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bunkach

Benzimidazolova anthelmintika jsou 1é¢iva proti parazitickym cerviim hojné
pouzivand u lidi 1 zvifat. Vylucovanim se mohou tyto latky dostavat a perzistovat
Vv zivotnim prostiedi a ovliviiovat necilené organismy. Vhodnou metodou pro odstranéni
anthelmintik z prostiedi by mohla byt fytoremediace. Abychom zjistili detoxifika¢ni
schopnosti rostlin, studovali jsme biotransformaéni cesty albendazolu (ABZ) a
flubendazolu (FLU) u rakosu (Phragmites australis) in vitro. Bylo zjisténo, ze bunky
rakosu jsou schopné pfijimat a metabolizovat obé tato anthelmintika. Tato 1é¢iva nemaji
vyznamn&j$i vliv na viabilitu bunék rakosu. Pomoci HPLC/MS bylo nalezeno 10
metaboliti ABZ a 5 metabolitt FLU. Bylo identifikovano také nékolik atypickych
metaboliti (glukosylglukosidy, acetylglukosidy a xylosylglukosidy), které nebyly dosud
popisovany. Na zaklad¢ vysledkd, bylo navrzeno schéma metabolickych cest ABZ a
FLU urakosu. Pomoci HPLC byl kvantifikovan obsah hlavnich metabolith
(redukovaného FLU, ABZ-sulfoxidu, ABZ-sulfonu) v bunikach rakosu i v kultivacnim
médiu. Vétsinu metabolith ABZ a FLU miZeme povazovat za latky SnizSim
anthelmintickym plisobenim oproti patentnim lé¢ivim. Proto lze usuzovat, ze rakos
mize byt s vyhodou pouzit k detoxikaci a odstranéni téchto anthelmintik z pastvin a
vodnich zdroji.

Bylo sledovano ovlivnéni proteomu huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) v
ptitomnosti FLU pomoci dvourozmémé elektroforézy. Na ,.stain-free” gelech bylo
patrné zvySeni mnozstvi 1 proteinu a snizeni mnozstvi 3 proteini vlivem FLU. Pii
barveni gelti pomoci Coomassie brilliant blue G 250 bylo nalezeno 5 proteind, jejichz
mnozstvi bylo ovlivnéno FLU. Identifikace téchto proteinii bude predmétem dalsi

studie.
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Benzimidazole anthelmintics, the drugs against parasitic worms, are widely used
in human as well as in veterinary medicine. Following excretion, these substances may
persist in the environment and impact non-target organisms. Phytoremediation might be
a suitable method for elimination of anthelmintics from the environment. In order to test
detoxification abilities of plants, biotransformation pathways of albendazole (ABZ) and
flubendazole (FLU) were studied in reed (Phragmites australis) in vitro. It was found
that reed cells were able to uptake and biotransform both anthelmintics. These drugs did
not significantly affect viability of the reed cells. Using HPLC/MS 10 ABZ metabolites
and 5 FLU metabolites were found. Some atypical biotransformation metabolites
(glucosylglucosides, acetylglucosides and xylosylglucosides), which have not been
previously reported were identified. Based on the obtained results, the schemes of
metabolic pathways of ABZ and FLU in reed were proposed. The amount of main
metabolites (reduced FLU, ABZ-sulfoxide, ABZ-sulfone) in reed cells and cultivation
media were quantified using HPLC. The majority of ABZ and FLU metabolites can be
considered as less effective anthelmintic agents compared to patented drugs. Thus, reed
could be used for the removal and detoxification of these anthelmintics in pastures and
water sources.

The effects of FLU on the proteome of Arabidopsis thaliana was evaluated
using two-dimentional electrophoresis. The ,stain free* gels revealed an elevated
amount of 1 protein and a reduced amount of 3 other proteins in the presence of FLU.
Staining of the gels with Commassie Brilliant blue G 250 showed the presence of 5
proteins with altered quantities due to the presence of FLU. Identification of these

proteins will be a focus of further study.
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1. Uvod

Ptitomnost humdannich a veterindrnich 1é¢iv v Zzivotnim prostiedi se stava
aktualnim problémem. Proto také stoupd zijem spolecnosti zkoumat vliv 1éCiv na
prostfedi a navrhovat u¢innd a ekonomicky mozna feseni, Setrna k zivotnimu prostredi i
Clovéku samému. O ekotoxikologickych uc¢incich mnoha 1éCiv je zatim velmi malo
informaci, proto by se meélo jednat o dynamickou oblast vyzkumu. I kdyz se do
prostfedi dostava velka tada 1é¢iv, jen néktera jsou povazovana za vyznamna v oblasti
zne€isténi Zivotniho prostiedi a to hlavné z divodi objemu jejich spotieby, toxicity a
perzistence. Jsou to hlavné: beta blokatory, cytostatika a nddorova terapeutika,
analgetika, protizanétlivé 1éky, steroidni hormony, neuroaktivni slouceniny,
antiparazitika, 1é¢iva snizujici hladinu cholesterolu v Krvi a antibiotika (Morley, 2009).

Jednou z moznosti, jak detoxikovat a odstranit 1é¢iva z Zivotniho prostiedi, je
vyuzit fytoremediaci tj. technologii vyuZzivajici rostliny k degradaci nebo akumulaci
kontaminanti. Rostliny mohou pfeménovat a rozklddat velmi Siroké rozpéti
organickych sloucenin. Rozsifujici se znalosti mechanismid tGcastnicich se
fytoremediace slibuji velké moznosti v pouziti rostlin k Siroké skale environmentalniho
usili. Byl zaznamendn vyznamny vyvoj ve vyzkumu pfirodnich 1 geneticky
modifikovanych rostlin pouZitelnych k remediaci Skodlivin v zivotnim prostfedi
(Meagher, 2000).

V této praci jsem se zabyvala anthelmintiky, 1é¢ivy pouzivanymi pii lécbé 1
prevenci nemoci zpusobenych parazitujicimi Cervy. Pravé benzimidazolova
anhelmintika jsou velmi Casto a Siroce vyuZzivana ve veterinarni praxi, coz zpusobuje
vyznamné zneCiSténi pastvin a odpadnich a podzemnich vod. Zkoumala jsem proto
potencial rostlinnych bunék pfijimat a metabolizovat dvé vyznamna benzimidazolova
anthelmintika flubendazol (FLU) a albendazol (ABZ). Sledovala jsem také ovlivnéni

rostlinného proteomu husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) po expozici FLU.



2. Teoreticka cast

2.1. Léciva v Zzivotnim prostiedi

Mezi nejvyznamnéj$i pfirodni kontaminanty patii perzistentni organické
polutanty  (dichlordifenyltrichloroethan, polychlorované bifenyly, polycyklické
aromatické uhlovodiky, organické pesticidy), polybromované retardatory hoteni,
ptipravky pro osobni hygienu a farmaka. Farmaka lze rozd¢lit podle jejich odolnosti
vaci zivotnimu prostiedi na lehce odbouratelna (napt. kyselina acetylsalicylova), na
latky stalé a hydrofilni (napt. bezafibrat), latky stalé a lipofilni (napt. ofloxacin).
Nejnebezpecnéjsi jsou latky lipofilni. Léciva v odpadnich vodach lze diky nizkym
koncentracim (pod 1 mg/l) zafadit mezi tzv. stopové znecisténi (Kotyza et al., 2009).
Uznava se, ze individudlni koncetrace [éCiv v piirodé jsou velmi nizké, ale
zkombinované koncentrace 1éCiv se stejnym mechanismem U¢inku mohou zapfiCinit
aditivni synergicky ucinek na senzitivni organismus. LéCiva jsou povazovana za
»pseudoperzistentni slouceniny* v zivotnim prostiedi. Humanni a veterinarni 1é¢iva jsou
kontinudln€¢ uvolhovana do prosttedi nejen pii vyrobnim procesu, ale hlavné
metabolickou exkreci z 1é¢enych jedinct (Hernando et al., 2006).

