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Abstrakt:

Fytoextrakce psychofarmak piredstavuje dilezity model pro studium kontaminace
potravnich fetézcu a jejiho dopadu na ekosystémy. Tyto latky, ¢asto vylucované do odpadnich
vod, mohou byt absorbovany rostlinami, coz vede k jejich akumulaci v potravinovém fetézci.
Schopnost rostlin absorbovat a akumulovat psychofarmaka je diilezitd pro snizovani
ekotoxikologického rizika. Standardni Cistirny odpadnich vod nejsou dostatecné ucinné v
odstranéni téchto latek. Vzhledem k nastupujicim pozadavkiim na snizeni kontaminace
organickych sloucenin ve vypustich Cistiren odpadnich vod se intenzivné studuji metody

nasledného docistovani vypousténych vod.

Cilem této diplomové prace je analyza fytoextrakce 1€C¢iv trazodonu a escitalopramu,
které patifi mezi antidepresiva, a také buspironu, ktery patifi mezi anxiolytika. Studium
extrakéni ucinnosti bylo provedeno v modelovém systému in vitro sterilni kultivace rostlin
kukufice seté (Zea mays L.) s po¢atecni koncentraci kontaminantu 5 mg/1. Po kultivaci 5—8 dni
byl nalezen pokles vstupni koncentrace o0 22,8 % u trazodonu, o0 30 % u escitalopramu a 22,7 %

u buspironu. Koncentrace kontaminantii byly pribéZzné sledovany pomoci HPLC s UV detekci.

V rostlinach kultivovanych na kontaminovaném médiu byly dale sledovany vybrané
biochemické parametry rostlinného metabolismu jako vliv pfitomnosti 1é¢iv na antioxidacni,
biotransformacni a obranny systém rostlin. V rostlindch 1é€iva vyznamné ovlivnila obsah
fenolickych latek, antioxida¢ni kapacitu, vybrané enzymové aktivity, zejména aktivitu proteas,
a také obsah proteinu teplotniho Soku (HSP70), coz mize byt disledkem zvySené indukce
obrannych mechanismi proti abiotickému stresu vyvolanému danymi 1é€ivy. V kultivaénim
médiu byla také detekovana piitomnost fenolickych latek, antioxidantl a proteind, které byly

patrné rostlinami sekretovany jako odpovéd na tuto abiotickou formu stresu.

Kli¢ova slova: antidepresiva, buspiron, trazodon, escitalopram, fytoextrakce, Zea mays,

ekochemie, rostlinny stres, antioxida¢ni systém, biotransformace.



Abstract:

Phytoextraction of psychopharmaceuticals is an important model for studying
contamination of food chains and its impact on ecosystems. These substances, often excreted
in wastewater, can be absorbed by plants, leading to their accumulation in the food chain. The
ability of plants to absorb and accumulate psychopharmaceuticals is important for reducing
ecotoxicological risk. Standard wastewater treatment plants are not sufficiently effective in
removing these substances. In view of the emerging requirements to reduce the contamination
of organic compounds in wastewater treatment plant discharges, methods for post-treatment of

discharged water are being intensively studied.

The aim of this thesis is to analyze the phytoextraction of the drugs trazodone and
escitalopram, which belong to antidepressants, and also buspirone, which belongs to
anxiolytics. The extraction efficiency study was carried out in an in vitro sterile culture model
system of maize (Zea mays L.) plants with an initial contaminant concentration of 5 mg/L.
After cultivation for 5-8 days, a decrease of 22.8% in the initial concentration was found for
trazodone, 30% for escitalopram and 22.7% for buspirone. Contaminant concentrations were

continuously monitored by HPLC with UV detection.

Selected biochemical parameters of plant metabolism, such as the effect of the presence
of drugs on antioxidant, biotransformation and defence systems of plants, were further
investigated in plants cultured on contaminated medium. In plants, the drugs significantly
affected the content of phenolic compounds, antioxidant capacity, selected enzyme activities,
especially protease activity, and the content of heat shock protein (HSP70), which may be due
to the increased induction of defense mechanisms against abiotic stress induced by the drugs.
The presence of phenolic compounds, antioxidants and proteins, which were probably secreted

by the plants in response to this abiotic stress, was also detected in the culture medium.

Keywords: antidepressants, buspirone, trazodone, escitalopram, phytoextraction, Zea mays,

ecochemistry, plant stress, antioxidant system, biotransformation.
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Seznam zkratek

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
FDA — Food and Drug Administration

DMS — Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
ABTS - 2,2¢-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)

MDA — malondialdehyd

BSA — hoveézi sérovy albumin

BCA — kyselina bicinchoninova

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

DTT - dithiotreitol

TEMED - N,N.N' N - tetramethylethylendiamin

CDNB - 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

NBT - nitro blue tetrazolium chlorid

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

MTT - (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid)
PMS - fenazinmethosulfat

DAB - 3,3 -diamidobenzidin

SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
ROS — reaktivni formy kysliku

TCA - kyselina trichloroctova

TBA - kyselina thiobarbiturova

DDT - 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

ABA — kyseliny abscisova



1. Uvod

Léky jsou pripravky, které obsahuji farmakologicky ucinné latky a slouzi k prevenci,
diagnostice a 1¢écbé nemoci. LéCiva, ktera se vyznacuji farmakologickou aktivitou, maji obecné
vlastnosti ménit funk¢éni stav organismu [1]. V toxikologickych studiich se pied zavedenim
lé¢iv do 1ékarské praxe zpravidla dikladné zkoumaji jejich vedlejsi ucinky na zdravi lidi a
zvifat. Nicméné potencialni vlivy vyroby a pouzivani 1éCiv na zivotni prostfedi se staly

predmétem védeckého zajmu teprve nedavno [2].

Metabolity 1é¢iv jsou obvykle polarni latky rozpustné ve vode¢, které vznikaji v disledku
biotransformacnich procest v organismu. V fadé ptipadi nejsou metabolity 1€Civ ve srovnani
s jejich plivodnimi slouceninami biologicky aktivni. Nicméné nékteré metabolity mohou byt
ucinngj$i nez puvodni 1écivé latky zavedené do organismu [3]. Prvni ditkazy o kontaminaci
zivotniho prostiedi 1éCivy byly zjistény v 70. letech 20. stoleti. Lé¢iva byla poprvé nalezena v
odpadnich vodach z cistirny odpadnich vod Big Blue River v Kansasu (USA) v roce 1976.
Relativné mald pozornost byla vénovana lécivym latkdm a jejich metabolitim jako
potencidlnim kontaminantim Zivotniho prostfedi, protoZze piedstavuji pouze maly podil
zneCist'ujicich latek (pesticidd, produkti domaci péce a osobni hygieny) piitomnych v zivotnim
prostiedi. Kromé toho stale neni zcela jasné, jak tyto chemické latky ovliviiuji ekosystémy. Na
konci 20. stoleti se zjistilo, Ze 1 malé priiniky 1é¢iv a jejich metabolitl do ekosystému maji vliv
na zivotni prostfedi a zivé organismy, a zacaly byt zafazovany do kategorie sledovanych
polutantd. V soucasné¢ dob& byly léky a jejich metabolity detegovany v odpadnich a

podzemnich vodéch, pide¢, rostlinach a Zivo€isnych tkanich [4-6].

1.1. Priciny a nasledky kontaminace 1é¢ivymi latkami

Léciva a jejich metabolity se do Zivotniho prostfedi dostavaji riznymi zptsoby. Léciva,
jejichz doba pouzitelnosti vyprsela nebo nebyla pln€ vyuzita, se mohou nachazet na skladkach,
protoZze je lidé likviduji spolecné s komunalnim odpadem. Ve vétSiné pripadd vSak léky
vyloucené lidskou mo¢i a vykaly kon¢i v odpadnich vodach a nasledné v Cistirndch odpadnich
vod. Cistirny odpadnich vod odstraiuji organické slozky, které obsahuji bilkoviny, sacharidy
a lipidy. Tato zatizeni vSak nejsou schopna uc¢inné odstranit 1€¢iva a jejich metabolity, a proto
se tyto latky nachazeji v odtocich Cistiren a nasledn¢ kontaminuji povrchové vody.

Farmaceutické latky mohou byt ve ekosystému nesnadno rozlozitelné, a 1 v piipadé



rozlozitelnych substanci jsou tyto neustale doplinovany z ptitoku Cistiren, takze se chovaji jako
perzistentni polutanty. [4, 5]. V soucasné dob¢ neexistuji zddné bézné dostupna zatizeni na
¢iSténi odpadnich vod, kterd by se zamétovala na odstraiovani metabolit 1é¢iv nebo jinych

neregulovanych kontaminanti, jako jsou naptiklad vyrobky osobni hygieny [7].

V ramci projektu EU , Rempharmawater” byly v Cistirné odpadnich vod v Goéteborgu
(Svédsko) zjistény koncentrace vice nez 20 farmaceutickych latek patiicich do riznych
terapeutickych skupin. Bylo zjisténo, ze Sest 1éCivych latek (karbamazepin, diklofenak,
kyselina klofibrova, ofloxacin, sulfamethoxazol a propranolol) pfitomnych v odpadnich
vodach je odolnych viici abiotické degradaci. Ibuprofen, ktery je protizanétlivym a
analgetickym terapeutikem a Siroce se pouziva v lékafstvi, byl zjistén ve zvlasté vysoké
koncentraci. Jeho koncentrace byla 7 mg/l [8]. Krom¢ toho bylo zjisténo, ze nizka
degradovatelnost mnoha 1é¢ivych latek umoziuje jejich Sifeni nejen prostfednictvim vodnich

organism, ale nasledn¢ jsou kontaminovany i suchozemské potravni fetézce [9].

Ve vSech zemich dnes probihd intenzivni vyvoj farmaceutickych vyrobki, coz zvysuje
riziko vyskytu velkého mnoZstvi falSovanych, nekvalitnich a proslych vyrobkii. Kromé toho
muZze existovat riziko nedodrzeni nebo poruseni podminek skladovani a nesouladu vybaveni
zdravotnickych podnikli s modernimi pozadavky na bezpecnost Zivotniho prostfedi. Podle
odbornikl jsou farmaceutické produkty ziskané chemickou syntézou stejnymi znecist'ovateli
zivotniho prostfedi jako primyslovy odpad. Na rozdil od znamych toxickych latek
zne€is$tujicich zivotni prostiedi, jako jsou tézké kovy a pesticidy, jsou lé¢iva specializovana
pro individualni pouziti a jejich uvoliovani do Zivotniho prostfedi nema z4dné geograficka,

klimaticka ani jind omezeni [10].

V soucasné dob¢ dochazi k intenzivni kontaminaci 1éCivy celosvétove. Studie z poslednich
let zjistily, ze v mnoha ekosystémech po celém svéte, a dokonce 1 na tak vzdalenych mistech,
jako je Arktida, se nachazi vice nez 150 1ékatskych a veterinarnich 1€¢iv. Podle U.S. Geological
Survey je 80 % povrchovych vod a ptiblizné 25 % podzemnich vod ve Spojenych statech
kontaminovéno 1éc¢ivy [11]. Tato 1é¢iva jsou z riznych terapeutickych tfid, jako jsou
analgetika, beta-blokatory, selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI),
fibraty, antiepileptika a steroidy. Z ekologicko-hygienického hlediska jsou pro ekosystém

v

nejnepiiznivéjsi antibiotika, 1éky s cytotoxickymi a hormondlné-modula¢nimi ucinky [4, 10].



1.2. Hlavni zdroje a cesty zneciSténi ekosystému

Z hlediska zivotniho prostiedi dilezitou etapou zivotniho cyklu 1éCiv je spotieba, produkce

a nakladani s odpady. Kontaminace zivotniho prostiedi je redlna v kazdé z téchto etap ale

dochazi k tomu hlavné pii jejich pouZzivani [12].

Léciva
pouZivana v
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Odpadni l Proces myti
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Obrazek 1: Hlavni zdroje a cesty zne€isténi ekosystému [12].

Ne vSechen farmaceuticky odpad se vSak dostava do Zivotniho prostiedi v dusledku
nespravného pouziti nebo likvidace. Mnohé z nich se mohou do Zivotniho prostiedi uvoliovat
vylu€ovanim lé¢iv pfi metabolismu lidi a zvifat. Naptiklad antibiotika, antidepresiva a
hormony se mohou vylucovat moc¢i a dostavat se do zivotniho prostiedi prostfednictvim
odpadnich vod. Tyto latky mohou mit negativni dopad na vodni ekosystémy, vcetné ryb a

dalsich vodnich organismtl.



Farmaceuticky odpad miize mit negativni dopady i na suchozemské ekosystémy. Nékteré
farmaceutické latky se napiiklad mohou dostat do plidy vyluCovanim v moci zvirat nebo
pouzivanim hnoje v zeméd¢lstvi. To spolecné s priisaky z kontaminovanych povrchovych vod

muze vést ke kontaminaci ptidy a zhorSeni jeji kvality pro zeméd¢€lskou produkei [11,12].

Krom¢ toho mohou mit rezidua farmak v ekosystému negativni u¢inky na lidské zdravi.
Rezidua 1é¢iv mohou mit toxické u€inky na lidsky nebo zviteci organismus, pokud se dostanou

do potravniho fetézce. To mize vést k riznym onemocnénim a zdravotnim problémim [12].

1.3. Vliv rezidui 1é¢iv na Zivé organismy

Farmaceutické latky jsou vysoce aktivni biologické latky, které specificky zasahuji do
regulacnich mechanismil organismu: mohou ovliviiovat metabolismus, ménit hormonalni
rovnovahu nebo ménit signalizaci mezi buiikami, coz je jen nékolik ptikladd jejich moznych
ucinkid. Vzhledem k jejich biologické aktivité a Siroké Skale specifickych ucinka je ziejmé, ze

1é¢iva mohou mit pii vstupu do Zivotniho prostiedi vliv i na ostatni zivé organismy.

Napftiklad bézné pouzivand antibiotika maji inhibi¢ni ti€¢inek nejen na patogenni bakterie,
ale také na rust fas a rostlin. Je znamo, ze 1ék proti bolesti diklofenak je Skodlivy pro zvlasté
citlivé Zivocichy. Napiiklad pfed nékolika lety byly na indickém subkontinentu témét zcela
vyhubeny populace supl n¢kolika druhti, protoZze mrchozrouti otravili hospodarska zvifata,

ktera byla predtim 1éCena diklofenakem [13].

Skupiny védct opakované zkoumaly Uc¢inky ¢tyt ucinnych latek huménnich 1é¢iv na
pstruhy a kapry. Ukazalo se, ze 1 relativné nizké koncentrace karbamazepinu, metoprololu a
diklofenaku [13], které byly rovnéz detegovany v zivotnim prosttedi, mohou n¢kdy zptisobit

vazné poskozeni zivotné€ dilezitych organt ryb, jako jsou jatra, ledviny a Zabry.

Je znamo, Ze syntetické hormony, jako je 17a-ethinylestradiol (estrogenni komponenta v
antikoncepc¢nich ptipraveich), maji dlouhodobé ucinky na reprodukci ryb, a to 1 pii velmi
nizkych koncentracich. V jednom experimentu skupina védci zkoumala ucinky chronického
pusobeni nizkych davek tohoto hormonu na pfirozenou populaci ryb v jezete. V pokusu, ktery
trval sedm let, se ukazalo, ze tento synteticky estrogen v koncentracich 5 az 6 ng/l témét

zastavil reprodukci tloustl, a nakonec vedl k poklesu populace. Tato studie jasn¢ ilustruje



riziko dlouhodobych t¢inkt nizkych koncentraci hormont, které se mohou vyskytovat lokalné,

a to 1 v zivotnim prostfedi, napt. v odpadnich vodach [13-15].

2. Ekosystém a léciva

Léciva a jejich metabolity, které maji Siroké spektrum metabolické aktivity, se objevuji v
rostoucich koncentracich jak vodnich, tak i pozemskych ekosystémech. Ptitomnost téchto latek
v zivotnim prostiedi miize mit nepiedvidatelné ekologické dusledky a negativné ovlivnit lidské

zdravi a zdravi volné zijicich zvifat. Farmaceutické zneciSténi prostfedi se tak stalo

celosvétovym problémem, ktery si zdda odpovidajici pozornost.

Riazné zdroje uvadéji, ze celosvétova spotieba farmaceutickych latek presahuje rocné 3
miliony tun. Mnohé studie poukazuji na vysoké koncentrace ruznych 1é¢iv ve vodnich
ekosystémech. Odpadni voda mize obsahovat pies 100 riznych 1é¢iv [16,17]. Rizné studie
prokézaly, ze koncentrace 1é¢iv v téchto odpadnich vodach mize dosahovat n€kolika stovek
az tisici mg/dm? [18,19]. Ptirodni rozklad 1é¢iv a jejich transformace béhem biologického
¢iSténi odpadnich vod v Cistirndch miiZze navic vést k tvorbé dalSich sloucenin, které mohou

mit vys$i toxicitu a zvySenou perzistenci nez ptivodni latky.

2.1. Chovani lé¢iv v povrchovych a odpadnich vodach

Zbytky léCiv a jejich metabolity se ve velkém mnozstvi dostavaji do Zivotniho prostredi v
disledku fyziologické exkrece lidi a zvifat a také jsou disledkem likvidace domaciho
farmaceutického odpadu. Lécivé latky byly nalezeny v odpadnich, ptirodnich vodéach a v pitné

vodé v USA, Evrop¢ a mnoha dalSich zemich.

Léciva jsou vyvijena za ucelem plsobeni na lidsky organismus, ale vzhledem k podobnosti
fyziologickych mechanismi rtznych biologickych druhi mohou lé€iva ovliviiovat i jiné
organismy, které tvoii ekosystémy, a to na individualni, druhové a mezidruhové trovni. Toto
pochopeni umoznuje zatadit vyzkumny smér zaméfeny na studium Zivotniho cyklu 1é€iv v
zivotnim prostfedi a vlivu zbytkd 1éCiv na rtizné zivé organismy do oblasti ekologické
toxikologie, konkrétné ekologické toxikologie 1é¢iv. [20]

Léc¢iva mlizeme obecné chapat jako xenobiotika a vétSina znich z nich podléha
metabolismu v lidském t&le. Ukolem metabolismu je obvykle modifikovat lipofilni latky ve

smyslu zvySeni polarity, aby byla usnadnéna jejich nasledna, pfedevsim ledvinova, exkrece.



Parametry metabolismu jsou individualni pro kazdou latku a zavisi na pohlavi, rase, véku a
fyziologickém stavu organismu. Existuji dvé faze metabolismu, jejichZ potadi nemusi nutné

odrazet jejich skute¢nou posloupnost [21].

