny, derivaty triazoli a derividty aminoglutethimidu.
Steroidnimi inhibitory aromatas jsou derivaty androstendionu, ktery je hlavnim substratem
enzymu aromatasy.” V souasnosti pouzivanymi Al jsou nesteroidni anastrozol a letrozol

a steroidni exemestan. ©

Rozdé€leni podle biochemického ucinku oznacuje kategorizaci na zaklad€ mista, na které se
inhibitory aromatasy vazou na enzym. Nesteroidni Al nekovalentn¢ interaguji s hemovou ¢asti
aromatasy, a tim obsazuji jeji vazebné misto pro substrat, ¢imz zabranuji vazbé androgenti na
katalytické misto. Tento antagonismus je reverzibilni a mohou byt kompetitivné vytlaceny
z aktivniho mista endogennim substratem. Steroidni Al jsou analogické pfirozenym substratim
aromatasy androstendionu, jsou rozpoznavany aktivnim mistem aromatasy jako alternativni

substrat. Na rozdil od nesteroidnich Al se ireverzibilng a inaktivuji tak enzym trvale. 3
4.3.1.1 Inhibitory aromatas prvni generace

Dal$im moznym délenim Al je dle jejich vyvoje na inhibitory prvni, druh¢ a tieti generace.

Prvnim pouZzivanym inhibitorem aromatas byl aminoglutethimid, koncem 60. a prab¢hu 70. let
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minulého stoleti bylo zjisténo, Ze kombinace aminoglutethimidu s kortikosteroidy je ucinna
proti karcinomu prsu jak navozenim 1ékatrské adrenalektomie, tak inhibici aromatasy. Lécba

aminoglutethimidem byla doprovéazena fadou nezadoucich G¢inka. 12
4.3.1.2 Inhibitory aromatas druhé generace

Inhibitory druhé generace nebyly tolik prozkoumany, jelikoZ je velmi rychle nahradila tieti
generace Al. Hlavnimi zastupci jsou steroidni formestan a nesteroidni fadrozol, ktefi vyvolavaji

méné vedlejSich u¢inkl a jsou az 700x u¢inn&j$i nez Al prvni generace.!?
4.3.1.3 Inhibitory aromatas tieti generace

Inhibitory tfeti generace, nesteroidni anastrozol a letrozol a steroidni exemestan, jsou ve
srovnani se svymi ptredchiidci vysoce selektivni ve zplsobu inhibice aromatasy a maji
minimalni $kodlivé G¢inky na ostatni vzajemné propojené steroidni drahy. !> Inhibitory
aromatas tfeti generace byvaji pouzivany a doporucovany k 1écbé karcinomu prsu
u postmenopauzélnich Zen s pozitivnimi hormonalnimi receptory. ® Tyto latky inhibuji

aromatasy s uspesnosti az 98 %. °
4.3.2 Enzym aromatasa

Aromatasa pattici do rodiny cytochromti, konkrétn¢ se jednd o cytochrom P450, katalyzuje
demethylaci uhliku C19, ¢imz dochazi k aromatizaci na estrogeny s 18 uhliky. Aromatasa
preménuje androstendion a testosteron na estron a estradiol po pfijeti elektront z NADPH-
cytochrom P450 reduktasy.> Estron, estradiol a estriol, Zenské pohlavni hormony, které

souhrnné nazyvany jako estrogeny, jsou syntetizovany ptisobenim aromatasy. ’

Aromatasa je v lidském téle nejvice pfitomna ve vajecnicich premenopauzalnich Zen, dale ji
1ze nalézt v perifernich tukovych tkdnich zen po menopauze a placent€ zZen v t€¢hotenstvi. Navic

je exprese aromatasy nejvy$si v oblastech nadori prsu a v jejich okoli.*

Proces aromatizace probiha ve tfech hlavnich krocich, ptficemZ nejprve dochazi
k hydroxylaci methylové skupiny na C19 v androstendionu. Poté nésleduje druhd hydroxylacni
reakce a konecnou reakci je oxidacnimu Stépeni vazby C10-C19, kde dochdzi k uvolnéni

kyseliny mravenéi vedouci ke vzniku estrogenu. ’
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4.3.3 Nesteroidni inhibitory aromatas

Anastrozol a letrozol patfici do skupiny nesteroidnich inhibitort aromatas maji triazolovou
funkéni skupinu. Triazoly jsou heterocyklické slouceniny s dvéma nenasycenymi uhliky a tfemi
atomy dusiku. Jsou zodpovédné za interakci s hemoprotetickou skupinou aromatasy, a pisobi

jako kompetitivni inhibitory vii¢i androgennim substratim.?
4.4 Anastrozol

Anastrozol je U¢innou primarni adjuvantni 1écbou u postmenopauzalnich Zen s Casnym
stadiem karcinomu prsu. Jedna se o silny a selektivni inhibitor aromatasy, benzyltriazolovy
derivat, ktery snizuje syntézu estrogend tim, ze se kompetitivné vdze na hemovou skupinu

jednotky cytochromu P450 aromatasy.'”

Anastrozol je metabolizovan hlavné v jatrech N-dealkylaci, glukuronidaci a hydroxylaci.!®
Hlavni cestou vylu¢ovani metabolitl anastrozolu je moci, dale také Zluc¢i, avSak s miniméalnim
mnozstvim nemetabolizované latky. Mezi hlavni metabolity patii triazol, ktery je
farmakologicky inaktivni, glukuronidové konjugaty hydroxyanastrozolu a samotny
anastrozol.?? Mezi jeho nezadouci u¢inky patii hypertenze, osteopordza, hypercholesterolémie,

priijem a parestézie, pfiéemz ma minimalni vliv na steroidni hormony nadledvin."?

Nro e

Anastrozol vykazuje az 200x vétsi u¢innost nez aminoglutethimid.?° Inhibuje posledni krok
metabolické drahy biosyntézy steroidi, tedy pfeménu androgenli na estrogeny aromatasou,
a tato inhibice nevede k adisonskému stavu nebo hypoaldosteronismu. Anastrozol nevykazuje
zktfizenou rezistenci s tamoxifenem, miize byt pouzit k 1écb¢ pacientek, u kterych doslo

k progresi onemocnéni po 1é¢bé tamoxifenem.?!

Anastrozol se podava peroralné s témet uplnou absorpci, ktera se mlize pfijmem potravy

snizit, proto je doporuéeno uzivat jej nalano. Doporuéené davkovani je 1 mg denné.?!
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Obrazek 3:Molekula anastrozolu.’®

4.5 Letrozol

Letrozol, zndmy také pod nazvem Femara, ma chemicky vzorec (4,4'-[(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)methylen]bis-benzonitril) a obsahuje dusikatou a kyanobenzylovou ¢ast, ktera se vaze na
hemovou ¢ast a ma strukturu podobnou androstendionu, coz ho ¢ini u¢innéj$im nez jiné
inhibitory aromatasy.?? In vitro ma letrozol v&tsi inhibi¢ni aktivitu nez aminoglutetimid
(170krat), anastrozol (19krat), formestan (6krat) a vorozol (2krat) vaci lidské aromatase.?’
Letrozol je vysoce selektivni pro aromatasu a na rozdil od Al prvni a druhé generace vyznamné

neovliviiuje hladiny kortizolu, aldosteronu ani tyroxinu.?*

Letrozol je peroraln¢ podavany 1€k, ktery se okamzité a uplné¢ absorbuje s primérnou
absolutni biologickou dostupnosti 99,9 % a velkym distribuénim objemem. Vstiebava se
z gastrointestinalniho traktu a jeho rychlost absorpce je ovlivnéna konzumovanou potravou.
Letrozol a jeho metabolity se vylucuji pfevazné ledvinami. Hlavnim metabolitem je
glukuronidovy konjugat. Neprochazi first-pass eliminaci, coz vede k téméet 100% biologické

dostupnosti 1éku.?