Primarnim zdrojem $ifeni 1é¢iv do zivotniho prostfedi jsou tak pacienti. Léciva
jsou vylucovana v nezménéné formé nebo ve formé metabolitt prostiednictvim stolice
nebo moéi. Se splasky odchéazi do &istiren odpadnich vod (COV). Zde jsou vétsinou
nedostateéné zachycovany a tak dale ptrechazi do recipientu, kde mohou nasledné
piisobit na biocendzu. Ukazky ué¢innosti odstafiovani 16¢iv v COV ukazuji nékteré
studie. Léky jako karbamazepin, atenolol, metoprolol, trimetoprim nebo diklofenak jsou
pouze CasteCné odbourany a to z méné nez 10%. Nektera 1é€iva mohou byt vypousténa
ve zménéné formé, hydrolyzovana nebo konjugovana. Napi. ibuprofen je takto
odstranén z vice nez 90% (Hernando et al., 2006). Avsak Kiimmerer (2001) tika, Ze
podle dostupnych dat je biodegradace 1é¢iv spiSe vyjimkou, nez aby byla pravidlem.
Navic se stabilizované Cistirenské kaly pouzivaji jako druhotné hnojivo na
zeméedelskych plochach, ¢imz muaze dojit k jejich kontaminaci a ndslednému proniknuti

odolnych 1é¢iv nebo jejich metabolitii do potravnich fetézcti.



Dalsi vyznamny zdroj jsou proslé 1éky, které se do kolob¢hu dostavaji prisakem
ze skladek nebo splachnutim do odpadu (Kotyza et al., 2009). Podle zpravy o realné
spottebé 16¢iv v Ceské republice Statniho ustavu pro kontrolu 16¢iv ze zafi roku 2012
pouze polovina domacnosti odevzdava 1éky zpét do 1ékaren a tietina je vyhazuje do
popelnic (SUKL, 2012).

Hlavnimi oblastmi rozsiteni tohoto znecisténi v prostiedi jsou:

1) Povrchové vody - nejexponovanéjsi, hlavné stiedni a dolni toky fek, u velkych
aglomeraci (mnoho COV), vyhoda dolnich tokd-velké nafedéni.

2) Podzemni vody - malo méteni, v blizkosti skladek, kanalizace, Cov.

3) Pitna voda - Prvnim xenobiotikem z tfad 1éCiv, které pred 15 lety nalezli némecti
védci v pitné vodé, byla kyselina klofibrova. Od té doby byla vypracovana fada studii,
které potvrdily kontaminaci né€kolika riznymi latkami, véetné napt. karbamazepinu a
bezafibratu. U nas byla zjisténa piitomnost estrogenti v nadrzi Zelivka v koncentraci
pres 2mg/l1.

4) Pida a sedimenty - Z aplikace stabilizovanych Cistirenskych kalti, mtze dojit k sorpci
na Castice pudy nebo k prichodu latek do dalSich ¢asti krajiny diky zavlahové vodé ¢i
srazkam. Po sorpci mize dochézet k degradaci mnoha xenobiotik (Kotyza et al., 2009).

Léciva ve vodnim prostiedi byla nalezena ve zpracovanych odpadnich vodach,
v fekdch a potocich, podzemnich i1 motskych vodach a pitné vod€. Namétené
koncentrace jsou obvykle nizké, zpravidla od ng/l po pg/l (hlavné veterinarni 1é€iva
pouzivana v zeméd¢lstvi) (Morley, 2009).

Malo se vi o ucincich a rizicich dlouhodobé expozice vodnich organismt
nizkymi koncetracemi téchto 1é¢iv. V roce 1995 byla detekovana kyselina klofibrova a
dalsi metabolity n€kterych humannich lé¢iv v kohoutkové vodé v Berling, v biologicky
osetfené 1 neoSetfené odpadni vodé, povrchové vodé a velmi mélo i v pitné vod¢. Tento
objev odstartoval dal$i zkoumani osudu 1é¢iv po jejich vylouceni. Veterinarni i humanni
1é¢iva byla vyvinuta tak, aby byla biologicky aktivni a mé¢la velmi specificky ucinek.
Léciva a jejich metabolity se dostavaji moci a stolici do vodniho prostfedi, at’ uz pies
¢istirnu odpadnich vod nebo ptimo sdknutim do ptidy, povrchovych a podzemnich vod
(Derksen et al., 2004).

Z environmentalniho hlediska bylo dosud studovano 850 humannich, 200
veterinarnich 1é¢iv a 20 dopliikkovych krmnych smési a premixt. Z humannich 1é¢iv se
jedna hlavné o fibraty, beta blokatory, antiepileptika, analgetika, cytostatika, antibiotika,

antidepresiva, bronchospasmolytika, kontrastni latky a hormony. U zvifat jsou Casto
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pfidavany léciva preventivné do krmnych smési (premixy) - antibiotika, 1éky proti
kokcididze, avsak stimulatory rustu uz nejsou v EU povoleny (Derksen et al., 2004).
humannich (Obr. 1). Humanni 1é¢iva vstupuji do prostiedi po produkci a pouziti, ale
malé mnozstvi nespotiebovanych 1é¢iv kon¢i v odpadu. Kvantitativné tato domaci cesta
tvofi nejvétsi prispévek. Léciva a jejich metabolity jsou po konzumaci a exkreci moci
nebo stolici a po biologickém zpracovani v Cistirnach odpadnich vod vypoustény do
pozemnich vod. Osud veterinarii a obohacenych krmiv je komplexngjsi. Siteni do
pozemnich vod miize byt ptfimé, kdy jsou zvifata chovdna na pastvinach nebo nepiimé
skrze uvoliovani a louhovani zpady. Vykaly zvifat chovanych ve stajich jsou
shromazd’'ovany a skladovany a poté rovnomérné rozmetany na pole a louky. Béhem
skladovani muze dojit k biodegradaénim procesim. Rozsah uvolfiovani a louhovani
z pudy do vody zéalezi na klimatickych, chemickych a fyzikalnich vlastnostech latky,
druhu zvifete a zeméd¢lskych postupech. Kvili tomu, ze rozmetani hnoje se soustiedi
vétsinou do letnich mésici, je kontaminace vod zavisla na ro¢nim obdobi, zatimco
kontaminace humannimi 1é¢ivy je kontinualni b&hem celého roku (Derksen et al.,
2004).

Protoze jsou lé¢iva pouzivana kontinualné¢ béhem celého roku, ocekava se, ze
vodni organismy jsou vystaveny velmi nizké koncentraci humdannich 1éCiv a jejich
metabolitli dlouhodobé a po cely sviij zivotni cyklus. Nejsou téméf zadné nebo velmi
omezené informace o pritomnosti dopliikky obohacenych krmiv a veterinarnich 1é¢iv v
pozemnich vodach. Dlouhodoba expozice vodnich organismii nizkym koncetracim 1é¢iv
muize mit rizné negativni disledky: 1) Ekotoxikologické tc¢inky - Tyto mohou byt
dokazany bézn¢ dostupnymi biologickymi testy (akutni a chronickd toxicita,
genotoxicita a kancerogenita). 2) Farmakologické ucinky - Tyto jsou vysledkem
specifickych farmakologickych mechanismii na necilené organismy (jako napf.
interference hormond a imunitniho systému). 3) Rozvoj rezistence mikroorganizmii
(Derksen et al., 2004).