V prvni fazi metabolismu dochazi k oxidativnim, redukénim nebo hydrolytickym
preménam molekuly, které zvySuji jeji polaritu. Ve druhé fazi metabolismu dochazi ke
konjugaci xenobiotika s endogennimi molekulami, které zlepSuji transportni vlastnosti
metabolitu. Béhem metabolismu ¢asto dochézi k inaktivaci u¢inné latky, coz mtize vést k jeji
neschopnosti dale ptsobit biologicky v piivodnim smyslu. Neni vSak vylouceno jiné pisobeni

na zivé organismy.

Nicméné¢ mnoho 1é¢iv bud’ metabolismu nepodléha, nebo jen ¢astecné. To znamend, Ze
aktivni molekula Gi¢inné latky je vylu€ovdna nezménénd bud’ moci, nebo ve stolici a mize dale
pusobit biologicky. Vyzkumy navic ukazuji, Ze glukuronidové transportni komplexy aktivnich
molekul nékterych 1é¢iv, vznikajici béhem druhé faze metabolismu, se snadno rozkladaji
b&hem procest Cisténi odpadnich vod a uvoliluji nezménénou ucinnou latku do vodni faze nebo

do cistirenského kalu [21,22].

2.2. Zdroje 1é¢iv v Zivotnim prostiedi

Abychom mohli posoudit rozsah problému, vezméme si ptiklad. Ve Francii se antibiotikum
amoxicilin spotfebovava v priméru v mnozstvi 385,6 tun roéné (primérnéd hodnota za obdobi
1999-2006) [23]. Pti urovni jeho exkrece 60 % se do kanaliza¢nich siti ve Francii kazdoro¢né
dostava vice nez 230 tun tohoto antibiotika v pfepoctu na Cistou u¢innou latku. Takto velké
vypousténi do Zivotniho prostfedi samoziejmé€ nemtiZe ziistat bez pov§imnuti pro ekosystémy
ani se stat v podminkach primyslové vyroby. A vezmeme-li v tivahu, zZe celkova spotieba
farmaceutickych substanci ve svété presahuje 3 miliony tun ro¢né [24], je mozné piedpokladat,
ze mnozstvi t€innych latek riznych 1é¢iv, které se dostavaji do Zivotniho prostiedi v disledku
fyziologické exkrece, €ini stovky tisic tun ro¢né.

Dal$im vyznamnym zdrojem lé¢iv v Zivotnim prosttedi jsou nepouzita 1é€iva. V domacich
I€ékarnickach obyvatel vyspélych zemi se hromadi velké mnozstvi 1ékti, které¢ zlstavaji
nevyuzity po ukonceni 1écby nebo byly zakoupeny bez ptimé potieby, do zasoby. Naptiklad v
jedné studii provedené v USA bylo zjisténo, Ze pouze 2 % ambulantnich pacientl dokonci
1écbu bez zbytka 1€k [25]. V jiné studii provedené ve Velké Britanii bylo zjisténo, Ze 52,8 %
vSech respondenti dokoncuje predepsané lé¢ebné klry. Z toho 79,2 % respondentli plné
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vyuziva analgetika, 17,6 % dobere piedepsana antibiotika, 46,8 % dokon¢i terapii
betablokatory a 53,7 % antidepresivy [26].

Hlavnimi pti¢inami vedoucimi k hromadéni farmaceutického odpadu v domacnostech jsou:

e dostupnost 1éCiv, vcetné tplné nebo Castecné uthrady nakladii na jejich pofizeni v
nekterych zemich;

e aktivni reklama farmaceutickych spole¢nosti zaméiena na zvyseni spotieby 1éCiv;

e polypragmazie (vCetné vlivu farmaceutické reklamy);

e samolécba a autodiagnostika;

e pokrocily vek a/nebo pritomnost chronickych onemocnéni u obyvatel domécnosti;

e pfitomnost malych déti v rodin¢.

Nahromadéna 1éciva se stavaji nepouzitelnymi v disledku poruseni ptivodniho baleni,
pusobeni nepiiznivych skladovacich podminek nebo po uplynuti doby pouzitelnosti. Poté jsou

bud’ splachovana do kanalizace, nebo vyhazovéna spolu s béznym odpadem.

3. Fytoremediace

Fytoremedia¢ni technologie byla zprvu vyvinuta a testovdna pro odstrafiovani iontd
tézkych kovi. Postupem doby vSak zaala byt zkoumana a uplatiiovana i pro odstrafiovani
organickych sloucenin, nebot’ rostliny se vyznacuji 1 extrakénim potencidlem pro organickeé
latky. Zakladni principy a postupy pro ob¢ tyto skupiny kontaminantti vak zistavaji v podstaté
stejné. Znecisténi ptirodniho prostfedi ionty tézkych kovii predstavuje pro biosféru velké
nebezpeci. Kromé piimych toxickych uc€inki na Zivé a rostlinné organismy mayji t¢zké kovy
tendenci kumulovat se v potravnich fetézcich, coz zvySuje jejich nebezpecnost pro ¢loveéka.
Jakmile se dostanou do vodnich tutvart, zistavaji dlouho v nejnebezpecnéjsi iontové forme, a
1 kdyz jsou ve vdzaném stavu (koloidni forma, dnové sedimenty nebo jiné Spatn¢ rozpustné
slouceniny), piedstavuji potencidlni hrozbu jesté¢ dlouho. ZvySeny obsah tézkych kovi v téle
vede k onemocnénim kardiovaskularniho systému, zptisobuje t¢Zké formy alergii. Kromé toho
mayji tézké kovy embryotropni vlastnosti a jsou karcinogenni [27].

Analyza v soucasnosti Siroce pouzivanych metod odstraiiovani tézkych kovi z ptirodnich
objektl, jako je ptida a vodni plochy, ukazuje, ze jsou spojeny s tvorbou velkého mnozstvi
toxickych kalti, jsou ndkladné a obtizné proveditelné. Proto je naléhavé nutné hledat a vyvijet

metody, které umoznuji extrakci ekotoxickych latek bez dalSiho zatizeni Zivotniho prostredi.



Za nespornou prioritu z hlediska ekologické a ekonomické ucinnosti je uznadvana metoda
Sfytoremediace [28] - technologie ¢isténi pidy a priimyslovych odpadnich vod s vyuZzitim
ptirodnich a geneticky modifikovanych rostlin, kterd vznikla spojenim dvou latinskych slov
,phyto - rostlina a ,remedium® - Cistit, obnovovat [29]. Posledni desetileti se vyznacuji
intenzivnim rozvojem tohoto pfistupu [30,31]. Zprava americké Agentury pro ochranu
zivotniho prosttedi za rok 2000 tak popisuje 194 vyzkumnych projektii v oblasti fytoremediace,
z nichz 33 (17 %) se vénuje ¢isténi zivotniho prostiedi od té¢zkych kovi [32]. V domaci véde
se veénuje velkd pozornost vyuziti fytoremediacnich technologii pro kontrolu znecisténi
tézkymi kovy [33-37]. Podstatnd ¢ést z nich je vSak vénovana upravé pidy [35-37] a jako

modelové objekty byli Castéji vyuzivani zastupci vodni vegetace [33, 34].

3.1. Fytoremediacni technologie

Fytoremediace zahrnuje 5 hlavnich pfistupl a podle toho se déli na 5 technologii: rhizo—a

fytofiltraci, fytoextrakcei, fytostabilizaci, fytodegradaci a fytovolatizaci [38].

Fytovolatizace

Fytodegradace
Fytoextrakce

Organic
\ . .' comgaunds

Fytostimulace

o Pallutants

Fytostabilizace
| Y =]
ae

[ |

Rhizofiltrace

Obrazek 2: Schéma fytoremediacnich technologii [39].

3.1.1. Rhizofiltrace/fytofiltrace

Rhizofiltrace spociva v pruchodu odpadnich vod pfes rhizofiltratni jednotky s
hydroponicky péstovanymi vys$Simi suchozemskymi rostlinami, dlouhymi, vldknitymi a
hustymi, pokrytymi vlasecnicovymi koteny. Kofenovy systém potom absorbuje, koncentruje
nebo srazi tézké kovy [40]. Podle stejnych principti se provadi také ¢isténi odpadnich vod od
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ionta tézkych kovii pomoci vysSich vodnich rostlin (makrofyt), tato metoda se nazyva
ftofiltrace [41].

Fytofiltraci odpadnich vod Ize provadét dvéma zpisoby:

1) ve fytofiltraénim systému — priichodem toku odpadni vody s regulovanym pH, teplotou a
rychlosti ptes akvaria s rostoucimi makrofyty [42].

2) pomoci tzv. botanickych lokalit, kterymi se rozumi Siroka Skala vodnich tokl pfirozené
porostlych makrofyty nebo v nich uméle vysazenych. Zpravidla se jednd o bazinaté oblasti s
pomalou rychlosti proudéni na cesté do vétsich vodnich ploch [43,44].

Kdyz se makrofyta nasyti tézkymi kovy, kontaminovana biomasa (celd nebo nad hladinou
vody) se odstrani nebo pokosi. Biomasa se poté obvykle likviduje spalenim za fizenych

podminek.

3.1.2. Fytoextrakce

Fytoextrakce je péstovani specidlné vybranych druhii rostlin po urcitou dobu na
kontaminovanych mistech s cilem extrahovat tézké kovy z plidy kofenovym systémem a

maximalizovat jejich koncentraci v nadzemni biomase [45, 46].

3.1.3. Fytostabilizace

Fytostabilizace — fyzikalni a chemicka imobilizace zne€ist'ujicich latek jejich sorpci na
kotfenech a chemickou fixaci rliznymi pfisadami v piid€ s cilem stabilizovat toxické latky a
zabranit jejich Sifeni vétrnou a vodni erozi; snizit vertikdlni migraci zneciStujicich latek do
podzemnich vod. Muze byt pouzita jako doCasna strategie ke snizeni environmentalnich rizik

do doby, nez bude zvolena nejvhodné;jsi technologie ¢isténi. [46].

3.1.4. Fytodegradace

Jedna se o techniku pouZivanou k dekontaminaci kontaminovaného mista pomoci rostlin.
Nazyva se také fytotransformace, kdy se organické zneciStujici latky rozkladaji nebo
pfeménuji na jiné nebo mén¢ Skodlivé, jednodussi formy znecist'ujicich latek, které rostliny
zachycuji a zabudovavaji do svych télnich tkani. Rostliny maji n¢které enzymy, které se

pouzivaji k rozkladu chlorovanych rozpoustédel, jako je trichlorethylen a muni¢ni odpad. [46].



3.1.5. Fytovolatizace

Fytovolatizace je proces, pii kterém rostliny adsorbuji kovy, jako je rtut’ a selen, z pudy,
biologicky je v rostling pfeménuji na plynnou formu a uvoliuji je do atmosféry.
Cistici efekt je zptisoben tim, Ze plynna forma téchto kovil je mnohem méné toxicka, napiiklad
u selenu se toxicita snizuje 500-600krat [47,48]. 1 ptes dalsi vyhody (minimalni zména
¢isténého povrchu, minimalni potteba udrzby po vysadbe, prevence eroznich procesu, absence
nutnosti likvidace rostlinné biomasy), nelze pii pouziti fytovolatilizace na rozdil od jinych
fytoremediacnich technologii kontrolovat migraci kontaminantti vnasenych do prostiedi. Proto

je fytovolatilizace nejkontroverznéj$im zpiisobem fytoremediacni technologie [47].

3.2. Perspektiva a omezeni fytoremediace

3.2.1. Perspektiva

e Naéklady na fytoremediaci jsou niz8i nez naklady na tradi¢ni postupy, a to jak in situ,
tak ex situ.

e Moznost zpétného ziskani a opctovného vyuZiti cennych kovl (spolecnostmi
specializujicimi se na ,,fytoremediaci‘).

e Zachovani svrchni vrstvy pludy, udrzeni pidni Grodnosti.

e ZlepSuje stav pudy, vynosy plodin a fytochemikalie v rostlinach.

e Pouziti rostlin také sniZuje erozi a vyplavovani kovi v pudé.

3.2.2. Omezeni

e Fytoremediace je omezena plochou a hloubkou, kterou zabiraji koteny.

e U remediacnich systémt zaloZenych na rostlindich neni moZné zcela zabranit
vyplavovani kontaminant do podzemnich vod (bez tiplného odstranéni kontaminované
pudy, coz samo o sob& problém kontaminace netesi).

e Bioakumulace kontaminantli, zejména kov1, v rostlinach miZe ovlivnit spottebitelské
produkty, jako jsou potraviny a kosmetika, a vyzaduje bezpecnou likvidaci zasazeného
rostlinného materialu.

e Pii absorpci tézkych kovi se nékdy kovy vazou na piidni organickou hmotu, ¢imz se

stavaji nedostupnymi pro extrakci rostlinou [48-50].
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4. Antidepresiva

Antidepresiva jsou v dneSnim svété predepisovana velmi, velmi Casto. Antidepresiva
reguluji v mozku hladiny chemickych latek (neurotransmiter), které ovliviiuji naladu a emoce.
Kdyz ¢lovek trpi bolesti srdce a tzkosti z deprese, mize se zdat, ze 1€ky jsou jednoduchou a
pohodlnou metodou ulevy. Pokud je deprese t€zka, mohou byt antidepresiva obzv1asté uzitecna

a n¢kdy dokonce zivot zachranujici.

Antidepresiva pii 1écb¢ deprese vyzaduji pomérmné dlouhou dobu aplikace, nez zacnou
ucinkovat. Je také dilezité si uvédomit, ze mohou mit nepiijemné nebo dokonce zavazné
vedlejsi ti¢inky. Casto se musi testovat rozdilné typy antidepresiv, aby se nasel optimalni 16k
pro terapii konkrétniho pacienta.

Antidepresiva se rovnéz ¢asto kombinuji s dal§imi zptsoby 1é€by deprese (cviceni, kognitivni

a behavioralni terapie) a zménou zivotniho stylu. [51].

4.1. Klasifikace antidepresiv

V soucasné dob¢ existuje nékolik podskupin 1€kl ze skupiny antidepresiv, které se lisi
principem Uc¢inku a chemickym sloZenim, z nichz jsou necastéjsi typy:

e Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI);

e Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu (SNRI);

e Tricyklické antidepresiva (TCA);

e Inhibitory monoaminooxidasy (MAOI);

e Atypickd antidepresiva (AAT).

Existuji také rostlinnd antidepresiva, napf. tfezalka teckovand a Safran, ale moderni
medicina zaloZena na diikazech povazuje tyto léky za nedostate¢né G€inné ve srovnani se

syntetickymi antidepresivy a doporucuje je pouze u mirnych a sttedné tézkych depresi [52].

4.2. Fungovani antidepresiv

Je ptiznacné, Ze ani dnes neni zcela znamo, jak antidepresiva pisobi, jaky je mechanismus
ucinku téchto 1€ki. Predpoklada se, ze zvysSuji hladinu specialnich chemickych latek v mozku
— neurotransmiterti neboli pfenasecii. Bylo zjisténo, ze nékteré neurotransmitery, naptiklad

serotonin a noradrenalin, souviseji s ndladou a emocemi.
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Neurotransmitery mohou také ovliviiovat signaly bolesti, které vysilaji nervova zakonceni,

a to muze vysvétlovat, pro¢ néktera antidepresiva zmiriuji dlouhodobou bolest.

Antidepresiva sice mohou Iécit priznaky deprese, ne vzdy vSak mohou fesit jeji pticiny.
Proto se k 1é¢bé tézkych depresi nebo jinych dusevnich poruch obvykle pouzivaji v kombinaci

s psychoterapii.

Vyzkumy potvrzuji, Ze antidepresiva mohou byt uzitecnd pro lidi se stfedné tézkou az

tézkou depresi. U mirné deprese se obecné nedoporucuji [53].

4.3. Trazodon

Trazodon je jedinecné atypické serotoninergni antidepresivum se specifickym
mechanismem ucinku, ktery se li§i od mechanismu ucinku vSech ostatnich zndmych
antidepresiv a je jedinym zastupcem ve své tiidé. Piestoze je znam jiz od 70. let 20. stoleti,
svymi receptorovymi vlastnostmi, dobrym profilem snasenlivosti a bezpe€nosti patii do III.
generace antidepresiv a v nékterych ohledech jej 1ze povazovat za modernéjsi nez selektivni
inhibitory zpétného vychytavani serotoninu. Z hlediska celkové Uc€innosti je srovnatelny s
ostatnimi antidepresivy, ale diky svému mechanismu ucinku je Casto UCinny v ptipadech

depresivnich a uzkostnych poruch rezistentnich na jina antidepresiva [54].

Cl
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Obrazek 3: Chemicka struktura trazodonu
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4.3.1. Vyuziti trazodonu v mediciné

Trazodon je v soucasné dobé dostupny v mnoha zemich svéta v riiznych 1ékovych formach.
V USA a n¢kterych dalSich zemich je zndm pod obchodnim ndzvem Desyrel®, v Evropé pod
obchodnim ndzvem Trittico®, v Kanad¢ pod obchodnim nazvem Trazorel®, ve Velké Britanii
a Irsku pod obchodnim nazvem Molipaxin®. Celosvétoveé je k dispozici ve formé béznych
tablet s okamzitym uvolilovanim 25, 50, 100 a 150 mg a tablet s prodlouZenym uvoliiovanim
100, 150, 200 a 300 mg. V nékterych zemich je dostupny také jako perordlni kapky a jako

injekéni roztok.

Trazodon je schvalen FDA pro lé¢bu deprese u
velké depresivni poruchy nebo unipolarni rekurentni

depresivni poruchy a v depresivni fazi bipolarni

TRITTICO 300 mg

afektivni poruchy Trazodon se pouziva také k 1écbé compresse rivestite con film a rilascio prolungato
compresse

depresivnich stavii u schizofrenie a schizoafektivni 'CONTRAMID

Trazodone cloridrato ANGELING

poruchy, organickych depresi a dalSich. V 1écbé
depresivnich stavil lze trazodon pouzit jak v

monoterapii, tak v rdmci kombinované 1€cby s Obrézek 4: Lécivy pripravek trazodonu [S6].
jinymi léky (v€etné jinych antidepresiv) nebo

psychoterapie. [54,55].

Dulezitymi vlastnostmi ptipravku Trittico jsou také jeho silny sedativni a proti uzkostny
ucinek, specificky normaliza¢ni u€inek na fazovou strukturu spanku a cirkadidnni rytmy a silny
analgeticky ucinek. Ptipravek Trittico je rovnéz ucinny pii 1écbé zavislosti na alkoholu,

opioidech a benzodiazepinech. [54].
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4.4. Escitalopram

Escitalopram patfi do druhé generace selektivnich inhibitori zpétného vychytavani
serotoninu (SSRI) a je odvozen od citalopramu, thymoanaleptiku stejné skupiny, ktery je
racemickou smési dvou enantiomert: neaktivniho R-citalopramu a aktivniho S-citalopramu.
Escitalopram, ktery je levotoCivym (S-) enantiomerem citalopramu, je z hlediska
farmakologické aktivity lepsi nez predchiidce citalopramu, pfi¢emz si zachovava vsechny
vyhody spojené se selektivitou mechanismu ucinku. Stejn¢ jako citalopram nema escitalopram
prakticky zadny t¢inek na noradrenergni, dopaminergni, cholinergni a histaminové receptory.
Escitalopram neovliviiuje aktivitu jaterniho cytochromového izoenzymového systému, coz

minimalizuje riziko nezadoucich Iékovych interakci pii kombinované farmakoterapii [57].