Doporucené¢ davkovani letrozolu je 2,5 mg denné. Mezi nejcastéjSi nezadouci ucinky
letrozolu patii nauzea, inava, fidnuti vlasii a navaly. Dlouhodobéa expozice 2,5 mg/den letrozolu
mize zpisobit kostni resorpci a zvySené riziko aterosklerdzy v disledku zvysené hladiny

cholesterolu.3
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Obrazek 4: Molekula letrozolu.?%

4.6 Reakce rostlin na xenobiotika

Pro rostliny jsou klicové jednotlivé biochemické drahy, které ovliviiuji jejich reakce na
xenobiotika. Jednim z hlavnich mechanismli jsou detoxikacni enzymy, jako jsou
monooxygenasy cytochromu P450, glutathion S-transferasy a peroxidasy, které pomahaji
rostlindm rozkladat a odstrafiovat xenobiotika. Rostliny také maji antioxida¢ni obranné enzymy,
jako je superoxiddismutasa, katalasa a glutathionperoxidasa, které ptisobi proti oxida¢nimu
stresu vyvolanému xenobiotiky. Dalsi dileZitou soucasti jsou metabolické drahy, které
umoziuji rostlindm pfeménu xenobiotik na méné toxické formy, jezZ mohou byt vylouc¢eny nebo
ulozeny do vakuol. Signélni drahy jsou aktivovany k regulaci genové exprese a bunécnych
reakci na stres zplsobeny xenobiotiky, coz zvySuje toleranci a obranné mechanismy rostlin.
Tyto biochemické procesy spole¢né ptispivaji k schopnosti rostlin detoxikovat, metabolizovat

a reagovat na xenobiotika v prostredi.?

Osud xenobiotik v rostlinnych bunkach je urCen jejich piijmem, metabolismem
a kompartmentaci. Proces metabolismu organickych znecistujicich latek vyzaduje prinik
xenobiotik do rostlinné bunky, Casto pies plazmatickou membranu, ktery probiha prevazné
pasivné podél koncentracniho gradientu membranou, ale nékdy muze byt zprostfedkovan
specifickymi membranovymi proteiny. Po vstupu do buiikky mohou byt xenobiotika

transportovana do vakuoly bud’ nezménéna nebo metabolizovana. Detoxikace xenobiotik je

21



klicovym procesem v rostlinach, protoZe eliminuje konjugované produkty ze zranitelnych mist

cytosolu.?®
4.6.1 Antioxidacni systém rostlin

Riizné environmentalni faktory, jako je sucho, teplota, sil a silné svétlo, ovlivituji rist
a vyvoj rostlin. Pokud je témito faktory prekrocena optimalni tolerance, dochazi k stresu rostlin,
coz ma dopad na jejich vyvoj, strukturu a biochemické procesy. Hlavnimi U¢inky abiotického
stresu jsou nerovnovaha iontli a hyperosmoticky stres, které vedou k aktivaci mechanismi
odpovidajicich na stres a k obnoveni homeostdzy a ochran¢ a opravé poSkozenych proteinti

a membran.?’

Béhem stresu jsou elektrony s vysokou energii prendSeny na molekularni kyslik (O2), ¢imz
vznikaji reaktivni kyslikové druhy (ROS). ROS, jako singletovy kyslik ('0z2), superoxidové
ionty (O2") a peroxidy, hlavné peroxid vodiku (H202) jsou toxické molekuly, které cili na
vysokomolekularni molekuly, jako jsou membranové lipidy nebo mitochondridlni DNA,
a zpusobuji poSkozeni témét vSech bunénych makromolekul, véetné DNA. Toxické ucinky
ROS jsou vyvazovany enzymatickymi i neenzymatickymi antioxidacnimi systémy, jako jsou
superoxiddismutasa (SOD), katalasa (CAT), askorbatperoxidasa (APX), glutathionreduktasa
(GR), kyselina askorbova (AsA), tokoferol, glutathion (GSH) a fenolické slou¢eniny.?

4.6.1.1 Enzymatické antioxidanty

4.6.1.1.1 Superoxiddismutasa

Metalloenzym superoxiddismutasa dismutuje superoxidovy radikal na kyslik a peroxid
vodiku.?’ Existuji ti typy SOD, Cu/Zn-SOD, Fe-SOD a Mn-SOD, které se lisi piitomnosti iontu
kovu. Cu/ZnSOD je piitomna v chloroplastech a cytosolu rostlinné buiky a MnSOD je
piitomna v peroxizomech a mitochondrialni matrix.’° ZvySena regulace SOD se podili na boji
proti oxida¢nimu stresu zpuisobenému abiotickym stresem a maji rozhodujici ulohu v pteziti

rostlin.%’

4.6.1.1.2 Katalasa

Katalasy jsou lokalizované pfedevsim v peroxizomech, které se podili na preméné 2H20:2 na
O2 + 2H20. Katalasy jsou hlavnimi &isticimi enzymy, které mohou pfimo dismutovat H202

a jsou nepostradatelné pro detoxikaci ROS b&hem stresu.?®
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Rostlinné katalasy jsou tetramerni enzymy obsahujici hem a lze rozdé€lit do tii tfid: katalasy
tiidy 1 jsou nejvyznamngjsi ve fotosyntetickych tkanich a podileji se na odstraiiovani H202
vznikajiciho pii fotorespiraci; katalasy tifidy 2 jsou ve velké mife produkovany v cévnich
pletivech, katalasy tfidy 3 jsou ve velké miie zastoupeny v semenech a mladych rostlinach
ajejich aktivita je spojena s odstranovanim nadbytecného H20: vznikajiciho pti degradaci

mastnych kyselin v glyoxylatovém cyklu v glyoxisomech.?

4.6.1.1.3 Glutathionperoxidasa

Glutathionperoxidasy (GPx) jsou skupinou riznych izoforem enzymd, které maji schopnost
redukovat H20: a cytotoxické hydroperoxidy na neskodné alkoholy. Také maji zasadni roli pti
detoxikaci produktl oxidace lipida, které vznikaji v reakci s ROS. Existuji tfi hlavni typy GPx:
selen-dependentni, neselen-dependentni  fosfolipid-hydroperoxidovd GPx (PHGPx)
a glutathion-S-transferasy (GST) s GPx aktivitou (GST-GPx). Tyto dva enzymy, GPx a GST, se

1i8i v poétu jejich podjednotek, struktufe aktivniho mista a mechanismech katalyzy.?’

GST jsou dimerni multifunkéni proteiny zprostfedkovavajici nukleofilni atak thiolové
skupiny glutathionu (GSH) na rGzné elektrofilni substraty. Bylo prokazéano, Ze néktefi lenové
rodiny GST se podileji také na ochrané bunék pred oxidacnim poskozenim zplisobenym
xenobiotiky. Tyto enzymy mohou napiiklad zabranit hromadéni cytotoxickych latek, které by

mohly zpUsobit oxidaci membranovych lipida.?

GPx enzymy jsou schopné neutralizovat peroxidy, které mohou slouZit jako substraty pro
Fentonovu reakci, coz je proces tvorby volnych radikéalt. GPx funguje v synergii s molekulou
GSH, kterd je v bunikach hojné pritomna. Pti katalytické reakci GPx dochazi k rozkladu
peroxidu na vodu nebo alkohol a soucasné k oxidaci GSH. GPx soutézi s katalasou o H20: jako

substrat a pfedstavuje hlavni mechanismus ochrany proti nizké urovni oxida¢niho stresu.?’