V posledni dekad¢ prudce roste zajem o tzv. ,emerging pollutants“. Tento
termin definuje jakoukoli chemikalii, kterd nebyla zahrnuta v ndrodnim nebo
mezinarodnim monitorovacim programu, ale je kontinudlné¢ uvoliiovdna do prostiedi
diky antropogenni aktivité. Tyto chemikalie nemusi byt nutné¢ novymi latkami, avSak
jejich osud v prostfedi ani toxikologické studie jest¢ nebyly zpracovany a jejich

potencidlni riziko pro ekosystém nelze zanedbat. Tyto kontaminanty zahrnuji
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rozmanitou skupinu latek zahrnujici humdnni a veterinarni 1é¢iva a také jejich

metabolické produkty (Horvat et al., 2012).

SIRENT
humdanni léciva

lidské exkrementy splachovani nespotfebovanych léc¢iv

produkce odpadnich vod do odpadu

¢istirny odpadnich vod

DISTRIBUCE
povrchova voda podzemni voda
N
produkce pitné vody
UCINKY

vliv na vodni organismy vliv na lidsky organismus

Obr. 1 Distribu¢ni cesta humannich 1é¢iv (Derksen et al., 2004).
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SIRENT

veterindrni 1é¢iva obohacend krmiva

L |

odpadni [uovanil rozmetani hnoje
bi farm vylu€ovani
vody - Y pasoucich se zvitat na;pole
Cistirny odpadnich vod
DISTRIBUCE
ornd puda
louky
povrchova voda \L
podzemni voda
produkce pitné
vody
UCINKY
vliv na vodni organismy vliv na lidsky sliv na suchozemské
organismus organismy

Obr. 2 Distribu¢ni cesta veterinarnich 1é¢iv (Derksen et al., 2004).

2.2. Ekotoxicita 1éCiv

Jak si lidé stale vice uvédomuji vyskyt 1é¢iv v Zivotnim prostiedi, zpiisobuje to
rostouci znepokojeni ohledné jejich toxicity. Piestoze zdravotni riziko pro lidi o toxicité
téchto latek je vefejné dostupné, velmi malo zndme o jejich ekotoxikologickych
ucincich na zivé organismy v ptirodé (Horvat et al., 2012). Byly odhaleny akutni
toxické ucinky farmaceuticky pouzivanych latek na rozlicné druhy organisml
v prostiedi. Tyto ucinky jsou zpusobeny jejich biologickou aktivitou, bioakumulaci a

perzistenci. Kvili rostoucimu z4jmu vznikaji smérnice hodnoceni rizik farmaceuticky
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aktivnich latek v huménni i veterinarni mediciné uvolnénych do vody, vzduchu i pidy
(Kar a Roy, 2010).

Témeétr zadnéd ekotoxikologicka data nejsou zatim k nalezeni o vlivu aktivnich
latek pouzivanych Cisté jako veterinarni 1é¢iva a obohacené krmné smési. Dlouhodoba
ekotoxikologicka data, kterd davaji vhled do potencialnich dlouhodobych nésledki, jsou
jen omezené dostupna. Pfedpoklada se, ze obecné uznavané testy akutni toxicity jsou
nedostacujici pro zjisténi potencialniho chronického a specifického rizika pro vodni
organismy i ekosystém jako takovy. Je také nasnad¢, Ze u¢inna latka 1é¢iva mize mit i
necileny farmakologicky Gcinek na rtizné organismy (Derksen et al., 2004). European
Medicines Evaluation Agency (EMEA) a Food and Drug Administration (FDA)
pfedstavily zdkladni principy a smérnice pro ustanoveni environmentdlniho rizika
novych i existujicich chemikalii. Systém je zalozen na porovnavani hodnot
predpokladané realné koncentrace snejvyssi predpokladanou moznou koncentraci
ur¢ité chemikalie v prostiedi odvozenych ze standardnich zkousek toxicity. Koncept
ustanoveni  environmentdlniho rizika je zalozen na sérii  kratkodobych
ekotoxikologickych studii na 3-4 rGznych zivoc¢iSnych druzich. Avsak ustaveni faktorti
pro odvozeni chronickych koncentraci, pfi kterych jesté neni pozorovan zadny ucinek,
je problematické. Pouziti riznych dlouhodobych testd pro vSechna 1éCiva a druhy je
téméf nemozné, coz znesnadnuje plos$né hodnoceni toxicity 1é¢iv (Hernando et al.,
2006). EMEA navrhla koncept nové smérnice pro hodnoceni environmentalniho rizika.
Je zaloZena na pfijatych hodnoticich paradigmatech pro primyslové chemikalie a
biocidy, ale také bere v uvahu specifické vlastnosti 1é¢iv, naptiklad pouZiti dostupnych
farmakologickych informaci. Hodnoceni rizika bylo prozatim provadéno jen na zakladé
akutnich ekotoxikologickych dat a ty byly obvykle vyhodnoceny, ze zde neni zadné
bezprostiedni  ohroZeni. NejnovEjsi koncept EMEA navrhuje zahrnout i
farmakokinetické a farmakodynamické udaje do hodnoceni rizik pro Zivotni prostiedi
(Kar a Roy, 2010).

V roce 2002 byl v Holandsku zahajen monitorovaci program humannich a
veterinarnich 1é€iv v Zivotnim prostfedi. Zaméfili se na 1éCiva, kterd se spotfebovavaji
ve velkych objemech, ekotoxicky vyznamna, Spatné biodegradovatelna a pro ktera je
dostupna analytickd metoda. Ziskand ekotoxikologickd data by meéla poskytnout
informaci o environmentalnim riziku. Ekotoxikologickéd data by méla byt spojovana s
délkou expozice a Casem, kdy se projevil ur¢ity ucinek. Zatim je nedostatek dat o

ekotoxicite, fyzikalné-chemickych vlastnostech a biodegrabilit¢ vétSiny 1é¢iv pro
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kompletni posouzeni rizika. Hlavné chybi data o chronické a specifické toxicite 1éc¢iv a
jejich vlivu na ekologické procesy v ekosystému (Derksen et al., 2004). Je ziejmé, ze
koncetrace 1éCiv jsou typicky velmi nizké, vétSinou vrozmezi nanogrami a
mikrogrami. Je proto nepravdépodobné, Ze by tyto hladiny zpusobily akutni toxicitu.
Spravné stanoveni rizik vyzaduje zvazeni kumulativnich u¢inka 1é¢iv — chronickou
toxicitu (Jjemba, 2006).

V Evropé pro veterinarni pouziti bylo spotifebovano celkem 5000 tun antibiotik a
rastovych stimulatort pfi chovu a vykrmovani hospodaiskych zvitat. Tetracykliny jsou
nejCastéji pouzivana antibiotika V terapii a prevenci, mezi ¢tyfmi ristovymi stimulanty
nékolik procent u jinych druhli (dobytek, ovce, kozy atd.). Jen v Némecku je
spottebovano 900 tun téchto latek ro¢ne. Doted’ neni znamo, jaka ¢ast z tohoto mnozstvi
skon¢i v povrchovych vodach odtokem z obdélavané pudy po pouziti hnoje jako
hnojiva nebo v podzemnich vodach priichodem z pudy (Kiimmerer, 2001).