Obrazek 5: Chemicka struktura (S) — citalopramu a (R) - citalopramu

4.4.1. Vyuziti escitalopramu a citalopramu v mediciné

Escitalopram je ucinné a bezpecné antidepresivum nové generace SSRI se Sirokym
spektrem klinické aktivity. Escitalopram ma vyrazny thymoanalepticky ucinek, ktery zajist'uje
vyznamné a rychlé sniZeni afektivnich ptiznakl u deprese jakékoli zavaznosti. Escitalopram je
ucinnou lécbou Sirokého spektra tizkostné-fobickych poruch, véetné panické, generalizované a
socialni uzkostné poruchy. Uginna denni davka escitalopramu je nejméné poloviéni oproti
citalopramu. V 1€¢bé depresivnich poruch je escitalopram v davce 20 mg/den u€inngjsi nez

citalopram v davce 40 mg/den.

Escitalopram ma piiznivy profil snaSenlivosti a oproti modernim selektivnim
antidepresiviim (citalopram, paroxetin, venlafaxin) vykazuje vyhodu, pokud jde o spektrum
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nezadoucich ucinkl souvisejicich s 1écbou. Escitalopram mé optimalni pomeér ucinnosti a
bezpecnosti. Lék nezpusobuje klinicky vyznamné zmény vitdlnich funkci, coz poskytuje
moznost jeho pouZiti nejen u psychiatrickych pacientt, ale také v obecné 1ékarské populaci
pacientil s depresi a uzkostné-fobickymi poruchami vyskytujicimi se na pozadi somatické a
neurologické patologie. Pouziti escitalopramu se zda byt ekonomicky vyhodné, coz je zfejme
dano jeho rychlym a vyraznym terapeutickym ucinkem, stejn¢ jako minimalnimi nezadoucimi

ucinky a absenci toxicity [57,58].

5. Anxiolytika

Anxioliytika jsou skupinou psychotropnich 1€kt s proti izkostnym G¢inkem, které zmirnuji
uzkost a vnitini napéti, tfes a svalové napéti neurotického pivodu, strach. Nekteré 1éky této
skupiny mohou mit krom¢ normalizace psychoemoc¢niho stavu a u¢inku na no¢ni spanek také

tonizujici t€inek.

Anxiolytika se pfedepisuji ke zmirnéni stavil agitovanosti (a) a astenie (b) provazejicich

rizné dusevni poruchy:

a) uzkost, panika, strach, podraZzdénost, dysforie, problémy s usinanim, zkraceni doby
spanku, autonomni labilita, autonomni krize.

b) chronicka Uinava, hypochondrie, problémy s pozornosti a zapamatovanim informaci,
sniZzena intelektualni aktivita, slabost, inava, letargie, apatie, podrazdénost, nedostatek

energie po spanku [59].

5.1. Efekty anxiolytik

e Anxiolvticky (proti uzkosti) uéinek.

Hlavnim tkolem anxiolytik je vyvolat anxiolyticky (proti uzkostny) tc¢inek tzv. zmirnit
uzkost, obavy, strach (antifobicky ucinek), snizit emoc¢ni napéti. Kromé toho anxiolytika
pomahaji zvladat obsedantni myslenky a hypochondrii, iracionalni obavy o vlastni zdravotni

stav.
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e Sedativni (uklidnujici) téinek

Anxiolytika maji sedativni (ukliditujici) ac¢inek, ktery se projevuje snizenim hyperaktivity,
psychomotorické excitability, rychlosti motorickych a psychickych reakci, koncentrace

pozornosti. Sedativni Gc¢inek 1ze pficist doplitkovym anxiolytiktim.

e Hypnoticky ¢inek

Pfi poruchach spanku (obtize v procesu usinani, pfi pfitomnosti povrchniho, na vnéjsi
podnéty citlivého spanku, jakoz i kratkého, pro zotaveni nedostatecného spanku), které
zpravidla vznikaji na pozadi pribéhu lehkych a hrani¢nich duSevnich poruch, pomahaji

anxiolytika zvladnout tyto stavy prostfednictvim uspavaciho (hypnotického) ti¢inku.

e Mpyorelaxacéni (uvoliujici) 1¢inek

U psychopatologickych stavii zpusobujicich napéti kosterniho svalstva, svalovou a
motorickou excitaci je uzite¢ny myorelaxacni (uvolnujici) G€inek anxiolytik. Pokud je vSak
pacientova profesni ¢innost nebo Zivotni styl spojen s potfebou udrzet rychlou psychickou a
fyzickou reakci, je tfeba pfisné volit 1€k ve spravném davkovani. Jinak se miize objevit

subjektivni pocit letargie a slabosti.

e Antikonvulzivni uéinek

Antikonvulzivni u¢inek anxiolytik se obvykle vyuzivda u stavii provazenych
epileptogenni aktivitou. Tento u¢inek nachazi terapeutické vyuZiti zejména u hysteroepilepsie
(neepileptické paroxysmalni stavy), nekonvulzivni epilepsie, neuropsychogennich zachvati
(napt. zéastava dechu, parasomnie, panicka porucha, kardiogenni zachvaty, tenzni bolesti

hlavy).

e Vegetostabilizaéni ucinek

Profil terapeutického ucinku nékterych anxiolytik zahrnuje vegetostabiliza¢ni ucinek —
stabilizaci funk¢ni aktivity autonomniho nervového systému. Pfi uZivani téchto 1€ka se
zastavuji vegetativni projevy uzkosti, naptiklad: buseni srdce, vysoky krevni tlak, poceni,

gastrointestinalni poruchy [60,61].
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5.2. Buspiron

Buspiron, nebenzodiazepinové anxiolytikum, je selektivni parcialni agonista serotoninovych
5-HT1A receptord, selektivni antagonista dopaminovych D2-autoreceptorii a slabé afinitni
agonista 5-HT2 receptort.

Hlavni indikaci pro pouziti tohoto pfipravku je generalizovana uzkostna porucha, ale
muze byt uzitecny 1 u jinych uzkostnych stavili, zejména u panické poruchy, sociofobie a
deprese (jako doplikova 1écba). Kromé toho buspiron se pouziva u dalSich neurologickych a
psychiatrickych onemocnéni napf. pro korekci 1ékove indukovanych dyskinezi u Parkinsonovy
nemoci, ataxie, poruch chovani pfi poranéni mozku, demence, syndromu hyperaktivity a

poruchy pozornosti. [62].

Obrazek 6: Chemicka struktura buspironu

5.2.1. Vyuziti buspironu v mediciné

Nejvice zkuSenosti s uzivanim buspironu bylo nashromazdéno u generalizované izkostné

poruchy.

Klinické studie poslednich 30 let provazi neustalé zdokonalovani nosologické struktury
uzkostnych poruch. Na poc¢atku 20. stoleti bylo chapani tzkostnych poruch pomérné vagni, ale
postupem c¢asu bylo jejich misto v okruhu ostatnich duSevnich poruch jasnéji vymezeno,

castecné 1 pod vlivem farmakologického vyzkumu.
Ptiznaky generalizované uzkostné poruchy jsou chronické a €asto se vyskytuji u pacientd,

ktefi se dostavi k praktickému Ié€kati. Tito pacienti obvykle piichazeji s neurcitymi

somatickymi stiznostmi na tinavu, svalovou bolest nebo napéti a poruchy spanku.

17



Buspiron je prvnim nebenzodiazepinovym anxiolytickym piipravkem schvalenym FDA
pro 1écbu generalizované uzkostné poruchy na zéklad¢ praci, které prokazaly, Ze jeho G¢innost

je srovnatelna s benzodiazepiny [62].

Podle kritérii DSM-V [63] je generalizovana tizkostni porucha charakterizovana:

1. Nadmeérna tizkost a obavy (izkostna ocekavani) vyskytujici se ve vétsin€ dnti po dobu
nejméné 6 mesicti a projevujici se v fad¢ udalosti nebo Cinnosti (napt. pfi vykonu
povolani nebo ve skole).

2. Obtize s ovladanim tzkosti.

3. Pfitomnost alespont 3 z nésledujicich pfiznakii po vétSinu dni po dobu nejméné 6
mésicl: motoricky neklid nebo pocit nestability; rychld inava; obtize se soustiedénim
a nesoustiedénost; podrazdénost; svalové napéti; poruchy spanku.

4. Klinicky vyznamné potize nebo zhorSeni socidlnich, pracovnich a jinych aktivit
zpusobené uzkosti, neklidem nebo fyzickymi (psychomotorickymi) ptiznaky.

5. Tyto poruchy, které nelze vysvétlit fyziologickym ucinkem psychoaktivni latky nebo
somatickym onemocnénim.

6. Tyto poruchy nelze vysvétlit jinym duSevnim onemocnénim.

Buspiron byl také uspésné pouzit k profylaktické 16cbé migrény a alkoholismu u osob se
soubé&znou uzkostnou poruchou a k 1é¢bé tzkostné deprese, tizkosti a agitovanosti u pacientt s

traumatickym poskozenim mozku [64,65].

6. Biochemicka odpovéd’ rostlin na pritomnost 1é¢iv v
prostredi

Rostliny mohou reagovat na pfidani 1é¢iv do ristového média nebo pidy, pficemz tyto

reakce jsou zavislé na typu latky, jeji koncentraci a specifickych vlastnostech rostliny [66].

Rostliny vystavené stresovym podminkdm, vcetné¢ expozice léCiviim, Casto reaguji
zvySenim antioxida¢ni kapacity. Antioxida¢ni systém rostlin zahrnuje enzymy jako peroxidasy
a glutathionperoxidasy, které hraji kli¢ovou roli v neutralizaci reaktivnich forem kysliku (ROS)
a ochran€ bunck pfed oxida¢nim poSkozenim. Peroxidasy hraji klicovou roli pii lignifikaci
bunécnych stén rostlin, coz je proces, ktery vede k zesileni a zpevnéni bunécné struktury.
Zvysena aktivita peroxidas mtize podporovat tvorbu ligninu, ¢imz se bunécné stény stavaji
mén¢ propustnymi pro rizné latky, véetné 1éCiv pritomnych v ristovém médiu. Tato snizena
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prostupnost mize omezit vstup xenobiotik do bun¢k, coz vede k ochrané rostliny pred
potencialné toxickymi ucinky téchto latek. V diisledku toho se mtize rostlina 1épe ptizplisobit

a prezit v prostiedi s vysokou koncentraci kontaminant.

Glutathionperoxidasy (GST), které¢ vyuzivaji glutathion a peroxid vodiku jako substraty,
rovnéz prispivaji k detoxikaci ROS a udrzovani redoxni rovnovahy v bunikach. GST je kli¢ovy
biotransformacéni enzym, ktery hraje vyznamnou roli v detoxikaci xenobiotik prostfednictvim
jejich konjugace s glutathionem. Timto zplisobem muze GST modifikovat a detoxikovat

kontaminanty, coz usnadnuje jejich vylouceni z rostliny a snizuje jejich toxické Gc¢inky [67].

Pfidani 1é¢iv do ristového média nebo pidy muze také ovlivnit aktivitu specifickych
enzymu v rostlinach. Glutathion-S-transferasy (GST) jsou klicové enzymy podilejici se na
detoxikaci xenobiotik, vcetn¢ léciv. Tyto enzymy katalyzuji konjugaci glutathionu s
reaktivnimi meziprodukty, ¢imz usnadnuji jejich odstranéni z bunék. Aktivita GST je Casto
zvySena v pritomnosti stresovych podminek, coz poméha rostlindm zvladat toxické ucinky

kontaminant [67].

Fenolické latky jsou dulezitou skupinou sekundarnich metabolit v rostlinach, které maji
silné antioxida¢ni vlastnosti. Produkce fenolickych latek je Casto zvySena jako odpovéd na
stres vyvolany lécivy. Tyto latky mohou neutralizovat ROS a pfispivat k celkové antioxida¢ni
kapacité rostliny, ¢imz pomdhaji chranit bunky pfed oxida¢nim poSkozenim. ZvySena
produkce fenolickych latek miize také souviset s posilenim obrannych mechanismu rostlin

proti patogentim a herbivorim [67].

Rostliny maji schopnost vyextrahovat a transformovat 1é€iva prostfednictvim rtiznych
biochemickych cest. Tento proces zahrnuje enzymatické reakce, které meéni chemickou
strukturu 1éCiv a usnadiiuji jejich odstranéni nebo detoxikaci. GST a peroxidasy hraji
vyznamnou roli v téchto procesech, coz umoziuje rostlindm zvladat pfitomnost xenobiotik
napf. farmaceutickych latek v prostfedi. Biotransformace kontaminant v rostlindch mize vést
k tvorbé méné toxickych nebo snaze odstranénych metabolitil, coZ sniZzuje jejich negativni

dopad na rostlinné buiiky a celkové zdravi rostliny.
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Biochemické reakce rostlin na pfidani 1é¢iv do riistového média nebo plidy zahrnuji
komplexni interakce mezi antioxida¢nimi systémy, enzymatickymi aktivitami a produkci
fenolickych latek. Tyto procesy umoznuji rostlinam efektivné zvladat stres a minimalizovat
poskozeni zptisobené 1éCivy. Pochopeni téchto mechanismu je kli¢ové pro aplikace v oblasti
fytoremediace a zlepSeni rlstu rostlin v pfitomnosti farmaceutickych kontaminantf. Vyzkum
interakci mezi xenobiotiky a rostlinami je dillezity nejen pro ochranu Zivotniho prosttedi, ale
také pro vyvoj ucinnych metod k odstranéni téchto kontaminant z ekosystémii. Dikladné
porozuméni t€émto procesim muze také prispet k inovativnim strategiim pro zlepSeni odolnosti

rostlin vii¢i riznym typiim stresu, coz ma Siroké ekologické a agronomické dopady [66-67].

DETOXIFICATION

=

REGENERATION

. Schéma 1: Antioxidacni systém a detoxikace reaktivnich forem kysliku. Zkratky jsou vysvétleny

v textu.

Schéma ¢. 1 znazornuje dvé klicové oblasti v antioxida¢nim systému bunék: proces

detoxikace reaktivnich forem kysliku (ROS) a naslednou regeneraci antioxidanta.

V sekci detoxikace (zobrazené v Cervené Casti nahote) superoxiddismutasa (SOD)
preménuje superoxidovy anion (Oze—) na kyslik (O2) a peroxid vodiku (H2O2). Nésledné
katalasa (CAT) rozklada peroxid vodiku (H2O2) na vodu (H20) a kyslik (Oz), coz vede k
detoxikaci H,O». Askorbat peroxidasa (APX) také pfeménuje H>O» na vodu (H20) za pomoci
askorbatu (AsA) jako substratu.
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V sekci regenerace (zobrazené v modré ¢asti dole) glutathion reduktasa (GR) obnovuje
oxidovany glutathion (GSSG) zpét na jeho redukovanou formu (GSH) za vyuziti NADPH.
Dehydroaskorbat reduktasa (DHAR) pfeménuje dehydroaskorbat (DHA) zpét na askorbat
(AsA) za pomoci GSH. Monodehydroaskorbat reduktasa (MDHAR) obnovuje
monodehydroaskorbat (MDHA) zpét na askorbat (AsA) za pouziti NADPH.

Detoxikace a regenerace spolu Uizce souviseji, protoze produkty detoxikace (napt. H20»)
jsou rozkladany enzymy (CAT a APX) a vysledné produkty jsou nésledné regenerovany zpét
do jejich aktivni formy v rdmeci regenera¢niho cyklu. Tento proces udrzuje rovnovadhu mezi
tvorbou ROS a jejich neutralizaci, coz je kli¢ové pro ochranu bun¢k pred oxida¢nim stresem.
Schéma tak zndzornuje, jakym zpisobem bunky zajistuji ochranu pfed poSkozenim
zpusobenym reaktivnimi formami kysliku a jak regeneruji své antioxidanty, aby byly opét

ptipraveny k neutralizaci ROS [68].

Souhrnny ¢lanek od Bartikové et al. z roku 2015 [69] se zabyva roli enzymi, které
metabolizuji xenobiotika v rostlindch, a jejich schopnosti pfijimat a biotransformovat
veterinarni 1é¢iva v zZivotnim prostiedi. Rostliny maji vysoce sofistikované detoxifikacni
systémy, které zahrnuji rizné enzymy podobné tém v lidskych a zivo¢isSnych organismech, ale
také obsahuji specifické enzymy, které jsou unikatni pro rostliny. Studie shrnuje soucasné
poznatky o tom, jak rostliny pfijimaji veterinarni 1é¢iva, transformuji je na mén¢ toxické nebo
netoxické slouceniny a ukladaji je ve vakuolach a bunécnych sténach. Tato schopnost rostlin
muze chranit nejen je samotné, ale také dalsi organismy, vcetné bezobratlych a bylozravci.
Studie zdlraziuje dulezitost rostlin v detoxikaci veterindrnich 1é¢iv v Zivotnim prostfedi a
uvadi potencialni rizika a disledky, které tato interakce mize pfinést. Cilem této piehledové
prace bylo zdiraznit vyznam rostlin v procesu detoxikace veterinarnich lé¢iv v Zivotnim

prostiedi, pficemz byly posouzeny moZznosti vyuziti rostlin pro fytoremedia¢ni technologie.
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7.

7.1.

7.2.