4.6.1.1.4 Askorbatperoxidasa

APX se podili na vychytavani H202 v cyklech voda-voda a AsA-GSH a vyuZziva AsA jako
donor elektrond.?? APX plni podobnou roli v chloroplastech a cytosolu. Jako CAT
v peroxisomech. AsA je redukéni ¢inidlo pro redukei H202 na H20 a také DHA.*°

Existuje minimalné pét riznych izoforem vcéetné tylakoidnich a mikrosomalnich membran
vazanych forem, stejné€ jako rozpustnych stromalnich, cytosolickych a apoplastickych enzymtl.

Thylakoidéalni APX je pfi stresu inhibovana H202 v nanomolarnich koncentracich.?
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4.6.1.1.5 Guajakolperoxidasa

GuPX, patii mezi peroxidasy, které oxiduji guajakol (o-methoxyfenol) jako bézn¢€ pouzivany
redukujici substrat in vitro. Guajakol je fenolickd latka. Nachézeji se v cytosolu, vakuole,
bunécné sténé, apoplastu a extracelularnim médiu, nikoli vSak v organelach, a ptedpoklada se,

Ze se UcCastni fady procesii souvisejicich s rlistem a vyvojem rostlin.3!
4.6.1.2 Antioxidanty neenzymatické povahy

AsA (vitamin C) a GST jsou kli¢ovymi antioxidanty v rostlinach, které chrani bunky pred
oxidacnim stresem. AsA plni roli redukéniho c¢inidla a zachycuje volné radikaly, jako je
cytotoxicky H202 a ROS, podobné jako GSH, ktery se podili na zachycovani H202
aneenzymatické reakci s dalSimi ROS. Karotenoidy, nachéazejici se v rostlinach
a mikroorganismech, rovnéz vykazuji vyznamné antioxida¢ni vlastnosti diky své konjugované
struktufe, ktera jim umoznuje neutralizovat singletovy kyslik a reagovat s dalSimi volnymi
radikaly. Fenolové slouceniny, jako jsou flavonoidy a taniny, jsou dal§imi dilezitymi

antioxida¢nimi latkami v rostlinach, které pfispivaji k ochrané bunék pied oxida¢nim stresem.?’
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Chemikalie

1-chloro-2,4-dinitrobenzen (Sigma-Aldrich, USA)
3,3'-diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA)

ABTS roztok obsahujici H202 (Sigma-Aldrich, USA)
Acetonitril, gradient grade, for HPLC, = 99.9% (Honeywell, USA)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Anastrozol (Tokyo Chemical Industry, Japonsko)

Askorbat sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Bisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)

Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, USA)

Deionizovana voda (Watek, IWA 5 roso, CR)
Dihydrogenfosforec¢nan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dimethyl sulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)

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

Ethyl-acetat (Lach-Ner, CR)

Ethylendiamintetraoctan disodny dihydrat (Sigma-Aldrich, USA)
Fenazin methosulfat (Sigma-Aldrich, USA)

Glutathion (Sigma-Aldrich, USA)

Glycerol bezvody (Lach-Ner, CR)

Glycin (Lach-Ner, CR)

Guajakol (Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogenfosforecnan sodny (dihydrat)

Chlorid sodny (Penta, CR)

Kyselina chlorovodikova 35 % (Lach-Ner, CR)

Kyselina trihydrogenfosforecnd, > 85% (Sigma-Aldrich, USA)
Letrozol (Tokyo Chemical Industry, Japonsko)
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Methanol, HPLC grade (Lab-Scan analytical sciences, Polsko)
Moisky pisek (Lach-Ner, CR)

N.N.N'N '—tetrametyletylendiamin (Thermo, Japonsko)

Nitro blue tetrazolium chlorid (Sigma-Aldrich, USA)

Peroxid vodiku 30 % (Lach-Ner, CR)

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

Sacharosa (Penta, CR)

Savo Original (Unilever s.r.0., Velka Britanie)

Siran sodny bezvody (Lach-Ner, CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (VWR Life Science, USA)

5.2 Pristroje

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

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

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

Clarity software (Data Apex, verze 8.5)

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

HPLC (Shimadzu, Japonsko) - néstfik kohoutem Rheodyne (USA), HPLC kolona Agilent
Eclipse XDB-C-18, 5 um, 250 x 4 mm, vysokotlaké ¢erpadlo LC20AD, UV detektor SPD 20A
Kahan Fuego (WLD-TEC, Némecko)

Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu (Labox, CR)

Mrazici box (Liebherr, Némecko)

Piistroj pro ptipravu ultradisté vody IWA 5 rosol (Watek, CR)

Tlakovy hrnec (Morphy Richards, Velka Britanie)

Ultrazvukova lazen (Fisherbrand, Velka Britanie)

UV/VIS Spektrofotometr Ultrospec 2100 (Amersham Pharmacia Biotech, USA)
5.3 Rostlinny material

Zea mays L. (Kukufice set), kultivar DKC 3969 (Monsanto CR)
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5.4 Dalsi material

Automatické a poloautomatické pipety
Hlinikova folie
Laboratorni sklo

Sterilni injekéni stiikacky
5.5 Priprava sterilni vody

Do 100 mL Erlenmayerovych ban¢k bylo odméteno 100 mL kohoutkové vody, baiky byly

prikryty hlinikovou fo6lii a vlozeny na 30 minut do tlakového hrnce.
5.6 Priprava Erlenmayerovych banék s kultivacnim médiem

Semena kukufice seté byla sterilizovdna dvéma roztoky Sava — 5% a 10%. Do
Erlenmayerovy baiiky se semeny bylo pfiddno takové mnozstvi 70% ethanolu, aby byla semena
zcela ponofena. Obsah baiiky byl krouzivymi pohyby promichavan po dobu jedné minuty, poté
byl ethanol slit. Nasledn¢ bylo pfidano 50 mL 5 % roztoku Sava s jednou kapkou jaru, obsah
byl promichavan a ponechén stdt 5 minut. Postup byl zopakovan s 10% roztokem Sava. Po
odliti roztoku Sava byla semena tfikrat proplachnuta sterilizovanou vodou. V laminarnim boxu
byla semena vnesena pomoci pinzety do Erlenmayerovych ban¢k s kultivaénim médiem. Do
kazdé baiiky bylo déno 5 vysterilizovanych semen a hrdlo uzavieno hlinikovou folii. Banky

byly pieneseny do kultivacni mistnosti pfi teploté 24 °C a svételnym rezimem 12 h/12 h

svétlo/tma (zéafivky 40 W/mz, Cool White), ptiblizné 10-14 dni, dokud nevyrostly do

pozadovanych velikosti.
5.7 Pridani farmak a odbér vzorku

Navazka 5 mg letrozolu byla rozpusSténa v 1000 uL DMSO v odmérné banice (2 mL). Do
banc¢k s vyrostlymi semeny bylo v lamindrnim boxu pfidano 100 mL sterilizované vody a 100
uL ptipraveného roztoku 1é€iva, tudiz vysledné koncentrace 1é¢iva v kultivaénim roztoku ¢inila
5 mg/L. Do dalSich dvou ban¢k s rostlinami bylo ptidano pouze 100 mL sterilizované vody bez

pridavku Ié¢iva, tyto banky slouzily jako kontrolni experimenty.
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Podobny postup byl zopakovén i v ptipadé anastrozolu jako pfidaného farmaka. Navéazka
4 mg anastrozolu byla rozpusténa v 2mLodmérné bance v 2 mL destilované vody. Do banck
bylo pfiddno 250 pL pfipravené¢ho roztoku léciva a 100 mL sterilizované vody, tak aby
koncentrace 1éCiva v bance s rostlinami byla 5 mg/L. Do dalSich dvou ban¢k s rostlinami bylo

pfidano pouze 100 mL sterilizované vody.
5.8 Odbér vzorki

Ihned po pfidani 1é¢iva do banék s kukuficemi, byl odebran prvni vzorek pro stanoveni
vychozi koncentrace. Sterilni injek¢ni stiikackou bylo odebrano 0,75 mL roztoku do oznacené
Eppendorfovy mikrozkumavky. Hrdlo banky bylo opéaleno plamenem, ptikryto hlinikovou folii
a bainky opét vlozeny do kultivaéni mistnosti. Odbéry byly provadény v 24 hodinovych

intervalech po dobu 7 dni. Vzorky v mikrozkumavkéch byly uchovévany v mrazicim boxu.
5.9 Ukonceni kultivace