Environmentalni dopad, ktery ma plo$na anhelminticka 1é¢ba dobytka, zavisi na
Skodlivém vlivu lé¢iva nebo jeho metabolitu na organismy v misté exkrece, na
vylou¢eném mnozstvi jeho aktivni latky, na aktualni povaze vylucovani a stabilité
ekotoxickych zbytkti. Také se musi vzit v uvahu klimatické podminky, zZivociSné
osidleni, udupavani dobytkem a naruSovani ptactvem, to v§e ma vliv na miru degradace
hnoje. Nejvétsi ekotoxikologické riziko je spojeno se systémy s prodlouZzenym
uvolnovanim (McKellar, 1997). Studie napiiklad ukazaly, Ze né&které metabolity
benzimidazolovych anthelmintik jsou toxictéjsi nez ptivodni matetska sloucenina 1éCiva
(Horvat et al., 2012).

Existuje velmi malo informaci o stabilit¢ benzimidazoli ve vykalech dobytka,
ale benzimidazoly jsou relativné stalé slouCeniny a je pravdépodobné, Ze si uchovaji

svou strukturalni jednotu (McKellar, 1997).
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2.3. Moznosti fytoremediace xenobiotik

Tisice mist napfi¢ industializovanym svétem je zneCiSténo organickymi
chemikaliemi v diisledku primyslovych procest, vyliti a nehod z nespravného pouziti
chemikalii. Pokusy odstranit nechténé latky z prostfedi zahrnuji poloprimyslové
metody (vykopani a skladkovéani, nucené provzdusnovani, pouziti rozpoustédel) a
spalovani, ale také k prostredi citlivéjsi metody jako jsou bioremediace a fytoremediace.
Pravé posledni jmenovand se stdva tématem velkého zdjmu, protoze je udrzitelnd a
umoziuje levny uklid zamotfeného mista (Schroder et al., 2008).

Fytoremediace je technologie, ktera vyuziva rostlin k vy¢isténi pudy, sedimentu,
povrchové a podzemni vody od toxickych kontaminant. Tato metoda vyuziva rostliny
k degradaci, stabilizaci a odstranénéni kontaminant Zivotniho prostfedi. Fytoremediace
je ptirodni, esteticky ptivabna nizkondkladova technologie, je socidlné akceptovatelna
Sirokou vetejnosti 1 regulatornimi orgdny. Pfitomnost rostlinnych enzymua schopnych
degradovat environmentalné problematicka xenobiotika miize byt vyuzita ve vyvoji
fytoremediacnich strategii. Fytoremediace organickych latek je vSeobecné zamétena
hlavn¢ na rozpoustédla, ropné latky a vybusSniny, posledni dobou se zamétuji i na
moznost odbourdvani polycyklickych aromatickych uhlovodiki a polychlorovanych
bifenyld (Alkorta a Garbisu, 2001). Pfirodni kontaminanty jsou v nizkych
koncentracich, a proto by fytoremediace mohla byt tou nejekonomictéjsi a nejucingjsi
metodou remediace prostfedi. Mnoho mist s méné toxickym zamotenim je vhodnych
pro fytoremediaci jako dlouhodobé feseni problému (Susarla et al., 2002).

Podle studii Siciliana et al. (2003) fytoremediace trvajici pfes dva roky snizila
celkovou koncetraci ropnych uhlovodikti o 30%, coz je dvakrat vic neZ na zeleni
nepokrytych pudach. Terénni studie od Nedunuri et al. (2000) na misté zamofeném
ropou ukazala 42% pokles ropnych uhlovodika s pouzitim jilku (Lolium multiflorum),
50% pokles u travy Stenotaphrum secundatum po 21 meésicich. U jiné zkousky byl
béhem 60 dni odstranén z 96% 2,4,6-trinitrotoluen pomoci kukufice (Zea mays) (Van
Dillewijn et al., 2007).

Stoupajici industrializovand globalni ekonomika posledniho stoleti vedla
k dramatickému zvyseni vypousténi antropogennich chemikalii do prostfedi. Ackoli
bylo pouziti rostlin k remediaci radionuiklidy znecisténé pudy prozkoumavano uz

Vv padesatych letech dvacatého stoleti, termin ,,fytoremediace* nebyl pouzivan az do let
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osmdesatych a rychly rozvoj této oblasti zacal az v poslednich deseti letech.
Fytoremediace se objevila jako slibna technika pro in situ ozdraveni prostedi (Gerhardt
et al., 2009).

Je dilezit¢ rozliSovat mezi fytoremediaci prvki a organickych latek.
Elementarni zneciSténi je v zasadé¢ neménné zaddnym biologickych ani fyzikdlnim
procesem kromé jaderného Stépeni a fuze. Zahrnuje hlavné tézké kovy a radionuklidy,
jako arsen, kadmium, cesium, chrom, olovo, rtut’, stroncium, technecium, tritium a uran.
Az na par vyjimek nejlepSi scénai odstranéni fytoremediaci zahrnuje extrakci a
translokaci téchto prvkli do nadzemnich casti rosliny pro pozdéjsi slizen, dale je
moznost pifemény na méné toxickou formu nebo izolace prvku v kofenech, aby se dale
neuvoliioval do prostfedi. Pro organické polutanty je hlavnim cilem fytoremediace
kompletné je mineralizovat na netoxické slouceniny jako oxid uhli¢ity, dusi¢nany, chlor
a amoniak. Polutanty mohlou byt v rostliné remediovany nékolika biofyzikdlnimi a
biochemickymi procesy: absorpce, transport, translokace - hyperakumulace nebo
pfeména a mineralizace. Relativné malo zndme o sekvestraci toxickych organickych
latek v kofenech rostlin a o jejich koncetraci ve vakuolach (Meagher, 2000).

Mnoho experimenti poskytlo informace o jednotlivych typech a specifickych
mechanismech fytoremediace organickych sloucenin. Nékteré slouceniny mohou byt
transportovany pres rostlinné membrany. Latky Snizkou molekulovou hmotnosti
mohou byt ¢asto odstranény z piidy a vypoustény listy pomoci evaporace a transpirace
rostlin (fytovolatilizace). N¢které netékavé latky mohou byt degradovany nebo se
stavaji netoxické enzymatickymi pfeménami a sekvestraci v rostliné (fytodegradace,
fytoextrakce). Jiné slouceniny jsou stabilni a jsou odstrafiovany spolu s biomasou napt.
spalovanim. Problém je, Zze vysoké koncentrace kontaminant mohou inhibovat rist
rostlin ¢i rast kotent (Gerhardt et al., 2009).

Proces, kterym rostliny podporuji remediaci chemického a toxického odpadu
zahrnuje:

1) modifikaci fyzikalnich a chemickych vlastnosti znécisténé pudy,

2) uvolnovani kofenového exudatu a tim nartst organického uhliku,

3) zlepSeni provzdusnéni uvolnénim kysliku do kotfenové zony a zvyseni porozity horni
vrstvy pudy,

4) zachyceni a zpomaleni pohybu chemikalii,

5) uskute¢néni metabolické soucinnosti mikrobt a rostliny pfi biotransformaci,
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6) sniZzeni horizontalni a laterdlni migrace polutanti do podzemnich vod nasatim
dostupné vody a obracenim hydraulického gradientu (Susarla et al., 2002).