Experimentalni ¢ast

Pristroje

Centrifuga Spectrafuge TM 16M (Lahner)

Kahan Fuego pro, WLD — Tec

Systém HPLC znacky Shimadzu, vysokotlaké cerpadlo LC20AD, UV/VIS detektor
SPD20A, nésttikovy kohout Rheodyne, smycka 20 pl,

kolona Agilent Eclipse XDB, 5 um, 250 x 4 mm.

software Clarity (Data Apex)

Ultrazvukova lazen Fisherbrand ® FB 15050

Automatickeé pipety Fisherbrand

analytické vahy XE-100A; Denver Instrument; USA

aparatura urcena pro gelovou elektroforézu; Biorad®; USA

centrifuga UNIVERSAL 32 R; Andreas Hettich GmbH & Co. KG; Némecko
laboratorni vaha 440-45; KERN®; Némecko

pH metr UltraBasic; model UB-10; Denver InstrumentV USA

dokumentaéni systém Uvitec Alliance Q9

spektrofotometr Multiskan® GO; Thermo Fisher Scientific Oy; Finsko

trepatka VORTEX 4 basic; IKA®-Werke GmbH & Co. KG; NémeckoTrans-Blot®
TurboTM; Bio-Rad, USA

Chemikalie

Savo Original (UNILEVER CR spol. s.r.0.)
Acetonitril HPLC Gradient grade (Fisher Science UK)
Deionizovana voda pro ptipravu medii a mobilnich fazi z ptistroje DEMIWA 3roi
(Watek, CR)
Escitalopram hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Trazodon hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Buspiron hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Kyselina fosfore¢na 85 %p.a. (Fluka)
Ethanol 96 % (Lach-Ner, CR)
Fenolové¢ ¢inidlo Folin-Ciocalteu (VWR Life Science, USA)
Uhli¢itan sodny bezvody (Lachema, CR)
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e Methanol, HPLC grade (Lab-Scan analytical sciences, Polsko)
e 3,3’-diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA)

e Peroxid vodiku 30 % (Lach-Ner, CR)

e ABTS roztok obsahujici H202 (Sigma-Aldrich, USA)

e Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

e Askorbat sodny (Sigma-Aldrich, USA)

e Bisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA) 21

e Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)

¢ Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, USA)

e Glycerol bezvody (Lach-Ner, CR)

e Glycin (Lach-Ner, CR)

e Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat) (Lachema-Chemapol, CSSR)
e Hydroxid sodny (Penta, CR)

e Chlorid sodny (Penta, CR)

e Kyselina chlorovodikova 35 % (Lach-Ner, CR)

e Kyselina trihydrogenfosforecnd, > 85% (Sigma-Aldrich, USA)
e N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin (Thermo, Japonsko)

e Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (Roche, Némecko)

e Nitrotetrazoliova modf (Sigma-Aldrich, USA)

e (lutathion (Sigma-Aldrich, USA)

e Fenazinmethosulfat (Sigma-Aldrich, USA)

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

7.3. Rostlinny material

Pro studium fytoextrakce trazodonu, buspironu a escitalopramu byla pouzita semena

kukuftice seté (Zea mays L.) polni kultivar DKC 3969 od spoleénosti Monsanto CR, s.r.o.

23



7.4. Postup

7.4.1. Sterilni kultivace rostlin

Na ptipravu rostlinnych kultur bylo pouzito 130 semen kukufice seté (Zea mays). Tato
semena byla nejprve ponofena na 1 minutu do 70% ethanolu (viz. Obrazek 7). Poté byla
sterilizovéna v 15% roztoku Sava po dobu 10 minut, ndsledné v 10% roztoku Sava po dobu 20
minut. Semena byla tfikrat promyta sterilni destilovanou vodou a poté ponechdna stat ve
sterilni vodé 15 minut. Sterilizovana semena byla pienesena do 500 ml Erlenmeyerovych
ban¢k, do kazdé banky byla vnesena 4 semena. Do vSech ban€k bylo pfedem piidano 10 ml
Murashige a Skoog média. Semena byla kultivovana v kultivani mistnosti pfi teploté 26 °C a
za specifickych svételnych podminek (16 hodin svétla/8 hodin tmy, zafivky Cool White,
40 W/m? ze vzdalenosti 40 cm). Po 7-10 dnech, kdy rostliny doséhly pozadovaného vzriistu,
bylo k nim ptidano studované 1é¢ivo (viz Obrazek 8). Kontaminace kultury byla provedena po
odliti média a ptidani 100 ml sterilni vodovodni vody piidanim odpovidajictho mnozstvi

zasobniho roztoku 1éciva ve vodé¢ tak aby bylo dosazeno odpovidajici vstupni koncentrace

kontaminantu 5 mg/1.

Obrazek 7: Semena kukufice v 15% roztoku Sava ~ Obrazek 8: Odebrani vzorkt k analyze
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7.4.2. Odbér vzorki pro analyzu

Po pfidani trazodonu, escitalopramu a buspironu s piedpokladanou pocatecni
koncentraci 5 mg/1 byly za sterilnich podminek odebirany vzorky (pfiblizné 0,5 ml) z ban¢k v
casovych intervalech 0, 24, 48, 72 a 96 hodin od zacatku experimentu. Odebrané vzorky byly

uloZeny v mrazicim boxu pro néaslednou analyzu pomoci HPLC.

7.4.3. Analyza HPLC

HPLC je vysokoucinna kapalinova chromatografie, ktera byla vyuzita k urceni
aktualnich koncentraci fytoextrakei trazodonu, escitalopramu a buspironu v pribehu kultivace.
K ptipravé mobilni fazi byl pouZit acetonitril. Pro analyzu medii s obsahem trazodonu byla
pouzita mobilni faze acetonitril/voda (25/75, v/v) se 100 pl kyseliny fosforecné, prutok 1
ml/min. UV detekce byla provadéna pii 247 nm. Pro escitalopram byla pfipravena mobilni faze
jako smés acetonitrilu a vody v poméru 3:7 (v/v) s ptidavkem 100 pul kyseliny fosfore¢né na 11
mobilni fidze. Analyza probihal pfi vlnové délce 239 nm a za pratoku 1 ml/min. Analyza
buspironu musela byt provedena gradientovou eluci pti vinové délce 240 nm a pratoku mobilni
faze 1 ml/min. Gradient byl realizovan z roztoku A (15% acetonitrilu ve vodé + 0,01% kyseliny
fosfore¢né) a roztoku B (40% acetonitrilu ve vodé + 0,01% kyseliny fosforecné) s pritbéhem
0-2,5 min 100%A, 2,5 — 6 min 0 % - 100 % B, 6 — min 100 %B, 8§ — 10 min 100%B — 100%
A, 10— 11 min 100% A.

7.5. Biochemicka analyza

7.5.1. Stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou ABTS

Do mikrotitraéni desti¢ky bylo pipetovano 30 pl vhodné zifedéného ImM troloxu
piipraveného v 50 % ethanolu a cca 110 mmol - L' roztoku kationradikalu ABTS. Nésledné
do reference bylo misto vhodné ziedéného troloxu pipetovano 30 ul destilované vody. Desticka
byla inkubovana po donu 10 minut a nasledné byla zmétend absorbance pfi vinové délce
734 nm (viz. Graf €. 1). Vlastni stanoveni probihalo nahradou troloxu za vhodné zfedény

rostlinny extrakt, ktery byl pfipraven rozdrcenim listl a kofenti v 50% ethanolu.
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Graf 1: Kalibra¢ni zavislost rozdilu absorbance standardu oproti referenci na koncentraci troloxu pfi
vilnové délce 734 nm.

7.5.2. Stanoveni fenolickych latek

Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano 20 ul vhodné zitedéného 2mM fenolu
ptipraveného v 50 % ethanolu, nasledné bylo ptidano 100 ul 10% (v/v) Folinového ¢inidla. Po
4 minutach inkubace pfi laboratorni teploté bylo poté ptidano 80 ul 75 g/l NaxCOs a
mikrotitra¢ni desticka byla inkubovana 30 minut pfi laboratorni teploté. Poté byla zmétena
absorbance pii vinové délce 760 nm (viz. Graf €. 2). Vlastni stanoveni probihalo ndhradou

troloxu za vhodné zfedény rostlinny extrakt.
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Graf 2: Kalibracni zavislost absorbance pii vinové délce 760 nm na koncentraci fenolu.
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7.5.3. Stanoveni obsahu peroxidu vodiku

Vzorky listi a kofenli byly homogenizované v 0,1 % kyselin¢ trichloroctové (TCA),
nasledné byly centrifugovany po dobu 10 minut, 13400 RPM N stolni centrifuze (MiniSpin
Eppendorf) za vzniku supernatantu. Do mikrotitra¢ni desticky bylo odpipetovano 100 pl 1M
KI, nasledné¢ bylo piidano 50 pl 10 mM fosfatového pufru, pH = 7,0 a 50 ul ziskané¢ho
supernatantu.

Smés byla nechand po dobu 30 min inkubovat ve tmé za laboratorni teploty a poté byla
nasledné zméfena absorbance pti 390 nm (viz Graf €. 3). Kalibrace byla provedena pomoci

roztoklt H2O2 v rozsahu 0-20 uM.

Kalibrace pro stanoveni obsahu peroxidu vodiku
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Graf 3: Kalibracni zavislost absorbance pfi vinové délce 390 nm na koncentraci peroxidu vodiku.

7.5.4. Stanoveni obsahu malondialdehydu

Za G¢elem stanoveni obsahu malondialdehydu (MDA) byly pfipraveny roztoky MDA
v rozsahu koncentraci 1-10 umol/l, které byly pouZity pro piipravu kalibracni fady. Do
mikrozkumavky bylo odpipetovano 50 pl vhodné ziedéného MDA ptipraven¢ho v 50 %
ethanolu, nésledné bylo ptidano 100 pl 20% TCA a 100 ul 0,67% kyseliny thiobarbiturové
(TBA). Mikrozkumavky byly zahtivany pii 95° po dobu 15 minu a nasledné ponofeny do ledu
pro rychlému zastaveni reakce. Poté byla zméfena absorbance pii vinové délce 532—600 nm
(viz Graf €. 4). Vlastni stanoveni probihalo nahradou roztoku MDA za vhodné ziedény
rostlinny extrakt. pfipraveny stejnym zpusobem jako pro stanoveni peroxidu vodiku (viz

kapitola 7.5.3)
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Graf 4: Kalibra¢ni z&vislost absorbance pfi vinové délce v rozmezi 534-600 nm na koncentraci MDA.

7.5.5. Stanoveni mnoZstvi proteint v listech a korenech dle Bradforda

Mnozstvi proteinit bylo stanoveno ve vSech ptipravenych rostlinnych extraktech. Do
mikrotitracni desticky bylo pipetovano 20 pl vhodné zfedéného rostlinného extraktu a 200 pl
Bradfordova ¢inidla. Mikrotitra¢ni desticka byla inkubovéana po dobu 10 minut pii laboratorni
teplote, poté byla zmétena absorbance pii 595 nm a 450 nm. Kalibrace byla provedena pomoci
méteni roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) v koncentracich od 0,1 do 0,5 mg/ml (viz

Graf¢. 5)
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Graf 5: Kalibra¢ni zavislost poméru absorbance pti vinové délce 594 a 450 nm na koncentraci BSA.
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7.5.6. Stanoveni mnoZstvi proteinii v kultivaénim médiu pomoci kyseliny
bicinchoninové

Pro stanoveni proteinti touto metodou byly pfipraveny nasledujici roztoky:
Roztok A: 2% (w/v) NaxCOs; 0,95% (w/v) NaHCOs3; 0,16% (w/v) vinan sodny; 0,4% (w/v)
NaOH; 1% (w/v) sodna stl kyseliny bicinchoninové (BCA); pH 11,25
Roztok B: 4% (w/v) CuSO4 - 5 H20

Cinidlo pro stanoveni proteinti bylo pfipraveno smichanim roztoki A a B v poméru 50:1.

Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano po deseti mikrolitrech standardnich roztoka
BSA vzdy v triplikatech. Do dalSich volnych sloupkll byly pipetovany rovnéz v triplikatech

stanovované vzorky kultivaéniho média.

Poté do kazdé jamky bylo pipetovano 200 pl pfipraveného cinidla pro stanoveni
koncentrace proteint. Poté desticka byla inkubovédna po dobu 60 min pii 37°C. Po skonceni

inkubace byla zméfena absorbance pti 562 nm (viz Graf ¢. 6)

Kalibrace pro stanoveni mnoZstvi proteinil v
kultivaénim médiu pomoci kyseliny bicinchoninové

0,300
y =0,4551x
0,250 2=
, R?=0,9973 s

0200 | e

I I R R A t
© .
w o T
< 0,100 { ------

0050 | e

........ B
0,000 @
0 01 0,2 03 0,4 0,5 0,6
-0,050

BSA [mg/ml]

Graf 6: Kalibrac¢ni zavislost absorbance pii vinové délce 562 nm na koncentraci BSA.

7.5.7. Priprava rostlinnych extraktii pro stanoveni enzymovych aktivit

Listy a kofeny byly pomoci kapalného dusiku homogenizovéany ve tieci misce. Poté byl
k této smési pfidan extrakeni pufr s nasledujicim slozenim: 100 mM Tris-HCI puft, pH 7,8; 1

mM DDT; 1 mM Na;EDTA a 10 mM askorbat sodny. K listiim bylo pfidano ¢tyinasobné
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mnozstvi pufru a ke kofentiim tfindsobné. Nasledn¢ bylo ke smési piidano 4 mg/ml PVP a smés
byla centrifugovana pii 16 000 g a 4 °C po dobu 15 minut. Vysledny supernatant slouzil jako

rostlinny extrakt pro stanoveni obsahu proteinti a enzymovych aktivit.

7.6. Nativni elektroforéza

Elektroforéza je laboratorni technika pouzivana k separaci molekul na zaklad¢ jejich
velikosti a ndboje. Molekuly, jako jsou proteiny nebo nukleové kyseliny, jsou umistény do gelu
a poté vystaveny elektrickému poli. V zavislosti na svych fyzikdlnich vlastnostech, jako je
velikost, tvar a elektricky ndboj, se pohybuji skrz gel rtiznou rychlosti. Tato metoda umoziuje
oddéleni a analyzu jednotlivych slozek ve smési, coz je uzitecné pro identifikaci, kvantifikaci
a charakterizaci biomolekul. Pfi nativni elektroforéze jsou molekuly analyzovany ve svém

prirozeném, nezménéném stavu, coz umoziuje studium jejich pfirozené struktury a funkce.

7.6.1. Postup pripravy gelu pro elektroforézu

Smés pro ptipravu 4 gelll soupravy Mini-Protean (Bio-Rad, USA) byla pfipravena
podle Tabulky 1 pro ptipravu 10% polyakrylamidového separa¢niho gelu pro nativni

elektroforézu.
slozka objem [ml]
H,O 7.9
30% roztoku akrylamidu/bis- 6,7
akrylamidu (36,5:1)
TEMED 0,002
10% (w/v) roztoku glycerolu 0,2
1,5M Tris-HCI pufru (pH 8,8) 5,0

Tabulka 1: Smés pro pripravu 10% separa¢niho gelu.

Ke smési ptipravené podle Tabulky 5 bylo pfidano 200 ul 10% peroxodisiranu amonného,
aby doslo k polymeraci gelu. Poté byla tato smés nalita mezi skla pro elektroforézu a piekryta
destilovanou vodou. Pii laboratorni teploté probihala polymerizace gelu 30 minut.

Pro dokonceni polymerizace byly gely pokryty 4% zaostfovacim gelem. Podle Tabulky 2

byla pfipravena smés pro ptipravu vodného mnozstvi 4% zaostfovaciho gelu.

slozka objem [ml]
H>O 1,2
30% roztoku akrylamidu/bis- 0,26
akrylamidu (36,5:1)
TEMED 0,005
10% (w/v) roztoku glycerolu 0,02
1,5M Tris-HCI pufru (pH 8,8) 0,5
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Tabulka 2: Smés pro ptipravu 4% zaostfovaciho gelu.
Po smichani smési dle Tabulky 6 bylo ke smési pfiddno 20 pl 10% peroxodisiranu
amonného. Pomoci plastové Sablony byly mezi skly pro elektroforézu vytvoteny jamky pro

pipetovani vzorkda.

7.6.2. Priibéh elektroforézy

Stejnym zpiisobem jako pro stanoveni enzymovych aktivit byl pfipraven i rostlinny
material. K extraktu byla navic pfidana sachardza, aby jeji vysledna koncentrace byla 20%
(w/v). Do jednotlivych jamek v gelu bylo pfidano takové mnozstvi vzorku, aby ve vSech

jamkéch bylo stejné mnozstvi proteint, stanovené 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 litru destilovanou vodou. Do horni ¢asti elektroforetické
aparatury do elektroforetického pufru bylo rovnomérné pfidano 100 pL 0,1% (W/v)

bromfenolové modii.

Pro separaci byly elektroforetické gely umistény do elektroforetického ptistroje a naplnény
béhovym pufrem obsahujicim Tris-glycin. Elektroforéza probihala nejdiive po dobu cca 15
min pfi 70 V a jakmile bromfenolovd modif doputovala k separatnimu gelu, bylo napéti
zvySeno na 180 V. Celkové elektroforéza probihala po dobu 1,5 hodiny. Po ukonceni
elektroforézy byly gely obarveny vhodnymi detekénimi smésmi pro stanoveni enzymovych
aktivit. Tyto smési obvykle obsahuji substraty specifické pro jednotlivé enzymy, pufr o
vhodném pH a chromogenni nebo fluorogenni indikator, ktery reaguje na aktivitu enzymu a
umoznuje vizualizaci vysledkl. Detekéni smési byly aplikovany na gely a inkubovany pfii

optimalnich podminkach (napf. teplota a ¢as) potiebnych pro dané enzymové reakce.

7.6.3. Detekce aktivity a isoforem enzymii v gelu

Pro detekci aktivity a izoforem enzymu v gelu byla pouzita specifickd barvici metoda,
ktera umoziuje vizualizaci enzymové aktivity piimo v gelu po elektroforéze. Po ukonceni
elektroforézy byly gely inkubovany ve vhodném detekénim pufru, ktery obsahoval specifické
substraty pro dané enzymy. Detekéni pufr také obsahoval barvivo, které reaguje s produktem

enzymové reakce a vytvari viditelné pasy na gelu.
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7.6.4. Celkové peroxidasy

Pro stanoveni peroxiddz ve vzorcich byl gel ponofen do roztoku piipravené¢ho
nasledovné: 0,01 g DAB bylo rozpusténo v 2,5 ml 96% ethanolu, poté bylo pfidano 7 ml
100 mM fosfatového pufru (pH 7,0) a 100 ul 30% H20,. Roztok byl nasledné¢ doplnén
destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml a kratce sonikovan. Gel byl ponechén v tomto

roztoku, dokud nedosahl pozadovaného vybarveni, a poté byl pfenesen do destilované vody.

7.6.5. Glutathion-S-transferasa

Pro specifickou detekci GST byl gel po elektroforéze nejdiiv inkubovan po dobu 10
minut pfi 37 °C v roztoku o celkovém objemu 10 ml. Tento roztok obsahoval 100 mM
fosfatovy pufr (pH 6,5), 4,5 mM glutathion (GSH), 1 mM CDNB a 1 mM nitroblue tetrazoliové
soli (NTB). Po inkubaci byl gel promyt a umistén do druhého roztoku, kde byl ponechéan pti
laboratorni teploté, dokud nedoséhl pozadovaného zbarveni. Druhy roztok obsahoval 100 mM
Tris-HCI1 (pH 9,6) a 3 mM PMS. Poté byl gel nékolikrat promyt vodou. Béhem inkubace
dochazelo k redukci NBT na nerozpustny formazan, pficemz PMS slouZilo jako zdroj
elektrond. Zbarvené byly casti gelu, kde neprobehla reakce a GST se zde nenachézela. Tato

metoda byla ptevzata z [70].