Po poslednim odbéru vzorku byly rostliny vyjmuty z ban¢k, omyty destilovanou vodou,
lehce osuSeny a zvazeny. Byla oddé€lena nadzemni ¢ast (listy) od kotfenii a zvazeny listy
i kofeny. Nasledné byly vzorky kofent a listi zv1ast’ zmrazeny po 0,25 g v tekutém dusiku

a uchovavany pfi teploté -20 °C pro dalsi zpracovani.
5.10 Stanoveni extrahovatelnych rezidui

Semena byla vysterilizovdna stejnym zplusobem jako v piredchozim pfipad€ a ponechéna
vyrust. Do jedné banky s 5 vyrostlymi rostlinami bylo pfiddno 100 mL sterilizované vody
a 250 uL roztoku anastrozolu ptipraveného rozpusténim 4 mg v 2 mL destilované vody, tudiz
vysledné koncentrace 1é€iva v kultivaénim roztoku ¢inila 5 mg/L. Do dalsi banky s rostlinami
bylo pfiddno 100 mL sterilizované vody a 100 pL roztoku letrozolu, ktery byl pfipraven
rozpusténim 5 mg letrozolu v 1000 uL. DMSO, tak aby koncentrace letrozolu v kultivacnim
roztoku byla 5 mg/L. Dalsi dvé banky s rostlinami slouzily jako kontrolni, do jedné bylo
pfidano pouze 100 mL sterilizované vody a do druhé 100 mL sterilizované vody a 1000 puL

DMSO. Baiiky byly pfeneseny do kultiva¢ni mistnosti, kde byly ponechany po dobu 8 dni.
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5.10.1 Priprava rostlinnych extrakti

Rostliny byly vyjmuty z ban¢k, osuSeny a omyty destilovanou vodou. Poté byla oddélena
nadzemni ¢ast od kofent a ob¢ ¢asti zvaZzeny. Rostliny byly zmrazeny a ponechany v mrazicim
boxu. Zmrazeny rostlinny material byl homogenizovan v tieci misce s tlou¢kem s 0,5 mL
destilované vody a pul 1zickou motského pisku. Do misky bylo pfidano 20 mL ethyl-acetatu
a cely obsah byl pfelit z tieci misky do Erlenmayerovy baniky. Smés byla sonikovana 5 minut
v ultrazvukové lazni. Suspenze byla piefiltrovana do cisté Erlenmeyerovy baiky pies smotek
vaty, bylo pfidano suSidlo (bezvody Na2SOs4) a batika s obsahem byla ponechana stat pies noc.
Druhy den bylo suSidlo odfiltrovano pies skladany filtr a obsah byl odpafen do sucha na
vakuové odparce. Odparek byl rozpustén v 1 mL mobilni faze. Roztok byl z ban¢k pielit do
mikrozkumavek, které byly nasledné centrifugovany. Nasledovala HPLC analyza jednotlivych

vzorki.
5.11 HPLC analyza

Analyza jednotlivych vzorkii byla provedena metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV detekci. Mobilni faze byla po obé farmaka totozna, o slozeni
acetonitril : destilovanda voda v poméru 2 : 3 (vWw) a okyselenim kyselinou
trihydrogenfosfore¢nou (100 uL/L). Analyza byla provedena na kolon¢ Agilent Eclipse XDB
150 x 4 mm (5 pm), pouzity pratok mobilni faze byl 1,0 mL za minutu. Méfeni bylo provedeno
pii 215 nm za laboratorni teploty. Vzorky byly pfed néstfikem centrifugovany (14000 rpm,
primér rotoru 100 mm) po dobu 5 minut. Vyhodnoceni kalibracni pfimky a stanoveni

koncentraci z namétenych chromatogramii bylo provedeno programem Clarity verze 8.5.
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5.12 Biochemicka analyza metabolismu rostlin

5.12.1 Priprava rostlinnych extrakti pro stanoveni enzymové aktivity

Rostlinny material (listy a kotfeny) byl za pouziti tekutého dusiku homogenizovan ve tieci
misce s Ctyfndsobnym objemem extrakéniho pufru oproti plivodni navézce. Extrakéni pufr
obsahoval: 100mM Tris-HCl pufr o pH="7,8; ImM DTT; ImM EDTA a 10 mM askorbat sodny.
Do smési bylo také ptidano malé mnozstvi PVP (cca 3 mg/mL), které vaze fenolické latky, jez
by mohly inhibovat enzymatickou aktivitu. Vzorky byly poté centrifugovany pii 4°C,
16 000xg, po dobu 15 minut.

5.12.2 Stanoveni aktivity celkovych volnych a membranové vazanych

peroxidas

Pro stanoveni celkovych membranovych peroxidas bylo vyuzito barevného substratu DAB
(3,3'-diaminobenzidin). Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 20 pL rostlinného extraktu,
155 puL 50 mM fosfatového pufru, pH 7,0, 5 uL 49 mM H202, 20 uL DAB o koncentraci
4 mg/ml, ktery vznikl rozpusténim 40 mg v 96 % ethanolu a sonikovan po dobu 5 minut.

Absorbance byla méfena kontinualné¢ pti 430 nm po dobu 5 minut.

Pro stanoveni membranové vazanych peroxidas byl pouzit sediment, ke kterému byl ptfidan
extrakéni pufr skladajici se z 100mM Tris-HCI pufr o pH = 7,8; ImM DTT; 1mM EDTA
a 10mM askorbat sodny a 1 M NaCl. Vznikla smés byla centrifugovana. Ziskany supernatant

slouzil jako extrakt pro stanoveni aktivity peroxidas dle postupu uveden¢ho vyse.
5.12.3 Stanoveni aktivity guajakolperoxidasy

Ke stanoveni aktivity guajakolperoxidasy bylo pouzito 155 pL 50mM fosfatového pufru
(pH 7,0), 5 pL 49mM peroxidu vodiku a 20 pL 9mM roztoku guajakolu. Tato smés byla
pipetovana do mikrotitracni desticky s 20 pL pfipraven¢ho rostlinného extraktu. Zména

absorbance byla méfena kontinualn€ po dobu 5 minut pti 470 nm.
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5.12.4 Stanoveni aktivity ABTS-peroxidas

Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 20 pL o rostlinného extraktu, 80 pL 50 mM
fosfatového pufru, pH 7,0, 100 pL ABTS ¢inidla a 5 pLL 49 mM H:20:2. Zména absorbance byla

méfena kontinualné po dobu 5 minut pfi 414 nm.
5.12.5 Stanoveni mnozZstvi bilkovin dle Bradforda

Pro stanoveni mnozstvi bilkovin v jednotlivych extraktech bylo provedeno podle
Bradfordova stanoveni, které vyuziva reakci bazickych aminokyselin obsaZenych v bilkoviné
s Bradfordovym ¢inidlem obsahujicim Coomassie brilliant blue G 250. Do jednotlivych jamek
mikrotitracni desticky bylo vzdy ptfidano 20 pL stanovovaného vzorku a 200 puL Bradfordova
¢inidla. Desticka byla ponechana inkubovat po dobu 10 minut a poté byla proméfena absorpce
pfi vinové délce 595 nm. Pro kalibraci byly pouZity roztoky BSA o koncentracich 0,05; 0,1;
0,2;0,3; 0,5 a 0,7 mg/ml. Z naméfenych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni ptimka, pomoci které

byla odectena koncentrace proteinti ve stanovovanych vzorcich.