Metabolicka kaskada detoxifikace, rozkladu a skladovani organickych
xenobiotik byla poprvé popsana v roce 1979 (Shimabukuro et al). Byla rozdélena do tii
fazi: 1. konverze xenobiotika, Il. detoxifikace a Ill. exkrece, v analogii Kk lidskému
jaternimu metabolismu. Nejdfive dochazi vI. fazi k reakcim oxida¢nim
(katalyzovanymi hlavné cytochromy P450 a peroxidasami), redukénim nebo
hydrolytickym. Ve fazi II dochazi ke konjugaci xenobiotika s endogenni slouc¢eninou
(napt. pomoci glutathiontranferasy a UDP-glukosyltransferasy), ¢imz se stava
slouc¢enina mén¢ toxickd. Faze III muze byt rozdélena na transport a uskladnéni ve
vakuole nebo vazbu na bunéénou sténu a exkreci (Schroder et al., 2008).

U rostlin, hub a bakterii najdeme celou skalu degrada¢nich enzymu. Obsahuji
peroxidasy, dioxygenasy, P450 monooxygenasy, laccasy, fosfatasy, dehalogenasy,
nitrilasy a nitroreduktasy. Ackoli nékteré druhy umi zcela degradovat urcitou
organickou kontaminantu, samostatné druhy zpravidla neobsahuji celou degradaéni
cestu. Nicméné spoleenstvi mikrobii a rhizosféry pracuje vtandemu a efektivné
odstranuje tyto slouceniny (Gerhardt et al., 2009).

Potencialni pouziti transgennich rostlin a mikroorganizmi pfi remediaci je Siroce
zkoumano v laboratofich. Napfiklad vlozeni gen kddujicich biosyntetickou cestu
biosurfaktantu vedlo ke zvyseni biodostupnosti kontaminantu pro mikroby a kofeny.
Vneseni ¢i uprava geni mikroblim nebo rostlinam mize zvysit rezistenci na polutanat
nebo pfirodni stresory, zvysit expresi genl pro enzymy ¢inné Vv degrada¢nich cestach,
uvolnit specifické exudaty, indukovat degradacni procesy rhizomikrobt, zvysit
schopnosti pfijmu, transportu a sekvestrace kontaminant. Bohuzel, zvlast v Evrop¢, ma
vefejnost jen malé pochopeni pro genetické inZzenyrstvi (Gerhardt et al., 2009).

Fytoremediace ma fadu vyhod i nevyhod, né€které jsou uvedené v tabulce 1. Je
také tfeba vzit v potaz ekologické riziko zavleCeni neplivodnich druhii rostlin a
mikroorganizmii do prostfedi. Tyto druhy se mohou rozsifit z pivodniho stanovisté a

ktizit se s pivodnimi druhy (Gerhardt et al., 2009).
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Tab. 1 Vyhody a omezeni fytoremediace (Susarla et al., 2002).

Vyhody Nevyhody

in situ omezeni na mélkou hormi vrstvu vody, pady
a sedimetl

pasivni vysoké koncentrace mohou byt toxické pro

rostliny i zvifata, co je konzumuiji

soldrni pohon

omezeni transferu mnozstvim

nizké finanéni naklady (10-20% oproti

mechanickému osetreni)

pomalejsi nez mechanické osetreni

rychlejsi nez pfirozeny Ustup

ucinné jen pro stfedné hydrofobni slouceniny

verejna akceptace

toxicita a biodostupnost biodegradacnich

produktl neni znama

méné vzdusnych a vodnich emisi

kontaminanty mohou byt mobilizovany

do podzemnich vod

uchovava pfrirodni zdroje

ovlivnéni padnimi a klimatickymi podminkami

19



2.3.1. Hlavni druhy a mechanismy fytoremediace

Nékteré mechanismy rostlin usnadiujici remediaci jsou:
fytoextrakce/fytoakumulace, hydraulicka kontrola, fytostabilizace,
fytotransformace/degradace, fytovolatilizace a rhizodegradace. Existuji ¢etné zpiusoby
mechanismu, kterymi rostliny ozdravuji zne€i§téné prostiedi. Nékterymi faktory, které
ovlivituji chemicky pfijem a distribuci chemikalii rostlinou jsou: 1) fyzikadlni a
chemické vlastnosti dané slouCeniny (napf. rozpustnost ve vod¢, tlak vodni pary,
molekulova hmotnost, rozdélovaci koeficient voda/oktanol, atd.); 2) charakteristiky
prostedi (teplota, pH, organicka hmota, obsah vihkosti v pad¢); 3) vlastnosti rostliny
(typ kofenového systému, druhy enzymu) (Susarla et al., 2002).

Fytoremediaci lze délit na in situ, in vivo a in vitro:

In situ fytorememdiace zahrnuje umisténi rostlin na kontaminované misto, povrch vody,
ptudu nebo sediment. Pokud remediace spoc¢iva pouze v piijmu a akumulaci chemikalie,
rostliny jsou poté sklizeny a odvezeny Kk likvidaci nebo znovuziskani ptivodnich
chemickych latek. Tento pfistup je zpravidla nejlevné;si fytoremediacni strategii.

In-vivo fytoremediace s piemisténim kontaminant je vhodna pro mista, ktera nejsou
pfistupna pro rostliny, naptfiklad v hlubokych vrstvach.  Pfi této metodé je
kontaminované misto mechanicky vyjmuto, transportovano do mista ¢iSténi, kde je
vystaveno pusobeni rostlin optimalnich pro dané znecisténi. Po oc¢isténi mize byt voda
nebo puda vracena na své pivodni misto a rostliny posekany a odstranény, pokud je to
nutné. Tento postup je o néco drazsi.

In vitro fytoremediace se provadi prostfednictvim rostlinnych soucasti, jako jsou
extrahované enzymy. Tento pfistup muze byt také pouzit u kontaminovaného materialu,
ktery byl docasné piemistén do oblasti oSetfovani (Susarla et al., 2002).

VétSina pokust stanovujici vhodné fytoremediaéni techniky vyuzivala normalni
v pidé rostouci rostliny, ptipadné hydroponie. V posledni dobé je stale vice usili
sméfovano k vyzkumu pro pochopeni a zlepSeni vykonnosti fytoremediacnich technik.
Rychle nartsta pocet vysledkt, kterych bylo dosazeno s pomoci in vitro bunéénych a

tkanovych kultur (Macek et al., 2000).
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Zpisoby fytoremediace se d¢€li na:

o Fytoextrakce je odstanéni kontaminanty z pudy, podzemni nebo povrchové
vody pomoci zivych rostlin. Fytoakumulace se objevuje, kdyz je kontaminanta
rostlinou piijiména, ale neni rychle nebo zcela odbourdna, coz se projevi pravé
hromadénim v téle rostliny. Nekteré rostliny hyperakumuluji kovy (napt. nikl, zinek,
méd’, chrom) a radionuklidy. Hyperakumulace tézkych kovl je definovana obsahem
vice nez 0,1% ze suché vahy pletiva rostliny. Pokud je cilem remediace sklidit tyto
rostliny, které akumuluji kontaminanty, je zadané, aby tyto rostliny byly schopné
premistit kontaminantu z kofenit do hormich nadzemnich casti rostlinného téla, jako
jsou vyhony a listy.