7.6.6. Glutathionperoxidasa

Gel byl po elektroforéze dvakrat promyt v roztoku 50 mM Tris-HCI (pH 7,9) po dobu
20 minut pro specifickou detekci aktivity glutathionperoxidasy (GPX) v gelu. Poté byl gel
inkubovéan 20 minut v roztoku obsahujicim 50 mM Tris-HCI (pH 7,9), 13 mM glutathion a
0,004% peroxidu vodiku. Nasledné byl gel kratce promyt vodou a umistén do tmy na 10 minut
do inkubacéni smési slozené z 1,2 mM MTT a 1,6 mM PMS. Po inkubaci byl gel analyzovan.
Tmavé oblasti gelu indikuji mista, kde neprob¢hla reakce s GSH katalyzovana ptitomnou GPX,
zatimco svétlé oblasti ukazuji mista, kde reakce katalyzovand GPX probéhla. Tato metoda byla

pievzata z [71].

7.6.7. Zelatinova zymografie pro stanoveni aktivity proteas

Tato metoda je zaloZzena na SDS-PAGE s gely obsahujicimi Zelatinu. Po provedeni
elektroforézy a odstranéni SDS proteasy obnovi svou aktivitu, coz jim umoznuje Stépit
zelatinu. Barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue pak indikuje mista proteolytické aktivity

jako bilé pruhy na tmavém pozadi (Leber a Balkwill 1997).
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Rostlinny extrakt byl smichan v poméru 1:1 s neredukénim vzorkovym pufrem, ktery
obsahoval 63 mM Tris-HCI (pH 6,8), 10% (v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS a 0,0013% (w/v)
bromfenolovou modi. Vzorky byly poté inkubovany hodinu pii 37 °C za stalého michani na
orbitalnim tfepaci s rychlosti 900 otacek za minutu. Nasledné byly vzorky naneseny do gelu,
pricemz gely i elektrodovy pufr obsahovaly SDS misto glycerolu (viz. Kapitola 7.6.1.), pfi¢emz

elektroforeticka separace probihala pii teploté 4 °C.

Po vyjmuti gelt ze sklenénych desek byly kratce promyty v destilované vode¢. Poté byly
gely ponoteny do 2,5% (v/v) Tritonu X-100 na 1 hodinu. Gely byly dvakrat rychle oplachnuty
v inkubaénim roztoku, ve kterém byly nésledné¢ inkubovany po dobu 24 hodin pii 37 °C.
Slozeni tohoto roztoku bylo: 50 mM Tris-HCI (pH 8,4) a 5 mM chloridu véapenatého. Po
inkubaénim obdobi a dvou kratkych oplachnutich v destilované vod¢ byly gely barveny v
roztoku Coomassie Brilliant Blue (0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 ve 40% (v/v)
methanolu a 10% (v/v) kyselin€ octové) po dobu 2 hodin. Gely byly nasledné inkubovany v
odbarvovacim roztoku (10% (v/v) kyselina octova ve 25% (v/v) ethanolu) az do objeveni

bilych pruht.

7.6.8. Stanoveni aktivity volnych peroxidas

Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 155 uL. 50 mM fosfatového pufru (pH 7,0),
5 uL 30% (v/v) roztoku H202, 20 pL 4 mg/mL roztoku 3,3"-diaminobenzidinu (DAB) v 96%
(v/v) ethanolu a 20 pL rostlinného extraktu. Okamzité poté byla absorbance kontinualné

métena pi1 430 nm po dobu 5 minut za laboratorni teploty [72].

7.6.9. Stanoveni aktivity fosfatas

Aktivita fosfatas byla vyjadrena jako mnoZstvi uvolnéného p-nitrofenolu za vhodny ¢as na
cerstvou hmotnost. Kalibracni zavislost absorbance pti 405 nm na mnozstvi p-nitrofenolu byla
linearni o vysledné rovnici pfimky:

A(405 nm)= 0,0393 x n(nmol p-NF), R? = 0,9995.

33



7.6.9.1. Kyselé fosfatasy

Reakéni smés obsahovala 50 mM citratovy pufr (pH 6,0), 0,5 mM p-nitrofenylfosfat a
20 pL rostlinného extraktu v celkovém objemu 40 pL. Reakce byla zastavena ptidanim 80 pL
0,1 M Tris-HCI (pH 9,0). Hydrolyzovany p-nitrofenol v alkalickém prostiedi byl kvantifikovan
meéfenim absorbance pfi 405 nm proti slepému vzorku, ve kterém byl enzym pifedem

inaktivovan vysokym pH boratového pufru

7.6.9.2. Alkalické fosfatasy

Reakéni smés obsahovala 50 mM Tris-HCI (pH 9,0), 0,5 mM p-nitrofenylfosfat a 20 pL
rostlinného extraktu v celkovém objemu 100 pL. Reakce byla kontinudlné méfena pti 405 nm

a 25 °C [73].

7.6.10. Stanoveni aktivity B-glukosidasy

Reakéni smes se skladala z 50 mM citratového pufru (pH 6,0), 0,5 mM p-NP-B,D-
glukopyranosidu a 20 pL rostlinného extraktu, ¢imz byl dosazen celkovy objem 40 pL. Reakce
byla zastavena pfidanim 80 pL 0,1 M Tris-HCl (pH 9,0). Hydrolyzovany p-nitrofenol v
alkalickém prostfedi byl kvantifikovan méfenim absorbance pti 405 nm proti slepému vzorku,
kde byl enzym pfedem inaktivovan vysokym pH boratového pufru [73]. Aktivita B-glukosidasy

byla vyjadiena pomoci stejné kalibracni zavislosti jako aktivita fosfatas (viz kapitola 7.6.9).
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7.7. Imunochemicka analyza

K piipravé rostlinnych extrakti pro elektroforetickou separaci v prosttedi SDS byly
pouzity listy a kofeny. Rostlinné extrakty byly smiseny v poméru 1:1 se vzorkovym redukénim
pufrem, ktery obsahoval 0,13M Tris-HCI pufr o pH 6,8, 0,2 g/ml glycerolu, 3% (w/v) SDS,
DTT a 0,05% (w/v) bromfenolovou modf. Vzniklé roztoky byly pied aplikaci do gelu zahtaty

na 100°C po dobu 5 minut a nasledné ochlazeny na laboratorni teplotu.

Akrylamidovy gel pro elektroforézu se skladal z velkoporového 6% zaostfovaciho gelu
a malopdérového 12% separacniho gelu. Prvni 12% separacni gel byl pfipraven z 4,9 ml
deionizované vody, 6 ml 30% (w/v) akrylamidu/bisakrylamidu, 3,8 ml 1,5 M Tris-HCI pufru
(pH 8,8), 150 ul 10% (w/v) SDS, 6 ul TEMED a 150 pl 10% (w/v) peroxodisiranu amonného
(APS). Poté byl separacni gel piekryt 6% zaostfovacim gelem, ktery se skladal z 2,7 ml
deionizované vody, 670 pl 30% (w/v) akrylamidu/bisakrylamidu, 500 pl 0,5 M Tris-HCI pufru
(pH 6,8), 40 ul 10% (w/v) SDS, 4 ul TEMED a 40 pul 10% (w/v) APS.

Po sestaveni elektroforetické aparatury, ktera byla pfedem odmasténa etanolem, byly
prostory naplnény elektrodovym pufrem sloZzenym z 14,4 g glycinu, 3 g Trisua 1 g SDS v 1
litru deionizované vody s celkovym pH 8,3. Pfed aplikaci rostlinnych extrakti byla
koncentrace proteint ur€ena metodou podle Bradforda a nasledné upravena tak, aby byla pro
kazdy roztok stejna. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit komeréni roztok
proteini  Precision Plus Protein Kaleidoscope™ Standards, obsahujici proteiny o
molekulovych hmotnostech 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 a 10 kDa. Napéti bylo
nastaveno na 70 V pro zaostfovaci gel, a po dosaZeni bromfenolové modfi separa¢niho gelu

bylo zvySeno na 140 V.

Elektroforetickym pfenosem, zndmym jako Western blot, byly proteiny separované v
akrylamidovém gelu pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu. Do zafizeni Trans-Blot®
Turbo™ pro elektro-pfenos bylo podle navodu nejprve vlozeno 5 kust filtracniho papiru, na
které byla poloZena nitrocelul6zovd membrana, nasledovana akrylamidovym gelem a dalSimi
5 kusy filtra¢niho papiru. VSechny vrstvy byly pfedem namoceny do transferového pufru s pH
8,3, obsahujiciho 25 mM Tris-HCI, 150 mM glycin a 10% (v/v) methanol. Poté byl nastaven

standardni 30 minutovy elektro-pienos pii proudu 1,0 A.
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7.7.1. Imunochemické stanoveni HSP a chalkonsynthasy

Proteiny oddélené elektroforézou v redukénim prostiedi SDS byly z gelu pfeneseny na
nitrocelulézovou membranu. Na této membrané byly nésledné¢ proteiny HSP70 a

chalkonsynthasy imunochemicky detekovany pomoci specifickych protilatek.

Detekce HSP70 a chalkonsynthasy probihala na principu specifické vazby primarnich
krali¢ich protilatek na HSP nebo chalkonsynthasu. Pro vizualizaci byla vyuzita sekundéarni kozi
protilatka konjugovana s alkalickou fosfatazou (ALP - E.C. 3.1.3.1). Alkalicka fosfatasa
katalyzuje odStépeni fosfatové skupiny ze substratu 5-bromo-4-chloro-3-indoylfosfat (BCIP).
Vysledny meziprodukt reakce, indoxyl, dimerizuje v alkalickém prostfedi a jako vedlejsi
produkt reakce vznika hydridovy ion, ktery redukuje nitroblue tetrazolium chlorid (NBT), ¢imz
se tvoii barevna srazenina diformazanu.

Po elektroforetickém pienosu byla volnd mista na membrané blokovana 1 hodinu v 1%
(w/v) roztoku BSA v PBS + T pufru (pH 7,4), obsahujicim 137 mM NaCl, 8§ mM
NaoHPO4-12H,0, 15 mM KH>PO4, 3,7 mM KCI, 3 mM NaNj3 a 0,05% (w/v) Tween 20 (T).
Nasledné byla membrana tfikrat promyta PBS + T pufrem po dobu 5 minut. Poté byla
membrana nechdna inkubovat pfes noc pii laboratorni teploté s primarni krali¢i protilatkou
specifickou proti HSP nebo chalkonsynthase, fedénou dle navodu v poméru od 1:5000 do
1:1000, v konjuga¢nim pufru (pH 7,4), obsahujicim PBS + T puft, 2% (w/v) PVP a 0,2% (w/v)
BSA.

Po navazani primarni protilatky byla membrana opét tfikrat promyta PBS + T pufrem
po dobu 5 minut a nasledné inkubovana v termostatu pii 37°C se sekundarni kozi protilatkou
proti krali¢imu IgG, konjugovanou s alkalickou fosfatdzou, fedénou 1:10 000 v konjugacnim
pufru po dobu 4 hodin. Membrana byla opét tfikrat promyta PBS + T pufrem, a nakonec
inkubovana v reak¢éni smési pfi laboratorni teploté, dokud se neobjevily prouzky oznacujici
detekované proteiny. Reakéni smes obsahovala 10 ml substratového pufru (1M diethanolamin

o pH 9,8), 0,2 mg BCIP a 0,3 mg NBT.
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8. Vysledky

8.1. Kalibrace HPLC

Pro kalibraci escitalopramu byly pfipraveny roztoky o koncentracich: 1,25; 2,5; 5,0; 7,5.
Byla stanovena hodnota LOD z absolutni hodnoty $umu na 0,04 mg - L' a LOQ na
0,12mg - L' za danych podminek. Kalibra¢ni pifimka odpovidala rovnici y = 3659,5x +
1276,8 s korela¢ni koeficientem 0,9943.

Pro kalibraci buspironu byly pfipraveny roztoky o koncentracich: 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0.
Byla stanovena hodnota LOD z absolutni hodnoty $umu na 0,02 mg - L' a LOQ na
0,06 mg - L ! za danych podminek. Kalibraéni piimka definovana rovnici y = 7,43393x +
6,56872 s korela¢ni koeficientem 0,992.

Pro kalibraci trazodonu byly pfipraveny roztoky o koncentracich: 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0.
Byla stanovena hodnota LOD z absolutni hodnoty $umu na 0,0013 mg - L' a LOQ na
0,044 mg - L ! za danych podminek. Kalibraéni p¥imka vyjadiuje rovnici y = 2,53685x s

korela¢ni koeficientem 0,995.

8.2. Fytoextrakéni experimenty

8.2.1. Fytoextrakce escitalopramu

Prvni experiment byl proveden na 6 rostlinach. Plivodni medium bylo odstranéno a bylo
pfidano 100 ml kultiva¢niho media. Nasledné byl ptidan roztok escitalopramu v methanolu tak,
aby se dosahlo pocate¢ni koncentrace xenobiotika 5 mg/l. Vzorky byly odebrany okamzité po
kontaminaci 1é¢ivem (den 1) a poté po 24, 48, 72 a 96 hodinéch (tj. dny 2-5).

Tabulka 3 zndzornuje ziskané hodnoty koncentrace escitalopramu. Graf 7 ukazuje
zavislost primérnych hodnot koncentrace escitalopramu béhem pétidenniho odbéru vzorkd.

Béhem pétidenniho experimentu doslo k poklesu koncentrace escitalopramu v priiméru
0 2,8 mg/l, coz odpovida 30 % puavodni koncentrace a bylo tedy vyextrahovano 70 % léciva.
Primérna rychlost poklesu koncentrace odpovida hodnoté 0,06 mg/l/den. Pti celkové Cerstvé
hmotnosti rostlin v experimentu 5,58 g odpovida primérna efektivita fytoextrakce 0,05 mg

lé¢iva na 1 g Cerstvé hmotnosti rostliny za dobu kultivace.
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den 1 den 2 den 3 den 4 den 5

Bainika mg/l
1 4,60 3,80 1,30 1,00 0,70
2 3,70 2,40 1,40 1,60 1,50
3 3,00 1,90 1,20 1,10 1,00
4 3,00 2,00 1,80 1,40 1,20
5 5,00 2,00 1,90 2,00 1,70
6 4,80 1,70 1,60 1,40 1,20

prumér = smodch 4,02+0,83  2,30+0,70  1,53+0,26  1,42+0,33  1,22+0,32
Tabulka 3: Koncentrace escitalopramu v pritomnosti rostliny v experimentech 1 az 6, v zavislosti na
dobé¢ od ptidavku léciva, véetné smerodatné odchylky a priméru. Pocatecni koncentrace byla 4,02
mg/l.

1. experiment: Fytoextrakce escitalopramu

t [den]

Graf 7: Prtb¢h poklesu koncentrace escitalopramu v kultivaénimu médiu v zavislosti na dob¢ odbéru
vzorkd.

Jak je zfejm& zgrafu 7 v prib&hu experimentu doSlo ke poklesu koncentrace
ecitalopramu o 2,8 mg/l po 5 dnech odbérti. Vychozi koncentrace escitalopramu méla byt
5 mg/l, ale pomoci HPLC byla stanovena redlna primérna hodnota, ktera Cinila 4,02 mg/l.
Pticina tohoto rozdilu mohla byt zptsobeno kviili okamzité sorpci 1é¢iva na koteny a vlivem
pfitomnosti zbytkové vody pod odliti kultiva¢niho média. Koncentrace 4,02 mg/l je
povazovana za vychozi hodnotu, tedy 100 %. Hned druhy den doslo k poklesu koncentrace o
43 %. Behem tietiho dne doslo k dalSimu poklesu koncentrace o 33 % vzhledem ke dni €. 2.
Mezi 3 a 5 dnem byl zaznamenan minimalni ubytek 1é¢iva. Celkovy pokles koncentrace béhem
fytoextrakéniho experimentu byl odvozen zkoncentrace v patém dni kultivace, kdy

koncentrace sledovaného 1é¢iva poklesla na 73 % vychozi koncentrace.
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8.2.2. Fytoextrakce buspironu

Namétené koncentrace xenobiotika v ptipadé buspironu uvadi pro vsech 6 kultivaci tabulka 4.

. den 1 den 2 den 3 den 4 den 5 den 6
Banka mg/l

1 5,06 1,88 1,62 1,42 <LOD <LOD

2 4,38 1,54 1,04 0,70 <LOD <LOD

3 3,50 1,60 1,08 0,62 <LOD <LOD

4 3,10 1,36 0,82 0,68 0,78 <LOD

5 3,44 1,74 1,20 0,88 0,94 <LOD

6 3,00 2,04 1,08 0,88 0,84 <LOD
prumér

+ 3,75+0,74 1,69+0,22 1,14+0,24 0,86+0,27 0,85+0,07 <LOD
smodch

Tabulka 4: Koncentrace buspironu v ptitomnosti rostliny v experimentech 1 az 6, v zavislosti na dob¢
od ptidavku 1é¢iva, véetné smérodatné odchylky a priméru. Pocatecni koncentrace byla 3,75 mg/I.

Béhem Sestidenniho experimentu doslo k poklesu koncentrace buspironu v priméru o
2,9 mg/l, coz odpovida 22,7 % ptivodni koncentrace a bylo tedy vyextrahovano 77,3 % lécCiva.
Primérna rychlost poklesu koncentrace odpovida hodnoté 0,058 mg/l/den. Pti celkové Cerstvé
hmotnosti rostlin v experimentu 4,95 g odpovida primérna efektivita fytoextrakce 0,056 mg
1é¢ivana 1 g Cerstvé hmotnosti rostliny za dobu kultivace. Namétené hodnoty v 6 dnu byly pod

limitem detekce (viz Graf §).

2. experiment: Fytoextrakce buspironu
5,00

4,00
= 3,00
on

g
o 2,00

. I ' . i .
<
0,00 LOD
1 2 3 4 5 6

t [den]

Graf 8: Pribeh poklesu koncentrace buspironu v kultivaénim médiu v zavislosti na dobé odbéru
vzorkd.
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Jak je zfejmé z grafu 8 v priib¢hu experimentu doslo ke poklesu koncentrace buspironu
0 2,9 mg/l po 5 dnech odbérii. Jak bylo zminéno vyse 6 odbérovy den byl pod limitem detekce.
Vychozi koncentrace buspironu méla byt 5 mg/l, ale pomoci HPLC byla stanovena reélna
primérnd hodnota, ktera Cinila 3,75 mg/l. Pfic¢inou tohoto rozdilu mohlo byt zplisobeno kviili
okamzité sorpci IéCiva na kofeny a vlivem piitomnosti zbytkové vody pod odliti kultivacniho
média. Koncentrace 3,75 mg/l je povazovéana za vychozi hodnotu, tedy 100 %. Hned druhy den
doslo k poklesu koncentrace 0 27 %. Ve dni €. 3 doslo k dalsimu poklesu koncentrace o 18 %
vzhledem ke 2 dnu a 4 den se koncentrace snizila o dalSich 33 % vhledem ke 3 dnu. Mezi 4 a
5 dnem byl zaznamendn minimalni ubytek lé¢iva. Paty den byl zjistén celkovy pokles

koncentrace, ktery byl stanoven na 76 % oproti vychozi koncentraci.