5.13 Nativni elektroforéza

5.13.1Priprava geli pro elektroforézu

Pro nativni elektroforézu byly pfipraveny 10% polyakrylamidové separacni gely o sloZeni:
7,9 mL destilované vody; 6,7 mL 30% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (36,5:1); 5,0 mL
1,5 M Tris-HCI pufru, pH 8,8; 2 uL TEMED a 0,2 mL10% (w/v) roztoku glycerolu. Nakonec
bylo ptidano 200 uL 10% peroxodisiranu amonného, ktery iniciuje polymeraci gelu. Tato smés

byla nalita mezi ¢tyfi elektroforetickd skla a pfevrstvena destilovanou vodou.

Po 30 minutach, kdy gel zpolymeroval, byl ptfevrstven 4% zaostfovacim gelem o slozeni:
1,22 mL destilované vody; 0,26 mL.30% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (36,5 : 1); 0,5 mL
0,5 M Tris-HCI pufru, pH 6,8; 0,5 uL TEMED; 0,02 mL10% (w/v) roztoku glycerolu a 20 puL
10% peroxodisiranu amonného, ktery byl pfidan jako posledni. Mezi elektroforeticka skla byl
vlozen hieben, aby se vytvotily jamky pro ddvkovani vzorkd. Gel byl inkubovan pii laboratorni

teploté po dobu 30 minut.
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5.13.2 Priprava rostlinnych extrakta a pribéh elektroforézy

Rostlinny material byl pfipraven stejné jako v piipadé¢ stanoveni enzymovych aktivit. Pouze
k extraktu byla navic pfidana sachar6za, v takovém mnozstvi, aby jeji vyslednd koncentrace
byla 20% (w/v). Do jednotlivych jamek v gelu bylo pfidano vzdy, takové mnozZstvi vzorku, tak
aby ve vsSech jamkach bylo stejné mnozstvi proteinti, které bylo stanoveno metodou podle

Bradforda.

Elektrodovy pufr, pH 8,3, byl pfipraven smiSenim 10 mL 10% (w/v) glycerolu, 18,8 g
glycinu, 3 g Tris a doplnén do 1 L destilovanou vodou. Do horni ¢4sti elektroforetické aparatury

do elektroforetického pufru bylo rovnomérné ptidano 100 pL 0,1% (w/v) bromfenolové modii.

Elektroforetickd aparatura byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu s pocatecni
hodnotou napéti 70 V, jakmile bromfenolova modi doputovala do separacniho gelu bylo napéti
zvyseno na 140 V. Elektroforéza byla ukoncena v moment doputovani bromfenolové modie ke

konci gelu.
5.13.3 Detekce aktivity peroxidas v gelu

Pro stanoveni peroxidas ve vzorcich byl gel ponotfen do roztoku piipravené¢ho rozpusténim
0,01 g DAB v 2,5 mL96% ethanolu, déle bylo ptiddno 7 mL100 mM fosfatového pufru (pH
7,0), 100 uL 30% H20:2 a roztok byl doplnén na 10 mL destilovanou vodou. Tento roztok byl
kratce sonikovan. Gel byl v roztoku ponechén do pozadovaného vybarveni a nasledné pienesen

do destilované vody.
5.13.4 Detekce aktivity glutathion-S-tranferasy v gelu

Pro stanoveni glutathion-S-tranferasy byly ptipraveny dva roztoky. Prvni roztok, ve kterém
byl gel inkubovan 10 minut, byl pfipraven smiSenim 10 mL 100 mM fosfatového pufru, pH 6,5,
4,5 mM glutathionu, | mM CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzen) a 1 mM NBT (nitro blue
tetrazolium chlorid). Poté byl gel promyt destilovanou vodou a vlozen do druhého gelu
skladajiciho se z 10 mL Tris-HCI, pH 9,6, a 0,0092 g 3 mM PMS (fenazine methosulfat). Gel

byl v roztoku ponechén do vybarveni a nasledné prenesen do destilované vody.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Kalibrace HPLC

Pro tcely kalibrace byly pfipraveny roztoky anastrozolu v methanolu o koncentracich 0,5;
1;2,5;5 a7,5 mg/L. Vyhodnoceni chromatogramil bylo provedeno pomoci programu Clarity,
ktery umoznil po kalibraci odecist odpovidajici koncentrace 1é¢iva z namétenych piki. Dale
byly vypocteny hodnoty limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ), hodnota LOD byla
stanovena na 0,03 mg/L a LOQ na 0,10 mg/L.

Kalibrace byla provedena i s kalibracnimi roztoky letrozolu, ktery byl rozpustén
v methanolu, o koncentracich 0,5; 1; 2,5; 5 a 7,5 mg/L. Z namétenych hodnot byla sestrojen
kalibra¢ni ptimka, ktera byla nasledné pouzita k zjisténi koncentraci ve vzorcich média, které
byly odebrany béhem kultivaci. Z Sumu zakladni linie odpovédi pfistroje byla vypoctena

hodnota LOD 0,04 mg/L a LOQ 0,13 mg/L.
6.2 Utinnost fytoextrakénich pokusi

6.2.1 Fytoextrakce anastrozolu

Fytoextrakce anastrozolu
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Graf 1: Zavislost koncentrace anastrozolu ve vodné fizi na case. (Koncentrace jsou vyjadreny v procentech vychozi
koncentrace.)

Prvni experiment byl proveden na péti bankach s rostlinami Zea mays, jejichz doba kultivace

byla sedm dni. Vzorky byly odebirdny po 0 (ihned po pfidani 1éCiva), 24, 48, 72, 144 a 168
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hodinéch. Procentualni priimérné koncentrace vztazené k pocatecni koncentraci (v ¢ase 0 hod)
v prubehu kultivace zobrazuje Graf 1. Plivodni koncentrace anastrozolu méla byt 5 mg/L, avSak
skutecna primérna hodnota stanovend pomoci HPLC byla 3,7 mg/L, tento pokles mohl byt
zpisoben okamzitou sorpci léCiva na kofeny a pfitomnosti zbytkové vody po odliti vody
z kultivaci. Koncentrace 3,7 mg/L je brana jako vychozi, tedy 100%. Po 24 hodinach byl
zaznamenan pokles koncentrace o 15 %, po 48 hod byl dalsi pokles o 15 %. Z Grafu I je ziejmé,
ze mezi 48 a 72 hodinami doslo k minimalnimu ubytku 1é¢iva. Ve 144 hodinach byla namétena
koncentraci. V ¢ase 144 hod koncentrace odpovidala 2,2 mg/L. Nartst koncentrace ve 168
hodinach mohl byt zptisoben tthynem rostlin a zpétnou desorpci lé¢iva do média. Kultivace byla
ukonéena po 168 hodinach. Uginnost fytoextrakce anastrozolu za 144 hod byla 0,067 mg

anastrozolu na 1 gram Cerstvé hmotnosti rostliny. Ucinnost byla uréena z nejnizsi namétené

hodnoty.

6.2.2 Fytoextrakce letrozolu

Fytoextrakce letrozolu
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Graf2: Zavislost koncentrace letrozolu ve vodné fazi na case. (Koncentrace jsou vyjadreny v procentech vychozi koncentrace.)