o Pfi hydraulické kontrole jsou rostliny pouZzivany jako organické pumpy, které
nasavaji velké objemy kontaminované vody jako soucést transpira¢niho procesu. Navic
k pfijmu kontaminanty rostlinou, docilime i snizeni pohybu kontaminant v podzemni
vode. Nejlepsi pro tento ucel jsou rostliny, co jsou schopné nasavat velké mnozstvi
vody z pudy. Napiiklad vrba (Salix spp.) miize spotiebovat az 200 litrti vody za den.

o Fytostabilizace je dalsim mechanismem, ktery lze pouzit k minimalizaci
pohybu kontaminant v pidach. Tento proces vyuziva toho, Ze kofeny rostlin jsou
schopné ménit environmentalni podminky ptdy, jako je pH a obsah vlhkosti. Mnoho
kotenovych exsudatii zptisobuje precipitaci kovi.

o Eliminace kontaminanty z prostfedi mize byt provedena cestou fytodegradace a
fytotransformace pomoci rostlinnych enzymi a jejich kofaktorti. Enzymy zvlastniho
vyznamu obsahuji: dehalogenasy (pfeména sloucenin obsahujicich chlor), peroxidasy
(transformace fenolickych sloucenin), nitroreduktasy (pfeména vybu$nin a dalSich
nitrosloucenin), nitrilasy (transformace aromatickych sloucenin s kyanidovou
skupinou), fosfatasy (pfeména organofosfatovych pesticidi).

o Fytovolatilizace je mechanismus, kterym rostliny pfeménuji kontaminanty do
t€kavé formy. Nékteré transgenni rostliny (napt. Arabidopsis thaliana) dokazi pteménit
organické a anorganické soli rtuti na t€kavou elementarni formu.

o Rhizodegradace je biologické oSetfeni kontaminanty zvySenou bakterialni a
houbovou aktivitou uvnitf rhizosféry urcitych cévnatych rostlin. Rhizosféra je mistem
zvySené mikrobidlni hustoty a aktivity na povrchu kofene. Rostliny mohou ovliviiovat
geochemické prostiedi rhizosféry, zajistovat idedlni podminky pro rtst bakterii a hub a

tim degradovat organické zneciSténi.
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V mnoha pfipadech fytoremediace zahrnuje kombinace vyse popsanych mechanismd.
Napriklad fytoextrakce a fytovolatilizace ma zasluhu na odstranéni piebytecného selenu
v pud¢ (Susarla et al., 2002).

Fytoremediacni postupy jsou v soucCasnosti rozsahle studovany a vyvijeny.
Velmi G€innou se v mnoha pfipadech ukazala rhizoremediace, kterd zahrnuje jak
rostliny tak pfidruzenou mikrobialni rhizosféru, bud’ ptirozené se vyskytujici nebo
zamérné podnécovanou zavedenim specifickych mikroorganismi. Tyto mikrobi mohou
bud’ rozkladat zneCiSt'ujici latky nebo podporovat rist rostlin ve stresovych
podminkach. Protoze pocateéni vyzkum ukazal velky pfislib této cenové pfijatelné a
ucinné remediacni technologie, je vyvinuto podstatné usili pro pfesun téchto metod
z laboratofe do bézné komeréni praxe. Rhizoremediace je jednou z nejefektivnéjsich
prosttedkli, kterym rostliny remediuji organické slouceniny, hlavné ty velké Spatné
odbouratelné. Komplexni interakce zahrnujici kofeny, kotfenovy exudat, ptidu rhizosféry
a mikrobi vyusti v degradaci organickych slou¢enin na netoxické nebo alespon méné
toxické. V pldach obsahujicich velké objemy kofenti mize mikrobidlni populace
dosahnout a titru 10™? bunék/ gram hliny. Odhadovana cena skladkovani nebo spalovani
je mezi 200-1500% za tunu, coz je mnohem vice v porovnani s odhadovanou cenou
rhizoremediace (10-50%$/tunu) (Gerhardt et al., 2009).

22



2.4. Pouzité rostliny

2.4.1. Rakos obecny (Phragmites australis)

Rakos obecny je mnoholeta bylina, kvetouci od srpna do zaii (Celakovsky,
1896). Nalezneme ji v moktadech mirnych i tropickych po celém svété. Rakos patii do
¢eledi lipnicovitych (Poaceae). Mnohdy se rozrista zna¢né invazivné. Rakos je 1 az 4
m vysoky s dlouhymi, plazivymi oddenky a az 10 m dlouhymi vybézky. Stébla jsou
mohutnd, pfima, tuha, lysa, az 25 mm v priméru, s mnoha kolénky. Listy jsou ¢etné, 20
az 50 cm dlouh¢ a 2 az 3 cm Siroké, zelené, nékdy namodralé, tuhé, ploché, na konci
protazené v dlouhou, tenkou a mirné zvlnénou Spicku. Listové pochvy kryji kolénka,
jazycek je nahrazen kratkymi chlupy, ouska jsou kratka a slabé chlupatd. Kvétni laty
jsou zpocatku ptimé, pozdé€ji previsle, 15 az 40 cm dlouhé, Casto nafialovélé, jejich
vétve jsou drsné, na bazi jemné chlupaté. Klasky jsou dvou az sedmikvété, 10 az 15 mm
dlouhé, ve spodni cCasti pouze s kvéty samcimi nebo sterilnimi, v horni casti
oboupohlavnymi, z vietene vyristaji az 10 mm dlouhé, lesklé chlupy. Pluchy jsou uzké
a zaSpicat€lé, na bazi s hedvabnymi chlupy, osina chybi. Kvete od ¢ervence do fijna.
Jedna se kosmopolitni druh, roste takika po celém svété vyjma arktickych oblasti, v CR
se vyskytuje hojn€ od nizin po podhorské oblasti, ve vyssich polohach obvykle nekvete.
Preferuje stojaté nebo velmi pomalu tekouci vody (kofeni ve hloubkach zhruba do 1 m),
pramenisté, vlhké louky, baziny, podmacené lesy, nékdy 1 sussi stanovisté s kamenitou
pudou (opusténé piskovny apod.) (Botanika.Wendys). Rakos obecny je velmi dulezity
pro zachovani pfirozeného prostiedi pro zvéf a rostlinstvo, hlavné v Evropé a Asii, kde
je mnoho druhli ptakl siln€é vazano na jeho velkd stanovisté (napf. sykofice vousata

(Panurus biarmicus), rakosnik obecny (Acrocephalus scirpaceus), buka¢ velky
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(Botaurus stellaris)). Rakos totiz obecné tvoii rozlehld spoleenstva (znama jako
rékosiny), ktera mohou zaujimat 1 km? ale i vice. Rakos je schopen reprodukce
semeny, ale primarn¢ se rozmnozuje nepohlavné pomoci oddenkti. Toto vegetativni
Siteni muze vést k vytvofeni hustého porostu kloni svice nez 200 stonky/m2
(InvasivePlants). Rakos je velkou trvalou travou Zijici u jezer a fek nebo v brakickych
mokftadech, roste po celém svété od mirného po tropické podnebi. Tento druh preferuje
eutrofni a stojaté vody a toleruje stfedni salinitu (az 45g/litr) (Bonanno a Giudice,
2010).