8.2.3. Fytoextrakce trazodonu

Namétené koncentrace xenobiotika v ptipad¢ trazodonu uvadi pro vsech 8 kultivaci tabulka
5.

denl den2 den3 den4 denS5 den6 den7 den8
mg/1
1 3,58 2,43 1,15 0,99 0,7 0,48 0,09 <LOD
2 3,28 2,07 1,77 1,05 0,99 0,76 0,28 <LOD
3 351 283 261 137 <LOD <LOD <LOD <LOD
4 3,44 1,74 1,56 0,72 0,63 <LOD <LOD <LOD
5
6

Banka

3,66 2,20 1,46 0,99 <LOD <LOD <LOD <LOD

306 2,50 2,09 1,87 0,81 <LOD <LOD <LOD

priumeér <LOD
+ 342+ 230+ 1,77+ 1,17+ 0,78+ 0,62+ 0,19+
smodch 020 035 047 037 0,14 0,14 0,00

Tabulka 5: Koncentrace trazodonu v pfitomnosti rostliny v experimentech 1 az 8, v zavislosti na dob¢
od pridavku 1é¢iva, véetné smérodatné odchylky a priméru. Pocate¢ni koncentrace byla 3,42 mg/I1.

Béhem osmidenniho experimentu doslo k poklesu koncentrace buspironu v priméru o
2,64 mg/1, coz odpovida 22,8 % pivodni koncentrace a bylo tedy vyextrahovano 77,2 % léciva.
Primérna rychlost poklesu koncentrace odpovidd hodnoté¢ 0,052 mg/l. Pii celkové Cerstvé
hmotnosti rostlin v experimentu 5,21 g odpovida primérna efektivita fytoextrakce 0,05 mg
1é¢iva na 1 g Cerstvé hmotnosti rostliny za dobu kultivace. Namétené hodnoty v 6-8 den byli

pod limitem detekce.
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3. experiment: Fytoextrakce trazodonu
4,00
3,50
3,00
= 2,50

22,00
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0.00 g <LOD
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8
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Graf 9: Pribéh poklesu koncentrace trazodonu v zavislosti na dobé odbéru vzork.

Jak je zieymé z grafu 9 v pribéhu experimentu doslo ke poklesu koncentrace trazodonu
02,9 mg/l po 5 dnech odbérii. Jak bylo zminéno vyse 8. den byla jeho koncentrace pod limitem
detekce. Vychozi koncentrace trazodonu méla byt 5 mg/l, ale pomoci HPLC byla stanovena
realna primérna hodnota, ktera €inila 3,75 mg/l. Pfi¢ina tohoto rozdilu mohla byt v okamzité
sorpci 1éciva na kotfeny a vlivem ptitomnosti zbytkové vody pod odliti kultivaéniho média.
Koncentrace 3,75 mg/l je povazovana za vychozi hodnotu, tedy 100 %. Hned druhy den doslo
k poklesu koncentrace o 53 %. Ve dni ¢. 3 doslo k dalSimu poklesu koncentrace o 28 %
vzhledem ke dni €.2. Dne €. 4 se koncentrace sniZila o dalSich 40 % vhledem ke 3 dni. Mezi 4
a 5 dnem byl zaznamenan minimalni Ubytek 1éCiva. Paty den byl zjistén celkovy pokles

koncentrace, ktery byl stanoven na 80 % oproti vychozi koncentraci.
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8.3. Biochemicka analyza rostlin v listech a koFenech

Obsah rozpustnych proteint
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8.3.1. Stanoveni mnoZstvi proteint

Graf 10: Stanoveni mnozstvi proteint dle Bradforda v kotfenech a listech kukutice Zea Mays.

Graf ¢. 10 ukazuje obsah rozpustnych proteint v listech a kotfenech rostlin osetfenych
riznymi 1€¢ivy: buspiron, escitalopram a trazodon. Kontrolni skupina rostlina neobsahovala
zadné 1é¢ivo v médiu. V kontrolni skupiné je obsah rozpustnych proteint v listech vyrazné
vyssi nez v kofenech. Listy vykazuji ptiblizn¢ dvojnasobny obsah proteinli ve srovnani s
koteny. U rostlin oSetfenych buspironem je obsah rozpustnych proteinti v listech také vyrazné
vy$$i neZ v kotenech. V listech je obsah proteinii vice nez trikrat vySsi neZ v kofenech. Ve
skuping oSetiené escitalopramem je obsah rozpustnych proteint v kotfenech mirné vyssi nez v
listech. U rostlin oSetfenych trazodonem je obsah rozpustnych proteind v listech a kofenech

témé&f vyrovnany, s nepatrné vysSim obsahem v kotfenech.

Celkové grafukazuje, Ze v kontrolni skupiné a ve skuping osetfené buspironem je obsah
rozpustnych proteint v listech vyrazn€ vys§i nez v kofenech. Ve skupiné oSetfené
escitalopramem je obsah rozpustnych proteinil v kofenech mirn¢ vyssi nez v listech. U rostlin
oSetfenych trazodonem je obsah rozpustnych proteinli mezi listy a kofeny vyrovnany.
Nejvyraznéjsi rozdil je patrny u rostlin oSetfenych buspironem, kde listy vykazuji mnohem

vy$si obsah proteinti nez koteny.
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8.3.2. Stanoveni antioxidacni kapacity

Stanoveni antioxidacni kapacity v listech a korenech
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Graf 11: Stanoveni antioxida¢ni kapacity v kofenech a listech kukutice Zea Mays.

Z grafu €. 11 je patrné, Ze antioxidacni kapacita v listech a kofenech rostlin se vyrazné
1i81 v zavislosti na pouzitém lécivu. Pti pouZiti buspironu byla antioxida¢ni kapacita v kofenech
priblizn€ o 12,5 % vyssi nez v listech. Listy vykazovaly niz$i hodnotu, zatimco kofeny mély
vyssi kapacitu. U rostlin oSetfenych escitalopramem byla antioxidacni kapacita listi o 5 %
vy$§i nez v kotfenech. Listy dosahovaly vy$si hodnoty, zatimco kofeny mély mirné nizsi
kapacitu. Pfi pouZiti trazodonu byla antioxida¢ni kapacita v listech vyrazné vyssi nez v
kotenech, konkrétné¢ o 25 %. Listy vykazovaly vyrazné vyssi hodnotu, zatimco koteny

cvwvr

dosahovaly nizsi kapacity.
Celkové lze ftici, Ze rostliny péstované s buspironem a escitalopramem mayji

vyrovnangj$i antioxidacni kapacitu mezi listy a kofeny, zatimco rostliny péstované s

trazodonem vykazuji vyrazné vyssi antioxida¢ni kapacitu v listech nez v kotenech.
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Stanoveni antioxidacni kapacity v ¢ase
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Graf 12: Stanoveni antioxidacni kapacity v kofenech a listech kukutice Zea Mays. Vyjadteni
antioxidac¢ni kapacity bylo provedeno v ekvivalentech troloxu jako referen¢ni latky.

Z grafu €. 12 je patrné, Ze antioxidac¢ni kapacita v listech a kofenech se méni v zavislosti
na ¢ase odbéru a na ptitomnosti buspironu. Po 15 minutach jsou hodnoty antioxida¢ni kapacity
u kofent kontrolni skupiny i skupiny s buspironem relativné nizké, zatimco listy kontrolni
skupiny vykazuji vyssi kapacitu. Po 30 minutach antioxidacni kapacita vzrostla nejvic v listech
buspironu. U listd s buspironem se hodnota zvysila piiblizné o 50 % ve srovnani s 15 minutami,
zatimco u kontrolnich listli byl nariist mensi o 20 %. Po 60 minutach doslo k vyraznému néartstu
antioxidac¢ni kapacity u kontrolnich list. U listi kontrolni skupiny se hodnota zvysila o 30 %
oproti 30 minutdm, zatimco u listd s buspironem byl mensi pokles. Kofeny u kontrolni skupiny
vykazovaly snizené¢ hodnoty, s rozdilem ptiblizn¢ 10 %. Po 180 minutich se antioxidacni
kapacita zacala stabilizovat. U listl kontrolni skupiny doslo k poklesu o 20 % oproti 60
minutadm, zatimco listy s buspironem vykazovaly mirny pokles o 10 %. Kofeny v obou
skupinach zustaly relativné stabilni, s mirnym primérnym poklesem o 10 %. Po 24 hodinach
antioxidac¢ni kapacita v listech kontrolni skupiny zlstala témét stejnd jako po 180 minutéch,
zatimco listy s buspironem vykazovaly pokles o 10 %. Koteny v kontrolni skupiné vykazovaly
nartst o 10 % ve srovnani s 180 minutami, zatimco kofeny s buspironem zaznamenaly mirny

pokles.

Celkové lze fici, Ze antioxida¢ni kapacita se méni v zavislosti na ase, pfi¢emz
nejvetsi narast je zaznamenan mezi 15 a 60 minutami, po kterém nasleduje stabilizace nebo

mirny pokles po 180 minutach a 24 hodinach.

44



8.3.3. Stanoveni fenolickych latek

Obsah fenolickych latek
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Graf 13: Stanoveni obsahu fenolickych latek v kotenech a listech kukutice Zea Mays.

Z grafu €. 13 je patrné, Ze obsah fenolickych latek v listech a kotenech rostlin se vyrazné
1181 v zavislosti na pouzitém lé¢ivu. Kontrolni skupina vykazuje nejvyssi obsah fenolickych
latek v listech, ktery je pfiblizn€ o 50 % vyssi neZ v kotfenech. Pfi pouZiti buspironu je obsah
fenolickych latek v listech niz$i nez v kontrolni skuping. Listy vykazuji o 12,5 % vyssi obsah
fenolickych latek nez koteny. U rostlin osetfenych escitalopramem jsou hodnoty fenolickych
latek v listech a kofenech téméf vyrovnané. Listy vykazuji hodnotu ptiblizn€ o 9 % vyssi nez
u kotenti. Pfi pouziti trazodonu je obsah fenolickych latek v listech opét vyssi nez v kotfenech.

Listy maji hodnotu pfiblizn€ o 60 % vice nez u kotfent.
Celkové lze fici, Ze kontrolni skupina a rostliny oSetfené trazodonem vykazuji vyrazné

vy$si obsah fenolickych latek v listech nez v kofenech, zatimco rostliny oSetfené buspironem

a escitalopramem mayji vyrovnanéjsi obsah fenolickych latek mezi listy a kotfeny.
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Zména obsahu celkovych fenolickych latek v listech na
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Graf 14: Stanoveni fenolickych latek v listech kukufice Zea Mays. Celkovy obsah fenolickych latek je
vyjadien v ekvivalentech fenolu jako referencni latky.

Z grafu €. 14 je ztejmé, Ze obsah celkovych fenolickych latek v listech se méni v
zavislosti na ¢ase odbéru a na pfitomnosti buspironu. Po 15 minutach je obsah fenolickych
latek v listech kontrolni skupiny vyssi nez u skupiny s buspironem. Po 30 minutach se obsah
fenolickych latek v kontrolni skupin€ mirn€ snizil ve srovnani s 15 minutami, zatimco u list s
buspironem doslo k nartistu pfiblizné o 50 %. Po 60 minutidch doslo k vyraznému nariistu
obsahu fenolickych latek pouze v kontrolni skuping, pfi¢emz hodnota se zvysila pfiblizné o 14
% oproti 30 minutam. U listh s buspironem se obsah fenolickych latek snizil priblizné o 20 %
oproti 30 minutdm. Po 180 minutich doslo k poklesu obsahu fenolickych latek v obou
skupinach. U kontrolnich listi doSlo k poklesu o 12,5 % oproti 60 minutdm, zatimco u listd s
buspironem byl pokles mirny, ptiblizn€ o 10 % oproti 60 minutam. Po 24 hodinach je obsah
fenolickych latek v kontrolni skupiné vyssi nez u listli s buspironem. U kontrolnich listh se
hodnota zvysila o 14 % oproti 180 minutdm, zatimco u listd s buspironem doslo k mirnému

poklesu o 10 %.

Celkové¢ lze fici, ze obsah fenolickych latek v listech se méni v zéavislosti na Case, s
vyraznym narastem mezi 15 a 60 minutami v kontrolni skuping, po kterém nasleduje pokles
po 180 minutéach a stabilizace nebo mirny pokles po 24 hodinach. Listy oSetfené buspironem
vykazuji niz$i hodnoty fenolickych latek nez kontrolni listy v pribéhu celého sledovaného

casoveho useku, s vyjimkou 30 minutového vzorku, kde byly hodnoty vyssi.
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8.3.4. Detekce malondialdehydu

Detekce malondialdehydu (MDA) byla provedena pomoci specifické chromatografické
metody. Ve vzorcich byla detekovana pouze kontrolni skupina, kde byla koncentrace MDA
jasné méfitelnd (9,1 nmol/g(Cerstva hm.)). Ostatni vzorky vSak byly pod limitem detekce a

nebylo tak mozné stanovit jejich koncentraci.

8.3.5. Detekce isoforem a aktivity celkovych volnych peroxidas

Ptitomnost volnych peroxidas v extraktech listi a kotfeni kukufice Zea Mays byla
sledovana pomoci nativni elektroforézy. Intenzita jednotlivych pruhli odrazi aktivitu enzymu
v rostlinach, pticemz pocet pruhti odpovida poctu izoforem daného enzymu. Experimentalni

vysledky byly znadzornény na elektroforeogramu.
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Obrazek 9: Vysledek detekce aktivity volnych peroxidas v listech trazodonu (TL), buspironu (BL),
escitalopramu (EL), kontroly (KL) a v kofenech trazodonu (TK), buspironu (BK), escitalopramu (EK),
kontroly (KK). Jednotlivé §ipky oznacuji detekované formy peroxidas.

Z obrazku €. 9 je patrné, ze v horni pravé ¢asti se vyskytuji velmi vyrazné pruhy nélezici
extraktu z kofent kukutice Zea Mays (oznacené Cisly 1, 2 a 4 na obrazku 9). Pfi porovnani listti
a kofend podle elektroforeogramu, je ziejmé, Ze extrakty z kofent kukufice péstovanych
v pfitomnosti trazodonu, buspironu a ecitalopramu maji vyssi aktivitu jednotlivych isoforem
peroxidas nez u extraktu z listh péstovanych v pfitomnosti trazodonu, buspironu a
ecitalopramu. Intenzity jednotlivych isoforem peroxidas byly vyhodnoceny v programu

GelAnalyzer (viz Ptiloha 1).
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Graf 15: Stanoveni obsahu fenolickych latek v kotenech a listech kukutice Zea Mays. Aktivita je vzdy
vztazena k dané kontrolni skupiné (tj. listy nebo koteny).

Aktivita celkovych peroxidas byla dale stanovena spektrofotometricky (Graf ¢. 15), ze
kterého je patrné, ze aktivita celkovych volnych peroxidas v listech a kofenech je u vSech
zkoumanych skupin rostlin velmi podobna a nevykazuje vyrazné rozdily. U kontrolni skupiny
je aktivita peroxidas v listech 1 kofenech témét shodna, ob¢ hodnoty dosahuji ptiblizn€ 100 %.
Pti pouziti buspironu je aktivita peroxidas v listech mirn€ niZs§i nez v kofenech, s rozdilem
kolem 5 %. U rostlin oSetienych escitalopramem je aktivita peroxidas v listech a kofenech
témer vyrovnana, s nepatrnym rozdilem kolem 2 %. Pfi pouziti trazodonu jsou hodnoty aktivity

peroxidas v listech a kofenech opét velmi podobné, s rozdilem piiblizné 3 %.

Celkoveé lze fici, ze aktivita celkovych volnych peroxidas je mezi jednotlivymi

skupinami mezi listy a kofeny velmi konzistentni, bez vyraznych rozdila.
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8.3.6. Detekce isoforem a aktivity glutathion-S-transferas

KL BL EL TL KK BK EK TK

Obrazek 10: Vysledek detekovani isoforem GST v listech trazodonu (TL), buspironu (BL),
escitalopramu (EL), kontroly (KL) a v kofenech trazodonu (TK), buspironu (BK), escitalopramu (EK),
kontroly (KK). Jednotlivé $ipky oznacuji detekované isoformy GTS.

Obrézek ¢. 10 ukazuje vysledky detekce isoforem GTS v listech a kotfenech rostlin
osetfenych riznymi 1é¢ivy: trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL,
EK) a kontrolni skupiny (KL, KK). Jednotlivé Sipky oznacuji detekované isoformy GST. V
listech je detekce isoform GST velmi slaba ve vSech vzorcich, bez ohledu na pouziti riznych
1é¢iv nebo kontrolni skupiny. V kotenech byly identifikovany ctyii isoformy GST, pficemz
nejvyssi intenzitu vykazuje pravdépodobné vzorek s escitalopramem (EK). Kofeny kontrolni
skupiny (KK) a ostatnich 1éc¢iv (TK, BK) vykazuji niz8i intenzitu isoforem. Intenzity
jednotlivych isoforem GST byly vyhodnoceny v programu GelAnalyzer (viz Ptiloha 2).
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8.3.7. Detekce isoforem a aktivity glutathionperoxidas

KL BL EL TL KK BK EK TK

Obrazek 11: Vysledek detekovani isoform glutathionperoxidasy (GPX) v listech a kofenech rostlin
oSetfenych riznymi 1écivy: trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL, EK) a
kontrolni skupiny (KL, KK).

Obrézek €. 11 ukazuje vysledky detekce isoform glutathionperoxidasy (GPX) v listech
a kotenech rostlin oSetfenych riznymi 1é¢ivy: trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK),
escitalopramem (EL, EK) a kontrolni skupiny (KL, KK). Jednotlivé Sipky oznacuji detekované
isoformy GPX. V listech (oznacené L) v§ech vzorka (KL, BL, EL, TL) je detekce isoform GPX
velmi slabd nebo téméf Zadna. V kotfenech (oznacené K) jsou detekovany ctyti isoformy GPX
(oznacené Sipkami 1, 2, 3, 4). Nejvy$si intenzita isoforem je patrna u vzorku s escitalopramem
(EK). Kofeny kontrolni skupiny (KK) a ostatnich 1é¢iv (TK, BK) vykazuji nizsi intenzitu

isoform.
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8.3.8. Detekce aktivity proteas

KL BL EL TL KK,BK K K

Obrazek 12: Vysledky detekovani aktivity proteas v listech a kofenech rostlin oSetfenych riznymi
1é¢ivy: trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL, EK) a kontrolni skupiny
(KL, KK).