Druhy experiment byl proveden na Sesti baiikach s rostlinami Zea mays a dobou kultivace
168 hodin. Odbéry vzorkl probihaly v ¢asovych intervalech 24 hodin, ihned po pfidani léciva
byl odebran prvni vzorek. V Grafu 2 jsou vyneseny procentualni priimérné koncentrace vtazené
ke koncentraci v ¢ase 0, v momenté piidani anastrozolu. Primérna koncentrace ihned po
pridani 1éciva byla rovna 4,7 mg/L, oproti zamyslené koncentraci Smg/L. Pokles mohl byt

zpusobenou okamzitou sorpci lé¢iva na koteny. Z Grafu 2 je patrné, ze nejprve doslo k narustu
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koncentrace o 15 %, az poté¢ dochazi k pozvolnému poklesu koncentrace. Tento ndrdst mtze
byt zptisoben rychlou adsorpci letrozolu na kofeny rostlin a naslednym ustavenim rovnovahy

mezi povrchem kotentl a roztokem.

V case 168 hodin byla namétena nejnizsi primérnd koncentrace 3,1 mg/L, coz znamena 45%
pokles oproti vychozi koncentraci. Z trendu Grafu 2 Ize pfedpokladat, Ze v dalSich dnech by
patrn¢ pokracoval pokles koncentrace. Hodnota fytoextrakéni ucinnosti byla stanovena na

0,082 mg letrozolu na 1 g Cerstvé hmotnosti rostliny.

6.2.3 Porovnani jednotlivych experimenti

Porovnani experimentti
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Graf 3: Porovnadni fytoextrakcnich experimentii anastrozolu a letrozolu. (Koncentrace jsou vyjadieny v procentech vychozi
koncentrace.)

V Grafu 3 je patrny rozdil v prubéhu fytoextrakce jednotlivych 1éCiv. Pokles anastrozolu je
patrny ve druhém odbéru, kdezto pokles letrozolu oproti ptivodni koncentraci lze sledovat az
v poslednim odbéru. Rostlina extrahovala za 72 hodin stejné mnozstvi anastrozolu jako
letrozolu za 168 hodin. Fytoextrakce anastrozolu prob&hla rychleji a u¢innéji. Fytoextrakeni
ucinnost obou 1é¢iv byla velmi podobna, 0,082 mg letrozolu na 1 g Cerstvé hmotnosti rostliny
a 0,067 mg anastrozolu na 1 gram Cerstvé hmotnosti rostliny, z toho vyplyva, Ze rostliny

kukuftice seté o néco 1épe fytoextrahuji letrozol.
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6.3 Extrakce rezidui z rostlin

Baiky s vyrostlymi rostlinami v prostredi 1é¢iva byly kultivovany po dobu 8 dni. Nasledné

byly ptipraveny vzorky zvlast’ z koteni a listd, které byly analyzovany pomoci HPLC.

Tabulka 1: Koncentrace léciva udavana v miligramech na gram cerstvé hmotnosti (FW) v korenech nebo listech rostlin.

mg (1é¢ivo)/g (FW)
Anastrozol listy 0,0010
Anastrozol kofeny 0,0014
Letrozol listy 0,0010
Letrozol kofeny 0,0034

Z dat uvedenych v Tabulce 1 vyplyva, Ze nejvyssi koncentrace byla naméfena v kotfenech
rostlin kultivovanych v anastrozolu nebo letrozolu. Obecné lze konstatovat, ze vyssi

koncentrace 1é¢iva byly v kofenech kontaminovanych rostlin.
6.4 Vysledky biochemické analyzy rostlin

Rostliny z prvniho a druhého fytoextrakéniho experimentu byly podrobeny analyze, ktera se
skladala ze stanoveni proteintl, aktivit celkovych volnych a membranové vazanych peroxidas,
ABTS-peroxidas a guajakolperoxidas. Stanoveni probihala spektrofotometricky jako zavislost
absorbance na ¢ase. Z naméfenych hodnot byly vybrany linearni Gseky této zavislosti, poté byla
vypoctena zména absorbance za Cas a vysledna aktivita byla vyjadiena v procentech vici
kontrolnim rostlinam, pro anastrozol byla kontrolni rostlina kultivovdna pouze s vodou, pro
letrozol byla kontrolni rostlina kultivovana s ptidavkem DMSO, ve kterém bylo 1é¢ivo

rozpousténo.
6.4.1 Stanoveni obsahu proteint dle Bradforda

Byla nameétena kalibracni kiivka s roztoky BSA o riznych koncentracich, z této kiivky byly
odecteny hodnoty koncentrace proteinl v listech a kotenech rostlin, které byly pfevedeny na

mg proteinu na g Cerstvé vahy
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Graf 4: Stanoveni obsahu proteinii in vitro v korenech a listech v kontrolnich rostlinach (bez pridavku léciva) a rostlinach

kontaminovanych anastrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlinam. FW znaci Cerstvou hmotnost rostlinného
materidalu.

Z Grafu 4 plyne, Ze rostliny péstované v pfitomnosti anastrozolu obsahuji méné proteint
v listech oproti kontrolnim rostlindm. V listech kontaminovanych rostlin je v praméru o 34 %
nizsi obsah proteintl. V kofenech je tomu naopak, kontaminované rostliny obsahuji v priméru

0 49 % vice proteinil, toto navySeni muze souviset se syntézou obrannych proteini nebo
antioxida¢nich enzyma v rostling.
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Graf 5: Stanoveni obsahu proteinii in vitro v korenech a listech v kontrolnich rostlinach (bez pridavku léciva) a rostlinach
kontaminovanych letrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlinam. FW znaci ¢erstvou hmotnost rostlinného materialu.
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Z Grafu 5 je patrné, ze dosSlo k poklesu obsahu proteini v listech 1 kofenech rostlin
péstovanych v prostiedi letrozolu oproti mnozstvi proteinti pritomnych v kontrolnich

rostlinach. Pokles je vyraznéjsi u listl, kde doslo se snizeni o 18 %.

Obecné doslo k poklesu obsahu proteinti v listech rostlin kultivovanych s 1éCivy. Pfi

vystaveni rostliny stresu hraji dileZitou roli rostlinné proteasy, které odbouravaji poskozené

v

proteiny branici G¢innému fungovani specifickych metabolickych drah.>?

6.4.2 Stanoveni aktivity celkovych volnych peroxidas
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Graf 6: Procentudlni stanoveni aktivity celkovych volnych peroxidas v listech a korenech kontrolnich rostlin (bez pridavku
léciva) a rostlin kontaminovanych anastrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlindm.

Z Grafu 6 je ziejmy pokles aktivity celkovych volnych peroxidas v listech 1 kotenech rostlin
pestovanych v pfitomnosti anastrozolu oproti kontrolnim rostlinam. Aktivita vyraznéji poklesla

v listech 0 25 %, v kotenech byl pokles mensi, a to o 11 %.
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Graf 7: Procentudlni stanoveni aktivity celkovych volnych peroxidas v listech a korenech kontrolnich rostlin (bez pridavku
léciva) a rostlin kontaminovanych letrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlinam.

Aktivita celkovych volnych peroxidas vzrostla nejvyraznéji v listech rostlin
kontaminovanych letrozolem, kde doslo k navyseni oproti kontrolnim rostlinam primérné
0 56 %, jak je patrné z Grafu 7. V kotenech rostlin kontaminovanych letrozolem byl pozorovan
taktéZ narust aktivity celkovych volnych peroxidas a to o 24 %. Aktivita tedy vzrostla v listech

1 kofenech kontaminovanych rostlin.