Réakos obecny je jednim znejvic pouzivanych druhti mokiadnich rostlin k
fytoremediaci vody, diky své kapacité absorpce a toleranci na kontaminované prostiedi
(Bonanno a Giudice, 2010). Voda protéka skrz umély moktadni systém rakosin, kde
plusobi bakterie na povrchu kofenid a opadanych listi a odstraiuji nékteré ziviny
biotransformaci. Detoxifikacni kapacita rdkosu nebyla prozatim né&jak hluboce
zkoumana, i pfestoze mnoho umélych rakosin se zd4d velmi uspésnych v ozdravovani
pudy a vody od xenobiotik. Rékosové rostliny na pfirozenych stanovistich i1 mistech,
kde byly uméle vysazeny k ¢isténi vody po celé Evropé, jsou schopné nasavat organicka
xenobiotika a herbicidy z vody. Po pfijmu, musi dojit k rychlé detoxikaci polutantu, aby
nedoslo k poskozeni ostatnich zivych pletiv (Schroder et al., 2008).
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2.4.2. Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Husenicek rolni byl objeven Johannesem Thalem v horach Harz v 16. stoleti,
v té dob¢ byla nazyvana Pilosella siliquosa a od té doby proslo jeho jméno mnohymi
zménami. Huseni¢ek je mald kvetouci rostlina Siroce vyuzinand jako modelovy
organismus. Nalezi do Celedi brukvovitych (Brassicaceae). Huseni¢ek nema zvlastni
zemé&delské vyuziti, ale svyhodou se vyuziva pro zakladni vyzkum v genetice a
molekularni biologii. V rostlinné biologii pfedstavuje zakladni modelovy organismus,
podobné jako mys a drosofila v biologii zivocisné (Wikipedia).

Husenic¢ek je rozsifen skoro v celé Evropé (kromé severni Skandindvie a
nejsevernéjSich oblasti evropské ¢asti Ruska), vyskytuje se téZ na Kanarskych
ostrovech, pifi pobiezi Malé¢ Asie, na Kavkaze, v jihovychodni ¢asti Stiedni Asie, v
severni a vychodni Africe. Sekundarné také na Azorskych ostrovech, v jizni Africe,
sttedni Cing, Japonsku, Severni Americe, Australii. U nas je hojny, v horskych
oblastech se vSak vyskytuje jen vzacné. Roste na polich, thorech i rumistich, pfi
okrajich cest, na zelezni¢nich nadrazich, na skalnatych a kamenitych svazich a naspech,
v pasmu od nizin az do hor. Kvete od dubna do kvétna, pozdéji i od srpna do fijna.

Je to jednoleta nebo ozima bylina, 5-30 cm vysoka, lodyhy jsou piimé, Casto
vétvené, lysé, modravé ojinéné, ptizemni listy vyrlstaji v riZzici, jsou obkopinaté az
kopistovité, 1-3 cm dlouhé, lodyzni listy jsou uzce eliptické, zizenou bazi ptisedlé.
Kvéty jsou bilé, korunni listky 2—4 mm dlouhé, na bazi bled¢ Zluté. Plodem je Sikmo
odstala az rozlozita Sesule, 8-18 mm dlouha (Hoskovec, 2007).

V roce 2000 se stal prvni rostlinou, jejiz genom byl kompletné nasekvenovan
(Hoskovec, 2007). Maly jaderny genom obsahuje 157 miliont para bazi a ma piiblizné

27000 gend (Wikipedia). Pro jeji vyuziti ve véde je vyhodny jeji kratky zivotni cyklus
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(asi 6 tydnli od vykli¢eni po dozrani semen), bohatd tvorba semen a snadna kultivace

Vv omezeném prostoru (Arabidopsis).

2.5. Umélé moktadni systémy a role rakosu

Diky rostouci hustoté osidleni a disledkiim lidské aktivity ziistava znecisténi
hlavnim problémem pro ochranu kvality vody a biodiverzity v urbanistickych oblastech.
Je zde Siroka skala technologii, které jsou vyuzivany k ¢isténi odpadni vody. Mnoho
regiont, ale nema Cisticky nebo kvili nedostatecné kapacité a vysokym nakladim
necisti veskery odpad. Z divodu nizkého pokryti ¢isténi se ¢asto odpadni voda z mést a
primyslu vypousti pfimo do vodniho prostfedi bez oSetfeni.

Mokiady jsou znamé jako jedny z nejvice produktivnich ekosystémi svéta.
Bezpocet druht ptaki, savced, plazd, obojzivelnikil, ryb a bezobratlych zavisi na vodé a
vegetaci v biotopu mokiadd. Mokiady také piimo a nepfimo podporuji obyvatele
zajistovanim ekosystémovych sluzeb jako je snizovani povodni, zajisténi obzivy a
zdroje Cisté vody. Poskytuji estetickou krasu krajiny, edukaci, rekreaéni moznosti a
zpusobuji pokles uhliku. Schopnost zaroven dosahnout kvalitni vody a rozSit
biodiverzitu generuje zvySeny zajem o konstrukci a obnovu mokiadi pro ¢isténi
odpadnich vod. Umé&l¢ mokiadni systémy jsou vytvofeny tak, aby zachycovaly odpadni
vodu a odstraiiovaly z ni rizné polutanty pied vypusténim do ptirodnich vodnich téles.
Napodobuji pfirodni mokiadni ekosystémy tim, Ze kombinuji fyzikalni, chemické a
biologické procesy ke kontrolovanému a uc¢inngjsimu zkvalitnéni vody. Umélé mokiady
(UM) jsou celosvétové vyuzivany jako nizkondkladova alternativa ke konvenénimu
¢isténi odpadnich vod (Hsu et al., 2011). Konvenéni UM vyuzivajici rakos existuji uz
20 let. Ale tyto UM neziskaly mnoho popularity, kvili pozadavkim na velkou plochu,
zanaSeni rakosin a potiebé pocatecni investice. V poslednich letech se vynofuje nova
technologie vyuzivajici vodni makrofyty, hlavné¢ Phragmites spp. pro domaci osetieni
odpadnich vod a ziskava na pozornosti od té doby, co nabizi alternativni rentabilni a
ekologicky ptistup (Valipour et al., 2009).

Mokfiady jsou pfechodovymi zonami mezi sousi a vodou a vyznacuji se vlhkou

pudou, rostlinami, které jsou vlhkomilné a vodnim podlozim, které udrzuje tyto
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podminky. Na zéklad¢ pievladajicich rostlin, mohou byt moktady klasifikovany do tfi
skupin: slané¢ a sladkovodni mokiiny, mocaly a baziny. Mokiiny jsou zaplavované
oblasti, kterym dominuji dievnaté rostliny a stromy tolerujici vodu, moc¢alim dominuji
byliny a bazinam mechy a rostliny preferujici kyselé pady (Kivaisi, 2001).

UM jsou casto budovany pro oSetfovani odpadni vody, aby zmirnily neptiznivé
ucinky organického zneciSténi v potocich a ftekach zpisobené piitokem meéstské
odpadni vody. Bylo ale provedeno jen malo analyz biodiverzity a ovliviiyjicich faktoru,
co maji vliv na fungovani ekosystému UM (Hsu et al., 2011).

UM jsou navrZeny a postaveny tak, aby vyuzily pfirozené procesy zahrnujici
vegetaci, pudu a pridruzené mikrobidlni uskupeni k ¢isténi odpadni vody. Zakladni
klasifikace je obvykle zaloZena na rezimu prutoku vody (Obr. 3) Prace Jana Vymazala
(2007) pracuje pouze s mokiady s volné plujicimi rostlinami (FFP), s volnou vodni
plochou s vynofenymi roslinami (FWS) a umélymi mokiady s podpovrchovym
horizontalnim (HSSF) a vertikalnim (VSSF) proudénim (Obr. 4).