Obrazek €. 12 ukazuje vysledky detekce aktivity proteas v listech a kotenech rostlin
oSetfenych riznymi lé¢ivy: trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL,
EK) a kontrolni skupiny (KL, KK). Jednotlivé Sipky oznacuji detekované proteolytickou
aktivitu. V listech (oznac¢ené L) vSech vzorkli (KL, BL, EL, TL) je detekce aktivity proteas
velmi slaba nebo témét zadna. V kotenech (oznacené K) je detekovana aktivita proteas o rizné
molekulové hmotnosti (oznacené Sipkami 1 az 8). Nejvyssi intenzita proteolytické aktivity je
patrna u vzorku s buspironem (BK). Kofeny kontrolni skupiny (KK) a ostatnich 1é¢iv (TK, EK)
vykazuji rizné intenzity proteolytické aktivity. Tyto vysledky naznacuji, Ze aktivita proteas je
v kotfenech vyrazné vyssi nez v listech a ze buspiron v médiu ziejmé zvysuje proteolytickou

aktivitu intenzitu v kofenech.
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8.3.9. Stanoveni aktivity alkalickych a kyselych fosfatas

Aktivita alkalickych fosfatas
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Graf 16: Stanoveni aktivity alkalickych fosfatas v kofenech a listech kukutice Zea Mays.

Z grafu €. 16 je patrné, Ze aktivita alkalickych fosfatas v listech a kofenech rostlin se
1181 v zavislosti na pouZzitém léCivu. V kontrolni skupiné je aktivita alkalickych fosfatas v listech
vys$si nez v kofenech, pficemz listy vykazuji hodnotu pfiblizné o 25 % vyssi nez koteny. U
rostlin oSetfenych buspironem je aktivita alkalickych fosfatas v listech a kofenech témét
vyrovnand, s mirnym pievySenim v listech o pfiblizn€ 20 %. Aktivita alkalickych fosfatas u
rostlin oSetfenych escitalopramem je vyssi v kofenech nez v listech, pfi¢emz koteny vykazuji
hodnotu pfiblizné o 20 % vyssi nez listy. U rostlin oSetfenych trazodonem je aktivita
alkalickych fosfatas vyssi v kofenech nez v listech, pficemz kotfeny maji hodnotu ptiblizn€ o

15 % vys8i nez listy.

Celkov¢ lze fici, ze kontrolni skupina vykazuje nejvyssi aktivitu alkalickych fosfatas v
listech ve srovnani s ostatnimi 1é¢ivy. U rostlin oSetfenych escitalopramem a trazodonem je
aktivita alkalickych fosfatas vyS$i v kofenech nez v listech, zatimco u rostlin oSetfenych

buspironem jsou hodnoty mezi listy a kofeny vzhledem s kontrolni skupinou srovnatelné.
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Aktivita kyselych fosfatas
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Graf 17: Stanoveni aktivity kyselych fosfatas v kofenech a listech kukutice Zea Mays.

Z grafu €. 17 je patrné, Ze aktivita kyselych fosfatas v listech a kofenech rostlin se 1i8i
v zavislosti na pouzitém lé¢ivu. V kontrolni skupiné je aktivita kyselych fosfatas v kotenech
vyssi nez v listech, pficemz kofeny vykazuji hodnotu ptiblizné o 25 % vyssi nez listy. U rostlin
osetfenych buspironem je aktivita kyselych fosfatas v kofenech nizsi nez v listech, s rozdilem
pfiblizné 20 %. Aktivita kyselych fosfatas u rostlin oSetfenych escitalopramem je v kofenech
a listech téméft vyrovnand, s nepatrnym rozdilem kolem 5 %. U rostlin oSetfenych trazodonem

je aktivita kyselych fosfatas v listech a kofenech vyrovnana, s velmi malym rozdilem.

Celkové lze fici, ze kontrolni skupina vykazuje vyssi aktivitu kyselych fosfatas v
kotenech neZ v listech, zatimco rostliny oSetfené buspironem vykazuji vys$si aktivitu v listech
nez v kotenech. U rostlin osetfenych escitalopramem je aktivita kyselych fosfatas mezi kofeny
a listy vyrovnand, zatimco u rostlin oSetfenych trazodonem jsou hodnoty mezi listy a kotfeny

témer stejné.
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8.3.10. Stanoveni aktivity p-glukosidasy
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Graf 18: Stanoveni aktivity kyselych fosfatas v kofenech a listech kukufice Zea Mays.

Z grafu €. 18 je patrné, ze aktivita B-glukosidasy v listech a kofenech rostlin se
1181 v zavislosti na pouzitém lé€ivu. V kontrolni skuping je aktivita B-glukosidasy v listech vyssi
nez v kofenech, pficemz listy vykazuji hodnotu pfiblizn¢€ o 20 % vyssi nez koteny. U rostlin
osetfenych buspironem je aktivita B-glukosidasy v listech vyrazné vyssi nez v kotfenech, s
rozdilem piiblizné 500 %, tedy listy vykazuji pétkrat vyssi hodnotu nez koteny. Aktivita 3-
glukosidasy u rostlin osetfenych escitalopramem je také vyssi v listech nez v kotfenech, pfi¢emz
listy vykazuji hodnotu pfiblizné o 100 % vyssi neZ kofeny. U rostlin oSetfenych trazodonem je

aktivita B-glukosidasy v listech vyssi nez v kotfenech, s rozdilem pfiblizné 50 %.

Celkov¢ lze tici, ze listy vykazuji vyssi aktivitu B-glukosidasy ve srovnani s kofeny
u vSech zkoumanych skupin. Nejvyraznéjsi rozdil je patrny u rostlin oSetfenych buspironem,
kde je aktivita B-glukosidasy v listech vyrazné vys$si nez v kotenech. U ostatnich skupin je také

pozorovan vyssi obsah aktivity v listech, pficemz rozdily mezi listy a kofeny jsou mensi.
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8.4. Imunochemicka analyza

8.4.1. Detekce cytosolové formy HSP70 v listech a korenech
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Obrazek 13: Vysledky detekce cytosolové formy HSP70 v listech a kofenech rostlin oSetfenych
riznymi lé¢ivy: trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL, EK) a kontrolni
skupiny (KL, KK).

Obrazek ¢. 13 ukazuje vysledky detekce cytosolové formy HSP70 v listech a kofenech
rostlin oSetfenych riznymi 1éCivy: trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK),
escitalopramem (EL, EK) a kontrolni skupiny (KL, KK). ST oznacuje barevny proteinovy
standard, ktery slouZi k analyze molekulové hmotnosti proteinii. Jednotlivé Sipky oznacuji

detekované proteiny HSP70.

V listech a kotenech oSetfenych trazodonem (TL, TK) je detekce HSP70 podobna, s
vyjimkou pasu oznaceného Sipkou 2, ktery je vyrazngjsi v listech (TL) nez v kotenech (TK).
U rostlin oSetfenych escitalopramem (EL, EK) je v listech (EL) detekce HSP70 vyraznéjsi nez
v kotenech (EK). U rostlin oSetfenych buspironem je detekce HSP70 v listech (BL) velmi
slabd, s viditelnosti ptedev§im v pasmech 5, 6 a 7, zatimco v kofenech (BK) je viditelnd v
pasmech 2 az 7. V kontrolni skupiné jsou v listech (KL) nejvice viditelné pasy 2 a 6, zatimco

v kotenech (KK) jsou nejvice viditelné pasy 2 a 5.
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Celkové vysledky naznacuji, Ze HSP70 je pfitomen jak v listech, tak v kofenech, ale
mnozstvi proteinu (intenzita detekce) se 1iSi v zavislosti na vzorku a dané molekulové

hmotnosti.

8.4.2. Detekce chalkonsynthasy v listech a korenech
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Obrazek 14: Vysledky detekce chalkonsynthasy v listech a kofenech rostlin oSetfenych riznymi 1éCivy:
trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL, EK) a kontrolni skupiny (KL, KK).

Obrazek ¢. 14 ukazuje vysledky detekce chalkonsynthasy v listech a kotfenech rostlin
osetfenych riznymi 1é¢ivy: trazodonem (TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL,
EK) a kontrolni skupiny (KL, KK). ST oznacuje barevny proteinovy standard, ktery slouzi k
analyze molekulové hmotnosti proteini. Jednotlivé Sipky oznacuji detekované pasy

chalkonsynthasy.

Detekce chalkonsynthasy vykazuje variabilitu mezi vzorky z listh a kofend rizné
oSetenych rostlin. V listech kontrolni skupiny (KL) je detekce chalkonsynthasy nejvyraznéjsi,
piedevsim v pasmech oznacenych Sipkami 2, 4 a 6. Listy oSetifené escitalopramem (EL) maji
také vyraznou detekci chalkonsynthasy, zejména v pasmech 2 a 4. Listy oSetiené trazodonem
(TL) vykazuji detekci, kde je obzvlasté vyrazny pas 2. Listy oSetiené buspironem (BL) maji

viditelné pasy chalkonsynthasy, 1 kdyZ méné vyrazné nez kontrola, hlavn¢ v pdsmech 5, 6 a 7.
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Jediny vzorek kotent, ktery vykazuje viditelnou detekei chalkonsynthasy, je kontrolni kofen
(KK), kde jsou patrné proteiny oznacené Sipkou 2 a 5. Ostatni kofenové vzorky (TK, BK, EK)

vykazuji velmi slabou nebo pod limitem detekce.

Celkové vysledky naznacuji, Ze chalkonsynthasa je pfitomna hlavné v listech, pficemz
nejvyraznéj$i detekce je v listech kontrolni skupiny (KL), escitalopramem (EL) a trazodonem
(TL). Kofeny vykazuji mnohem slabsi detekci, s vyjimkou kontrolnich kotenti (KK), kde je

ptitomnost reakce protilatky proti chalkonsynthase pozorovatelna v nékolika pasmech.

8.5. Analyza kultiva¢nich médii

Obsah fenolickych latek v médiu v zavislosti na Case
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Graf 19: Stanoveni obsahu fenolickych latek v médiu v zavislosti na ¢ase. Byly analyzovany odbéry
média na zacatku experimentu (den 1) a v ke konci kultivace s 1é¢ivem (den 5).

Graf ¢. 19 ukazuje obsah fenolickych latek v médiu v zavislosti na ¢ase (den 1 a
den 5) pro razné skupiny: kontrola, buspiron, escitalopram a trazodon. V kontrolni skupiné je
obsah fenolickych latek v odbéru ze dne €. 1 vyssi nez ze dne €. 5, kdy doSlo k mirnému
poklesu. U skupiny oSetfené buspironem je obsah fenolickych latek ze dne ¢. 1 vyssi nez ze
dne €. 5, kde se obsah mirné€ snizil. Ve skupiné péstované escitalopramem je obsah fenolickych

latek 1. den nizsi nez 5. den, kdy doslo k vyraznému ctyindsobnému naristu. U skupiny
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oSetfené trazodonem je ve dni €. 1 obsah fenolickych latek niz§i nez ze dne €. 5, kdy doslo k

vyraznému trojnadsobnému narustu.

Celkov¢ graf ukazuje, ze v kontrolni skupiné a ve skupin¢ oSetfené buspironem
doslo k mirnému poklesu obsahu fenolickych latek mezi dnem 1 a dnem 5. Naopak ve
skupinach oSetfenych escitalopramem a trazodonem doSlo k vyraznému narlstu obsahu
fenolickych latek v médiu mezi dnem 1 a dnem 5. Tento nérGst je nejvyraznéjsi u skupiny

oSetfené escitalopramem.

Antioxidac¢ni kapacita média v zavislosti na ¢ase
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Graf 20: Stanoveni antioxidacni kapacity média v zavislosti na ¢ase. Byly analyzovany odbéry média
na zacatku experimentu (den 1) a v ke konci kultivace s léCivem (den 5).

Graf ¢. 20 ukazuje antioxidacni kapacitu média v zavislosti na Case (den 1 a den
5) pro rizné skupiny: kontrola, buspiron, escitalopram a trazodon. V kontrolni skupiné je
antioxidacni kapacita den €. 1 vyssi nez dne €. 5, kdy doslo k poklesu pfiblizn€ o 33 %. U
skupiny oSetiené¢ buspironem je dne 1 antioxidacni kapacita nizkd, ale dne ¢. 5 doslo k
vyraznému naristu, vice nez trojnasobn¢. Ve skupiné oSetfené escitalopramem je den €. 1
antioxidac¢ni kapacita nizs§i nez dne €. 5, kdy doSlo k vyraznému naristu, ptiblizn€ ¢tyinasobné.
U skupiny oSetfené trazodonem je den €. 1 antioxidacni kapacita nizs§i nez dne €. 5, kdy doslo

k vyraznému nértstu, ptiblizné dvojnasobng.

Celkov¢ grafukazuje, ze v kontrolni skupiné doslo k poklesu antioxida¢ni kapacity

mezi dnem 1 a dnem 5. Naopak ve skupindch oSetfenych buspironem, escitalopramem a
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trazodonem doslo k vyraznému narastu antioxida¢ni kapacity mezi dnem 1 a dnem 5. Tento

narist je nejvyraznéjsi u skupiny oSetfené escitalopramem.

Stanoveni protein pomoci kyseliny bicinchoninové v
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Graf 21: Stanoveni protein pomoci kyseliny v médiu v zavislosti na ¢ase. Byly analyzovany odbéry
média na zacatku experimentu (den 1) a v ke konci kultivace s 1é¢ivem (den 5).

Graf ¢. 21 ukazuje stanoveni mnozstvi proteinti pomoci kyseliny bicinchoninové v
ruznych skupinach: kontrola, buspiron, escitalopram a trazodon, dne ¢. 1 a dne €. 5. V kontrolni
skuping€ je mnoZstvi proteinti den €. 1 a den €. 5 téméf stejné, s velmi malym poklesem 5. den.
U skupiny oSetfené buspironem je den ¢. 1 mnozstvi proteint vyssi nez den €. 5, kdy doslo k
poklesu ptiblizné o 30 %. Ve skuping oSetfené escitalopramem je den ¢. 1 mnozstvi proteinti
vy$si nez den €. 5, kdy doslo k poklesu pfiblizn€é o 50 %. U skupiny oSetfené trazodonem je

den ¢. 1 mnozstvi proteind vyssi nez den €. 5, kdy doslo k poklesu ptiblizn€ o 40 %.
Celkové¢ graf ukazuje, Ze ve vSech skupinach obsahujicich lé¢ivo v médiu doslo mezi

dnem €. 1 a dnem ¢. 5 k poklesu mnoZstvi proteinti. Tento pokles je nejvyraznéjsi u skupiny

oSetfené escitalopramem, zatimco v kontrolni skupiné je pokles mnoZstvi proteinii minimalni.
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9. Diskuse

Fytoremediace je dulezity proces pro odstranéni kontaminantd z Zivotniho prostiedi.
Pfijem xenobiotik rostlinami zahrnuje specificky aktivni i pasivni transport latek. Kromé
nekolika sloucenin s hormonalni strukturou, které mohou byt pfijimany aktivnim transportem,
se predpoklada, ze xenobiotika vstupuji do rostliny pievazné pasivni difuzi, a jejich dalsi

distribuce v rostling je fizena specifickymi transportnimi procesy [77].

Listy rostlin péstovani v médiu s buspironem vykazuji mirny nartist antioxidacni kapacity
ve srovnani s kontrolou. Obsah fenolickych latek je vyrazné vyssi, coZ naznacuje zvySenou
odpovéd’ na oxidacni stres. V kofenech je antioxidacni kapacita a obsah fenolickych latek nizsi
nez v listech, ale stale vyssi nez v kontrolni skupin€, coz naznacuje, ze buspiron vyvolava
systémovou stresovou reakci v rostliné. Béhem Sestidenniho experimentu bylo vyextrahovéano

77,3 % léciva, coz odpovida primeérnému poklesu koncentrace o 2,9 mg/l.

Listy rostlin péstované s escitalopramem v médiu vykazuji vyrazny nértst antioxidacni
kapacity, zejména paty den, coZ naznaCuje silnou odpovéd na oxidacni stres. Obsah
fenolickych latek se také vyrazné zvySuje, coz naznacuje posilené obranné mechanismy. V
kofenech ptitomnosti escitalopramu také zvysSuje antioxidacni kapacitu a obsah fenolickych
latek, 1 kdyz v men$i mife nez v listech, coZ ukazuje, Ze kofeny jsou méné citlivé na
escitalopram. Béhem pétidenniho experimentu bylo vyextrahovano 70 % lé€iva, coZ odpovida

pramérnému poklesu koncentrace o 2,8 mg/1.

Listy rostlin péstované s trazodonem v médiu vykazuji mirny néartst antioxidacni kapacity
a obsahu fenolickych latek ve srovnani s kontrolni skupinou, coZ naznacuje, ze trazodon
vyvolava mirnou odpoveéd na oxidaéni stres v listech. V kotenech jsou podobné trendy s
mirnym narastem antioxida¢ni kapacity a obsahu fenolickych latek, coz naznacuje, ze trazodon
ovlivituje ob¢ pletiva podobn€. Béhem osmidenniho experimentu bylo vyextrahovano 77,2 %

1é¢iva, coz odpovida primérnému poklesu koncentrace o 2,64 mg/1.

Buspiron a trazodon vykazuji podobné trendy v poklesu koncentrace 1é¢iva a zvySeni
antioxidaéni kapacity a obsahu fenolickych latek v listech a kofenech. Tato podobnost miize
byt zpiisobena podobnymi mechanismy ucinku téchto 1é€iv na rostliny, které zahrnuji zvyseni

produkce antioxida¢nich enzymi a dalSich obrannych mechanismi.
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Cilem této ptehledové prace bylo zdiiraznit vyznam rostlin v procesu detoxikace
veterinarnich 1€¢iv v Zivotnim prostfedi, pficemz byly posouzeny moznosti vyuziti rostlin pro

fytoremediacni technologie.

Souhrnny ¢lanek od Kozka et al. z roku 2020 [75] provedl fytoextrakci na houbé Pleurotus
ostreatus. Zjistili, Ze houba Pleurotus ostreatus byla ucinna pro odstranovani nékolika 1é¢iv z
kultivacniho média. Mezi testovanou latkou bylo také antidepresivum citalopram. Podle
vysledkl experimentu byl citalopram béhem 96 hodin odstranén pouze mirng, s u¢innosti az
50%. Tento vysledek byl pozorovan pii koncentraci 2,5 pg/mL. Zajimavé je, zZe u¢innost
odstranéni citalopramu byla vyS8$i pfi vySSich koncentracich neZ pii nizSich. Vysledky
naznacuji, Ze mechanismus odstranéni zahrnuje jak adsorpci, tak enzymovou degradaci. V této
praci byla stanovena ucinnost fytoextrakce escitalopramu, S-enantiomeru citalopramu, pomoci
rostlin kukufice byla 0 20% vys$$i. Dle prvniho odbé&ru i zde vysledky naznacily adsorpci [éCiva
na koteny. V rostlinach lze také ptredpokladdat enzymovou preménu escitalopramu napf. jeho

konjugaci s GST s naslednym ulozenim do vakuoly nebo oxidaci vlivem peroxidas.