6.4.3 Stanoveni aktivity membranové vazanych peroxidas

600
500
400
300
200

100

Aktivita membranovych peroxidas [%]

ml =

Listy Kofeny

(e

m Kontrola M Anastrozol

Graf'8: Procentualni stanoveni aktivity membranove vazanych peroxidas v listech a korenech kontrolnich rostlin (bez pridavku
léciva) a rostlin kontaminovanych anastrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlinam.
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Graf 8 zobrazuje, Ze aktivita membranoveé vazanych peroxidas nejvice vzrostla v kofenech
rostlin kontaminovanych anastrozolem, kde namétena aktivita dosahovala hodnot okolo 500 %,
to znamend nariist o0 400 % oproti kontrolnim rostlinam. V listech kontaminovanych rostlin byl
pozorovan také nartst, ale pouze o 25 % oproti kontrolnim rostlindm. Vyrazny nartst aktivity
membranové vazanych peroxidas v kofenech rostlin kontaminovanych anastrozolem mohl byt

zpusoben lignifikaci xylémovych cév (zesilenim bunécné stény), jejimz disledkem je snizeni
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Graf'9: Procentualni stanoveni aktivity membranove vazanych peroxidas v listech a korenech kontrolnich rostlin (bez pridavku
léciva) a rostlin kontaminovanych letrozolem. Aktivita je vztaZena ke kontrolnim rostlinam.

V Grafu 9, je ziejmy narast aktivity membranové vazanych peroxidas listech rostlin
pestovanych v prostiedi letrozolu, kde doslo k navyseni o 39 % oproti kontrolnim rostlinam.

U kotenti byl zaznamenam pokles aktivity o 21 %.
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6.4.4 Stanoveni aktivity ABTS-peroxidas
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Graf 10: Procentualni stanoveni aktivity peroxidas preménujicich substrat ABTS v listech a korenech kontrolnich rostlin (bez
pridavku léciva) a rostlin kontaminovanych anastrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlinam.

Nejvyraznéjsi rozdil hodnot v Grafu 10 vykazuji listy rostlin péstovanych v prostiedi
anastrozolu, kde aktivita ABTS-peroxidas dosahuje hodnoty 241 %. Naopak aktivita

v kotfenech kontaminovanych rostlin klesla o 16 %.
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Graf'11: Procentualni stanoveni aktivity peroxidas preménujicich substrat ABTS v listech a korenech kontrolnich rostlin (bez
pridavku léciva) a rostlin kontaminovanych anastrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlinam.
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U rostlin kontaminovanych letrozolem je v Grafu 11 patrny nartst aktivity ABTS-

peroxidasy v kofenech i listech oproti kontrolnim rostlinam, u listd hodnota vzrostla o 51 %,

u korfentl 0 62 %.

Obecné lze konstatovat, ze dochazi k narGstu aktivity ABTS-peroxidasy v listech

kontaminovanych rostlin.

6.4.5 Stanoveni aktivity guajakolperoxidasy
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Graf 12: Procentualni stanoveni aktivity guajakolperoxidas v listech a korenech kontrolnich rostlin (bez pridavku léciva) a
rostlin kontaminovanych anastrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlinam.

V rostlinach vystavenym anastrozolu doslo k poklesu aktivity guajakolperoxidasy. Z Grafu
12 vyplyva, ze v listech se aktivita snizila 0 12 % a v kofenech rostlin kontaminovanych

anastrozolem o 16 % oproti kontrolnim rostlinam.
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Graf 13: Procentudlni stanoveni guajakolperoxidas v listech a korenech kontrolnich rostlin (bez pridavku léciva) a rostlin
kontaminovanych letrozolem. Aktivita je vztazena ke kontrolnim rostlinam.

Z Grafu 13 je ziejmy narist aktivity guajakolperoxidasy v listech i kofenech rostlin
kontaminovanych letrozolem oproti kontrolnim rostlinam. Vyznamné vysSS$i nartst byl
pozorovan v listech, kde doslo k zvySeni aktivity na 201 %. Toto navySeni lze povazovat jako

projev stresu rostliny zptisobeny 1écivem.
6.4.6 Detekce aktivity peroxidas v gelu

Detekce aktivity a izoenzymového sloZeni peroxidas v rostlindch, zvlast v kotfenech
a listech, byla provedena pomoci nativni elektroforetické separace a inkubaci v detekénim
roztoku. Intenzita zbarveni prouzkll zobrazuje aktivity jednotlivych izoforem peroxidas (¢im
vys$$§i intenzita zbarveni, tim vyssi aktivita), zdroven je pocet prouzkii roven poc¢tu detekovanych
izoforem. Aktivita byla detekovana pouze v kofenech. Peroxidasova aktivita v listech byla po

nativni elektroforetické separaci pod limitem detekce.
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Obrazek 5: Detekce peroxidas v10% akrylamidovém gelu po nativni elektroforetické separaci extraktii korenii. Do kazdé jamky
bylo naneseno stejné mnozstvi proteinii. K — kontrolni rostlina bez pridavku léciva, A — rostlina kontaminovand anastrozolem.
Cisla oznacuji vybrané detekované izoformy.

Sipky v Obrdzku 5 znazoriiuji jednotlivé izoformy peroxidas, vice izoforem byly detekovano
v rostliné kontaminované anastrozolem. Aktivita prvni izoformy, ozn. 1, tedy izoformy
s nejnizsi pohyblivosti byla v kontaminovanych rostlinach lehce zvySena, naopak izoforma 2
m¢éla nizsi aktivitu oproti kontrolni skupin€. Izoforma 3 nebyla v kontrolni skupiné ptitomna.
Relativni intenzity izoforem peroxidas vyhodnocené v programu GelAnalyzer zobrazuje

Graf 14.

3500
3000

2500
2000
1500
1000
500
0 |
1 2 3

Izoforma

Relativni intenzita

m Kontrola ™ Anastrozol

Graf 14: Relativni intenzity izoforem peroxidas detekovanych v korenech kontrolni rostliny a rostliny kontaminované
anastrozolem v 10 % gelu po nativni elektroforetické separaci. Jednotliva cisla izoforem koresponduji s poradim uvedeném na
daném gelu.
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Obrazek 6: Detekce peroxidas v10% akrylamidovém gelu po nativni elektroforetické separaci extraktit korenii. Do kazdé jamky
bylo naneseno stejné mnozstvi proteinii. K — kontrolni rostlina bez pridavku léciva, L — rostlina kontaminovana letrozolem.
Cisla oznacuji vybrané detekované izoformy.

V piipad¢ rostlin kontaminovanych 1é¢ivem oproti kontrolnim rostlindm bylo detekovano
stejné mnozstvi izoforem, které se liSi pouze v relativni intenzité. Aktivita izoformy 1 byla
zvySena v gelu pro rostliny kontaminované letrozolem, naopak aktivita izoformy 2 byla nizsi.
Relativni intenzity téchto izoforem peroxidas vyhodnocené v programu GelAnalyzer zobrazuje

Graf'15.
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Graf'l5: Relativni intenzity izoforem peroxidas detekovanych v korenech kontrolni rostliny a rostliny kontaminované letrozolem
v 10 % gelu po nativni elektroforetické separaci. Jednotliva cisla izoforem koresponduji s poradim uvedeném na daném gelu.

V obou gelech rostlin kontaminovanych 1é¢ivy doslo ke zvySeni aktivity izoformy 1 a ke
snizeni aktivity izoformy 2. Peroxidasy hraji klicovou roli v procesu lignifikace, pfi kterém se
v bunénych sténach nékterych rostlinnych bun€k uklada lignin, sloZity polymer, ktery

poskytuje strukturalni podporu a poméha pfi obrannych mechanismech.?®
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6.4.7 Detekce glutathion-S-transferasy v gelu

Aktivita glutathion-S-transferasy byla detekovana v 10% akrylamidovém gelu po nativni
elektroforetické separaci. Aktivita byla detekovana v kotfenech a listech kontrolnich rostlin
a kotenech a listech rostlin péstovanych v prostfedi anastrozolu a v prostiedi letrozolu. Gely
byly inkubovany detekénim roztoku a poté umistény na folii pro skenovani a nasledné

vyhodnoceni v programu GelAnalyzer.

1 5

Obrazek 7: Detekce glutathion-S-transferasy v10% akrylamidovém gelu po nativni elektroforetické separaci extraktit korenii.
Do kazdé jamky bylo naneseno stejné mnozstvi proteinii. K — kontrolni rostlina bez pridavku léciva, A — rostlina kontaminovanad
anastrozolem. Cisla oznacuji vybrané detekované izoformy.

V kotenech rostlin kontaminovanych anastrozolem bylo sedm izoforem, v kontrolni skupiné
pouze Ctyfi. Nejvyraznéji liSici se izoformy jsou oznaceny Sipkami v Obrdzku 7, relativni
intenzity téchto izoforem byly vyneseny do Grafu 16. Vys$$i intenzitu vykazovala izoforma

s nejnizsi pohyblivosti, oznacena Sipkou ¢islo 1.
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Graf 16: Relativni intenzita izoformy glutathion-S-transferasy detekované v korenech kontrolni rostliny a rostliny
kontaminované anastrozolem v 10 % gelu po nativni elektroforetické separaci. Jednotliva cisla koresponduji s poradim

uvedeném na daném gelu.
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Obrazek 8: Detekce glutathion-S-transferasy v10% akrylamidovém gelu po nativni elektroforetické separaci extraktii listii. Do
kazdé jamky bylo naneseno stejné mnozstvi proteinii. K — kontrolni rostlina bez pridavku léciva, A — rostlina kontaminovana
anastrozolem. Cisla oznacuji vybrané detekované izoformy.

V listech rostlin kontaminovanych anastrozolem bylo detekovdno o dvé izoformy
glutathion-S-tranferasy vice oproti kontrolni skupiné (viz Obrazek 8). Relativni intenzity
nekterych vyrazné odlisSnych izoforem byly vyneseny do Grafu 17. lzoforma s nejnizsi
pohyblivosti vykazovala nizsi aktivitu v kontaminovanych rostlinach, naopak izoforma 1, se

sttedni pohyblivosti, a izoforma 3 snejvyssi pohyblivosti byly detekovany pouze

v kontaminovanych rostlinach.
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Graf 17: Relativni intenzity izoforem glutathion-S-transferasy detekovanych v listech kontrolni rostliny a rostliny
kontaminované anastrozolem v 10 % gelu po nativni elektroforetické separaci. Jednotliva cisla izoforem koresponduji s

poradim uvedeném na daném gelu.

Glutathion-S-tranferasa byla dale detekovéana v kofenech i listech rostlin kontaminovanych

letrozolem, které byly porovnavany s kontrolni rostlinou péstovanou bez piidavku 1éciva.

Obrazek 9: Detekce glutathion-S-transferasy v10% akrylamidovém gelu po nativni elektroforetické separaci extraktii korenii.
Do kazdé jamky bylo naneseno stejné mnozstvi proteinii. K — kontrolni rostlina bez pridavku léciva, L — rostlina kontaminovanda
letrozolem. Cisla oznacuji vybrané detekované izoformy.

V kotenech kontrolnich rostlin a rostlin kontaminovanych letrozolem po elektroforetické
separaci bylo detekovano sedm izoforem glutathion-S-transferasy, nejvice se svymi intenzitami
lisily izoforma 1, tj. izoforma s nejnizs§i pohyblivosti, a izoforma 2, se stfedni pohyblivosti.
V obou byla sniZzena aktivita oproti kontrolni skuping, to je zobrazeno v Grafu 18, jako velikost

relativnich intenzit.
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Graf 18: Relativni intenzity izoforem glutathion-S-transferasy detekovanych v korenech kontrolni rostliny a rostliny
kontaminované letrozolem v 10 % gelu po nativni elektroforetické separaci. Jednotliva cisla izoforem koresponduji s poradim

uvedeném na daném gelu.
K
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Obrazek 10: Detekce glutathion-S-transferasy v10% akrylamidovéem gelu po nativni elektroforetické separaci extraktii listi.
Do kazdeé jamky bylo naneseno stejné mnozstvi proteinii. K — kontrolni rostlina bez pridavku léciva, L — rostlina kontaminovanda
letrozolem. Cisla oznacuji vybrané detekované izoformy.

V listech rostlin kontaminovanych letrozolem a kontrolnich rostlin bylo detekovano stejné
mnozstvi izoforem glutathion-S-tranferasy (viz Obrazek 10) Intenzita se nejvice liSila
u izoformy s nejniz§i pohyblivosti, oznacené Sipkou c¢islo 1, které byla u kontaminované

skupiny zvySena. Relativni intenzitu této izoformy zobrazuje Graf'19.
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Graf 19: Relativni intenzita izoformy glutathion-S-transferasy detekované v listech kontrolni rostliny a rostliny kontaminované
letrozolem v 10 % gelu po nativni elektroforetické separaci. Jednotliva cisla izoforem koresponduji s poradim uvedeném na
daném gelu.

Zvysend aktivita glutathion-S-tranferasy mize souviset se snahou rostliny ochranit se pted
ROS, jelikoz tento enzym patii do rodiny GPx, které¢ eliminuji peroxidy jako potencidlni
substraty pro Fentonovu reakei.?? Néktera xenobiotika s halogenovymi nebo nitroskupinami

mohou byt konjugovana s GSH v reakci katalyzované enzymy glutathion-S-transferasami.
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Z.aveér

Byla provedena fytoextrakce anastrozolu a letrozolu na rostlindch kukufice seté
(Zea mays L.) kultivované in vitro. Z vzorki odebiranych v 24 hodinovych intervalech po dobu
7 dni byla pomoci HPLC stanovena fytoextrakéni i¢innost obou 1é€iv. V porovndni u¢innosti
jednotlivych fytoextrakci dosahovaly velmi podobnych hodnot, avSak v pfitomnosti letrozolu
byla hodnota lehce vyssi. Dale byla stanovena extrahovatelna rezidua z kontaminovanych
rostlin. Lze konstatovat, Ze byla prokazana schopnost kukufice snizit obsah 1éciva médiu a

stopy testovanych latek byly nalezeny i v nadzemni ¢asti kultivovanych rostlin.

Rostliny vlivem abiotického stresu zpiisobeného piitomnosti 1é¢iva mohou vykazovat
odli$né aktivity peroxidas oproti rostlindm kontrolnim. Biochemickou analyzou rostlin bylo
zjiSténo, Ze rostliny péstované v prostiedi anastrozolu vykazovaly niZ$i obsah proteint v listech
ve srovnani s kontrolnimi rostlinami, zatimco v kofenech byl pozorovan opa¢ny trend. Aktivita
celkovych volnych peroxidas klesla u rostlin s anastrozolem, zatimco stoupla u rostlin s
letrozolem. Aktivita membranové védzanych peroxidas se nejvice zvysila v kofenech s
anastrozolem a ABTS-peroxidasa méla vyssi aktivitu v listech, ale niz§i v kofenech s
anastrozolem, zatimco u rostlin s letrozolem stoupla aktivita v obou c¢astech. Aktivita
guajakolperoxidasy klesla u anastrozolu a vzrostla u letrozolu. Pocet a aktivita izoforem
peroxidas a glutathion-S-transferasy byla stanovena po nativni elektroforetické separaci.
Peroxidasova aktivita byla stanovena pouze v kofenech rostlin, v listech byla po nativni

elektroforetické separaci pod limitem detekce. ZvySena aktivita nékterych izoforem glutathion-

S-transferasy mize souviset s biotransformaci 1éCiv v rostlinach.
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