Aktivita celkovych volnych peroxidas v listech a kofenech je u v§ech zkoumanych skupin
rostlin velmi podobna a nevykazuje vyrazné rozdily. U kontrolni skupiny je aktivita peroxidas
v listech 1 kofenech téméf shodna. Pfi pouZiti buspironu je aktivita peroxidaz v listech mirné
niz$i nez v kotenech, s rozdilem kolem 5 %. U rostlin oSetfenych escitalopramem je aktivita
peroxidas v listech a kofenech téméf vyrovnana, s nepatrnym rozdilem kolem 2 %. Pfi pouZiti
trazodonu jsou hodnoty aktivity peroxidas v listech a kotenech opét velmi podobné, s rozdilem
piiblizné 3 %. Celkové lze fici, Ze aktivita celkovych volnych peroxidas je mezi jednotlivymi
skupinami a mezi listy a kofeny velmi konzistentni, bez vyraznych rozdilti. Souhrnny ¢lanek
od Ryslavé et al. zroku 2015 [76] také analyzuje aktivitu peroxidas. Vysledky z ¢lanku
ohledn¢ aktivity peroxidas ukazuji, ze pfitomnost xenobiotik v kultivatnim médiu muize
zpusobit indukci antioxida¢niho systému, coz je patrné zejména u listech slunecnice. Nejvyssi
narust aktivity byl zaznamenan u membranové vazanych peroxidas ve slunecnicovych listech,
u rozpustnych peroxidas v kofenech slune¢nice (pfi ptisobeni 10,11-epoxykarbamazepinu), a
také u membranove vazanych peroxidas v kofenech slunec¢nic pii plisobeni ibuprofenu a 10,11-

epoxykarbamazepinu.

Detekce isoform GST ukézala, Ze v listech je aktivta isoforem velmi slaba ve vSech

vzorcich, tedy bez ohledu na pfitomnost 1é¢iv a kontrolni skupiny. V kotenech byly
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identifikovany Ctyfi isoformy, pficemz nejvyssi intenzitu vykazuje varianta s escitalopramem.
od Mittonu et al. z roku 2018 [74] ukazuje aktivitu GST. Ve studii byla métena aktivita GST
u rajcat a cuket, které byly vystaveny 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan (DDT).
Vysledky ukazaly, Ze odpovéd’ rostlin je specificka pro rlizna pletiva. V rajCatech byla aktivita
GST v kotenech po expozici DDT vyznamné snizena, zatimco v listech se aktivita GST zvysila.
Stonky nevykazovaly zddné vyznamné zmény. Tento vysledek naznacuje, Ze koteny, které jsou
primarnim mistem piijmu znecis$t'ujici latky, mély inhibovan tento enzym kvuli vysokym
koncentracim DDT. Naopak v listech, kde jsou koncentrace DDT niz§i, mtiZze dojit k aktivaci

GST jako obranného mechanismu.

Detekce isoform GPX v listech vSech vzorku je velmi slaba nebo téméf zadna. V kotfenech
jsou detekovany Ctyfi isoformy, nejvyssi intenzita je patrna u vzorku s escitalopramem. Koteny
kontrolni skupiny a ostatnich 1é¢iv vykazuji niz$i intenzitu isoform. Souhrnny clanek od
Mittonu et al. z roku 2018 [74] analyzoval aktivitu GPX. Aktivita GPX rovnéz vykazovala
odpovédi specificke pro riizna pletiva. Obecné byla vyssi aktivita GPX pozorovana v kofenech
a stoncich ve srovnani s listy. V raj¢atech byla vyznamné zvySend aktivita GPX zaznamenana
pouze v listech po expozici DDT. Toto zvySeni aktivity GPX v listech naznacuje, Ze oxida¢ni
stres vyvolany DDT v listech je kompenzovan aktivaci GPX, ktera hraje kli¢ovou roli v

detoxikaci ROS.

Tato zjisténi zdlraziiuji rozdilné reakce antioxida¢nich enzym v rajcatech a cuketach, coz

odrazi jejich riznou schopnost zvladat oxidacni stres vyvolany expozici DDT.

Detekce aktivity proteas ukazala, Ze v listech vSech vzorki je detekce proteasové aktivity
velmi slaba nebo téméf Zadna. V kotfenech jsou detekovany rtizné proteasové aktivity, nejvyssi
intenzita je patrnd u vzorku s buspironem. Kofeny kontrolni skupiny a ostatnich 1é€iv vykazuji
ruzné intenzity proteasovych aktivit. Zajimavym fenoménem je vyrazné zvysSena proteolyticka
aktivita v kofenech rostlin vystavenych buspironu. Tato aktivita mize souviset s udrzovanim
homeostasy, zpracovanim poskozenych nebo nepotiebnych proteinti, reakcemi rostlin na
stresové podminky prostiedi, a dokonce 1 s procesy spojenymi s programovanou bunétnou

smrti.
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Souhrnny ¢lanek od Schweighofer et al. z roku 2015 analyzoval aktivitu fosfatas. Ve studii
védci se zaméfili na roli fosfatas v rostlinach, predevsim na jejich klicovou funkci v bunécné
signalizaci a obrannych mechanismech. Fosfatasy jsou zodpovédné za odstranovani
fosfatovych skupin z proteind, ¢imz reguluji mnoho bunéénych procesi. Ve srovnani s
proteinovymi kinasami, které piidavaji fosfatové skupiny, maji fosfatasy mensi pocet zastupci,
ale hraji stejn¢ dulezitou roli pfi udrzovani rovnovahy v bunécnych signalnich dréhach.
Konkrétné v rostlinach Arabidopsis thaliana studie zminuje, Ze fosfatasy se podileji na regulaci
obrannych mechanismu proti patogentim, stresovych reakci, svételné a hormonalni signalizace,
bunécného cyklu a diferenciace, metabolismu a rlstu rostlin. Bylo také popsano, ze fosfatasy
vykazuji vysokou specifitu v rozpoznavani substrata a hraji ditllezitou roli v signédlnich drahach
souvisejicich s patogenni obranou a regulaci stresu [78]. V této praci aktivity alkalickych
fosfatas v listech a kofenech se 1i8i v zavislosti na pouzitém 1é¢ivu. V kontrolni skuping je
aktivita vyssi v listech nez v kofenech. U rostlin oSetfenych buspironem je aktivita v listech a
kofenech téméf vyrovnand, u escitalopramu a trazodonu je vyS$si v kofenech. U kyselych
fosfatas je v kontrolni skupiné vyssi aktivita v kofenech, zatimco u buspironu je vyssi v listech.
U escitalopramu a trazodonu jsou aktivity mezi listy a kofeny téméf vyrovnané. Pravdépodobné
tedy 1 drobné rozdily v aktivité fosfatas v rostlinach kontaminovanych 1é¢ivy v médiu mohou
souviset se zménami v signalni drahéch, které reaguji na pfitomnost xenobiotika v rostlinném

pletivu.

Souhrnny ¢lanek od Kannanu et al. zroku 2023 analyzoval aktivitu B-glukosidasy. B-
glukosidasy v rostlinach plni dulezité funkce v riznych oblastech, jako je obrana a interakce s
mikroorganismy, metabolismus bunécné stény a lignifikace, aktivace fytohormont, signalizace
a sekundarni metabolismus rostlin. Vzhledem k tomu, Ze rostliny jsou nepohyblivé organismy,
které se nemohou aktivné branit predatorim, vyvinuly schopnost syntetizovat sekundérni
metabolity, které jim pomadahaji chranit se a pfizpusobit se riznym abiotickym stresim. [3-
glukosidasy funguji jako bioaktivatory v obrané¢ rostlin, a to jak na urovni interakci mezi
rostlinami a mikroby, tak mezi rostlinami a hmyzem. Hraji klicovou roli pfi degradaci
oligosacharidii vznikajicich pfi obnové bunétné stény a lignifikaci, ¢imZz pfispivaji ke
stabilizaci bunécnych stén tim, ze uvoliiuji monolignoly z jejich glykosidf. Dale se podileji na

uvoliiovani viini kvétin a atraktantd pro opylovace [80].
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Aktivita B-glukosidasy je vyssi v listech nez v kofenech u vSech zkoumanych skupin.
Nejvyraznéjsi rozdil je u rostlin oSetfenych buspironem, kde je aktivita v listech vyrazné vyssi
nez v kofenech. Pravdépodobné tedy v tomto ptipadé zvyseni aktivity B-glukosidasy souvisi se
zménami bunécné stény v souvislosti se snahou zabranit prostupnosti buspironu do nadzemni
casti rostliny.

Proteiny teplotni Soku (HSP) hraji vyznamnou roli ve vyvoji rostlin a v reakci na abiotické
a biotické stresové podminky. Rodina HSP zahrnuje celou fadu proteinii o velikosti od 10 kDa
do >100 kDa. V rostlinach lze rozlisit Ctyii tfidy, které plsobi v cytosolu, mitochondriich,
chloroplastech nebo endoplazmatickém retikulu. Geny a proteiny HSP70 reaguji na
fytohormony, coz jsou nizkomolekularni reguldtory, které reguluji rdst a vyvoj rostlin a
usnadiuji integraci signalt prostiedi, véetné biotickych a abiotickych stresorti [80]. V této praci
byla sledovana ptitomnost cytosolové formy HSP70, jejiz zastoupeni se vyrazné liSilo v
kotenech 1 listech kontaminovanych buspironem z média. Oproti ostatnim variantdm
obsahovaly tyto kofeny i listy velké zastoupeni isoforem popt. degrada¢nich produktti HSP70
o molekulové hmotnosti 25-40 kDa a zaroven zde bylo pozorovano vyznamné snizeni isoformy
o velikosti 70 kDa. Lze tedy piedpokladat, Ze se jedna o isoformy reagujici na abiotickou formu
stresu vyvolanou buspironem, ktery ziejmé predstavuje pro rostliny vyssi stresovou zatéz nez

escitalopram a trazodon.

Detekce chalkonsynthasy vykazuje variabilitu mezi vzorky z listi a kofeni rtzné
oSetfenych rostlin. Listy kontrolni skupiny a rostlin oSetfenych escitalopramem a trazodonem
vykazuji nejvyraznéjsi detekci chalkonsynthasy. Kofeny vykazuji mnohem slabsi detekci, s
vyjimkou kontrolnich kotenti, kde je pfitomna detekce v n€kolika pasmech. Chalkonsynthasa
je klicovy enzym v biosyntéze flavonoidl, coz jsou nizkomolekuldrni sekundéarni rostlinné
metabolity, které jsou diileZité pro ochranu rostlin pfed reaktivnimi formami kysliku. Exprese
genu pro chalkonsynthasu je v rostlindch indukovana za stresovych podminek, jako je UV
zéateni, bakteridlni nebo houbova infekce. ZvySeni obsahu chalkonsynhasy zptsobuje
akumulaci flavonoidli a isoflavonoidii a je zapojena do obranné drdhy kyseliny
salicylové.V této praci byla detekovana pomoci specifické protilatky proti chalkonsynthase
fada proteintl v oblasti 20-70 kDa. Majoritni prouzek chalkonsynthasy by mél mit dle vyrobce
protilatky (Agrisera, Svédsko) velikost 43,1 kDa. Nicméné v databazi BRENDA [83] lze pro
chalkonsynthasu najit molekulovou hmotnost 40-120 kDa v zavislosti na dané rostling.
Nejvyssi zastoupeni chalkonsynthasy bylo pozorovano v listech kontrolnich rostlin. Listy

rostlin kontaminovanych 1é¢ivy v médiu vykazovaly niz$i intenzitu proteinti o riznych
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molekulovych hmotnostech (20-70 kDa). V souvislosti s dalsimi vysledky lze predpokladat, ze
rostlina je pfitomnosti [éCiv vystavena stresu a nékteré energeticky naro¢né biosyntetické drahy

musi tedy omezit, coz mlze byt i tento piipad.

Ve stresovych podminkach se kofenové exudaty podili na zvySeni u€innosti vyuziti zdrojt
zivin a signalizaci. V této praci bylo pozorovéno zvySeni obsahu fenolickych latek a
antioxidacni kapacity na ¢ase v médiich obsahujicich vybrana 1é¢iva. Jedna se tedy patrné o
reakci rostlin na pfitomnost abiotického stresoru. Na druhé strané byl pozorovan pokles obsahu
proteinil v médiu na ¢ase. MlzZe se jednat napi. o sekretované enzymy, které také reaguji na
pfitomnost 1é¢iva. Lze napiiklad ptedpokladdat, Ze léCiva mohou byt pieménovana

peroxidasami na metabolity, které budou pro rostlinu méné toxické.

Z hlediska fytoremediace vykazuje trazodon a buspiron velmi podobné chovéni, kdy béhem
kultiva¢niho experimentu bylo zachyceno kolem 23 % plivodniho mnoZzstvi xenobiotika.
Vysledky u escitalopramu se mirn¢ li§i, pozorovany zachyt byl nepatrné vyssi. Podobnost
vysledkd trazodonu a buspironu muize souviset se strukturni podobnosti. Escitalopram je na
rozdil od trazodonu a buspironu, ktery je strukturné zaloZen na dusikatych heterocyklech,
odli$nd molekula obsahujici atom fluoru, nitrilovou skupinu, a etherovy mustek. Lze tak
predpokladat rozdilné adsorp¢ni 1 absorpéni vlastnosti vzhledem ke kofenovému pletivu. Pii
srovnani s experimenty za stejnych ¢i velmi podobnych podminek a se stejnym kultivarem
kukufice pro dalsi farmaka, je G€innost zdchytu buspironu, escitalopramu a trazodonu vyrazné
nizsi. Za stejnych podminek je napiiklad extrakce olanzapinu ¢i mianserinu vyrazné vyssi, nad
90 % [84] a u ibuprofenu dosahuje t¢éméi 100 % [85]. Rozdily mohou byt zpiisobeny fadou
faktort, jako je tfeba rozpustnost ¢i lipofilita molekuly. Nezanedbatelnd miize byt i geometrie
molekuly, kterd miize dramaticky ovlivnit primérni afinitu k povrchu kofent, at’ uz zlstane u
adsorpce, ¢i dojde k dal§imu aktivnimu ¢i pasivnimu transportu, ktery dle vysledki
biochemickych experimentl zjevné probiha. Jednoduché srovnani na zaklad€ rozpustnosti ¢i
lipofility na tfad¢ testovanych 1éCiv nevede k jednoznaénému vysledku, 1 kdyz se zda, ze se
vyskytuje urcitd tendence smérem k vyS$S§im zachytim u rozpustnéjSich substratd, coz by
naznac¢ovalo vyznamny vliv pasivni difuze. Studium procesii vlastniho mechanismu by
vyZzadovalo dalsi studie v multikomponentnich systémech xenobiotik, kdy by se daly procesy
interpretovat z hlediska preference adsorpcnich ¢i absorp¢nich pribéhti. Z hlediska celkového
posouzeni vSak je zfejmé, Ze zachyt studovanych xenobiotik je redlny a vyuzitelny i
v kotenovych €istirnach ¢i obdobném kvartérnim docist'ovani komunalnich odpadnich vod.
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10. Zavér

Z hlediska moznosti vyuziti technologického procesu fytoextrakce bylo prokazano, ze
studovana xenobiotika jsou zachycovana kofenovym systémem rostlin kukufice seté a dochazi
k ovlivnéni biochemickych parametri i v nadzemnich c¢astech rostlin. Vysledky tak ukazuji
moznost aplikace kotenové filtrace pro docistovani v kvartérnich stupnich ¢isténi komunalnich
odpadnich vod. Poukazuji vSak ziroven na pfitomnost studovanych latek v pouzitych
rostlindch, a tudiz 1 nutnost nasledné specifické likvidace pouzitych rostlin. Nezanedbatelnym

vysledkem je 1 znacné pravdépodobnost priniku studovanych latek do ekosystému.

Vysledky této studie rovnéz prokazaly, ze 1éCiva escitalopram, buspiron a trazodon maji
vyznamny vliv na fyziologické a biochemické procesy v rostlinach. Antioxida¢ni kapacita a
obsah fenolickych latek byly vyssi v listech nez v kofenech, pfi¢emz escitalopram vykazoval
nejvyrazngjsi ucinky. Aktivita volnych peroxidas, glutathion-S-transferas, glutathionperoxidas
a proteaz byla konzistentni napfi¢ vzorky, pficemz nejvyssi aktivita byla pozorovana
v rostlindch péstovanych s escitalopramem a buspironem. Aktivita alkalickych a kyselych
fosfatas se liila v zavislosti na Ié¢ivu, s vy$§imi hodnotami v listech nebo kotfenech v zavislosti
na daném léCivu. Imunochemickéd analyza ukazala pfitomnost HSP70 a chalkonsynthasy,
s vy$§im mnozstvim téchto proteint v listech nez v kofenech. V kultiva¢nich médiich byla
detekovana ptitomnost fenolickych latek, antioxidantii a proteinli. Celkove Ize konstatovat, Ze
lé¢iva vyznamné ovliviiuji antioxida¢ni kapacitu a vybrané enzymové aktivity v rostlinach, coz
mize byt dusledkem zvySené indukce obrannych mechanismi proti abiotickému stresu
vyvolanému témito latkami. Tato zjiSténi ptispivaji k lepSimu pochopeni interakci mezi 1é€ivy

a rostlinami, coz miiZze vést k zvyseni efektivity fytoremediacni vlastnosti rostlin.
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12. Priloha

Priloha 1: Stanoveni intenzity isoforem peroxidas v programu GelAnalyzer.

Analyza byla provedena v listech a kofenech rostlin oSetfenych riznymi 1é¢ivy: trazodonem

(TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL, EK) a kontrolni skupiny (KL, KK).
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Priloha 2: Stanoveni intenzity isoforem glutathion-S-transferasy v
programu GelAnalyzer.

Analyza byla provedena v listech a kofenech rostlin oSetfenych riznymi 1é¢ivy: trazodonem

(TL, TK), buspironem (BL, BK), escitalopramem (EL, EK) a kontrolni skupiny (KL, KK).

Intensita isoforem GST v korenech rostlin

3500
3000
2500
2000

1500
1000
50
I I [ L] I I ||
1 2 3

4

Intensita

o O

BKK EMBK WEK ®mTK

77