Umélé
mokrady
A 4 A 4
Volné plovouci] Rostliny s Vynofené Ponofené
rostliny plovoucimi rostliny rostliny
listy \
Povrchovy tok Podpovrchové
(volna vodni hladina) proudéni

AN

I Horizontalni tok |

Tok dold

Vertikalni tok

Hybridni systémy

Obr. 3 Klasifikace umélych mokfadnich systémt (UM) pro ¢isténi odpadnich vod
(Vymazal, 2007).
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Obr. 4 Um¢lé moktadni systémy (UM) pro ¢isténi vody (odshora doli): UM s volné
plujicimi rostlinami (FFP), UM s volnou vodni plochou s vynofenymi roslinami (FWS),
UM s podpovrchovym horizontalnim (HSSF) a vertikdlnim (VSSF) proudénim
(Vymazal, 2007).
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Vegetace je zakladnim komponentem kazdého UM. Mezi bézné pouzivané
rostliny patii rakos (Phragmites spp.), orobinec (Typha spp.), sitina (Juncus spp.) a
sktipina (Scirpus spp.). AvSak nejbéznéjsi celosvétové je pravé rakos obecny
(Phagmites australis) (Lee a Scholz, 2007). Provozni faktory UM ovliviiuji rist rostlin
a extrémni podminky pramenici z odpadnich polutantli plisobi na pfeziti rostlin. Aby se
zlep$ila vykonnost, ucinnost a stabilita UM, jsou v poslednich letech studovany
interakce rostlin s riznymi polutanty odpadnich vod. Intensivné se sleduje akumulace
veterinarnich antibiotik v nékterych rostlinach (sojové boby, ryze, salat, vojtéska, oves,
pSenice). Prokazalo se, Ze rostliny umi shromazd’ovat antibiotika skrze vodni transport a
pasivni absorpci. Vysoké hladiny antibiotik ve vodé a piidé mohou pusobit toxicky vliv
na rust rostlin a jejich biochemickou aktivitu (Liu et al., 2013). Rostliny rostouci na UM
pro Cisténi odpadnich vod musi byt toleratni k extrémnim chemickym podminkém, jako
je velké mnozstvi kovl, zivin a organického uhliku. V pfipadé prisakové vody ze
skladek se setkavaji kofeny rakosu s velmi vysokymi hladinami amoniaku, drasliku,
sodiku, Zeleza a ostatnich kovil. V téchto podminkich nartistd zdjem o jeho rust,
zdravou funkei rhizosféry, akumulaci kovll v pletivech a maximalizaci o€i$téni vody.
Proto se zkoumaji odpovédi rakosu v UM (Peverly et al., 1995). Rakos dokaze odolat
extrémnim podminkdm prostiedi, zahrnujici pfitomnost toxickych kontaminant jako
jsou té€zké kovy. Proto je Phragmites australis Siroce vyuzivan v UM Kk ¢isténi
méstskych 1 primyslovych odpadnich vod obsahujicich kovy (Bonanno a Giudice
2010). Pasivni Cistici systémy a zvlast UM jsou rozsdhle pouzivany k ¢isténi odpadni
vody z dolu s proménlivym pH a chemickym slozenim poslednich 10-20 let (Batty a
Younger, 2004).

Navic pouziti UM bylo uznano jako ekologicky akceptovantelna ekotechnologie
zvIast prospésnd pro mala mésteCka a primyslové zavody, které si nemohou dovolit
konvenc¢ni zplsoby oSetfeni vody. UM jsou energeticky udrzitelné, protoze pouzivaji
pouze ptirodni energii ke snizovani polutantd. V porovnani s konvenénimi Cisticimi
technikami odpadnich vod vyZaduje tento zptsob jen nizké konstrukéni a udrzovaci
naklady. UM s volnou vodni plochou (FWS) mlze napodobovat ptirozené systémy tim,
ze voda protéka a je filtrovana hustou spleti vodnich rostlin. Alternativni systém, zndmy
jako UM s podpovrchovym proudénim, sestava z vyhloubené mélké nadrze se Stérkem a
rostlinami. Soucasné je na svété tisice téchto UM pfijimajicich a Cisticich odpadni vodu
z riznych zdrojii. Rdkos obecny prokazal, ze dokaze dobie pfezivat a rozmnozovat se

v UM Cisticich primyslovou odpadni vodu v Taiwanu. Vysledky z této studie indikuji,
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ze UM jsou schiidnou a ndkladové efektivni alternativni technologii, kterda miize
nahradit tradicni sekundéarni biologicky systém c¢isténi v €isténi primyslové odpadni
vody a plni soucasné standardy vyzadované v Taiwanu. A tak se mohou UM stat
ekonomicky akceptovatelnym feSenim pro prumyslové Cisténi vody 1 v rozvojovych
zemich (Chen et al., 2006).

Na rozdil od konvencnich Cisticich systémt jsou UM nizkonakladové, snadno
ziiditelné a udrzovatelné, a maji velky potencial v aplikaci v rozvojovych zemich,
hlavné malymi venkovskymi obcemi. Ackoli tyto systémy jesté nenalezly bézné
roz§ifené pouziti kvili malému povédomi, odbornici rozvijeji technologii na lokalni
bazi. Znovupouziti odpadnich vod je dilezitou strategii pro zachovani vodnich zdroji,
zvlast’ v oblastech, které trpi jejim nedostatkem. Tento postup byl také zhodnocen
VvV rozvojovych zemich véetné Maroka, Tunisu, Egypta, Sudanu, Namibie, Indie a Ciny,
kde jsou splasky pouzivany k zavlazovani zeleniny a dalSich plodin a na podporu pfi
chovu ryb. Ve vétSin€ rozvojovych zemi existuje velmi malo zafizeni k oSetfovani
odpadnich vod (Kivaisi, 2001).

Ve studii dvoustupiiového UM osazeného druhy Typha latifolia a Phragmites
australis sledujici odstrafiovani kontaminant se zaméfenim na organické zatizeni a
rozvoj rostlin bylo zjisténo, ze rdkos vykazoval vétsi uspésnost, ackoli orobinec také
prokazal dobrou rezistenci ke zménam. Rékos je znadmy jako nejvice pouZivana rostlina
svéta v UM s podpovrchovym proudénim. Calheiros et al. (2009) provedli testy toxicity,
aby zjistili uc¢inek odpadnich vod z kozeluzského primyslu na jeteli luénim (Trifolium
pratense), orobinci Sirokolistém (Typha latifolia) a rakosu obecném (Phragmites
australis) a vyssi kli¢ivost byla dosazena u rakosu. Mimo to tato rostlina ma vysoky
potencial véazat a akumulovat chrom, zajimava to charakteristika pro kozeluzstvi
v obdobi, kdy je zvySeny zajem o vyskyt t€Zkych kovi v Zivotnim prostiedi. Rostliny
nevykazuji viditelné znamky fytotoxicity, ale jejich vyska je nizs$i v porovnani s jedinci
nalezenymi v jejich pfirozeném prostiedi (Calheiros et al.,, 2009). Rakos obecny a
chrastice rakosovita (Phalaris arundinacea) jsou dvéma nejbéznéji pouzivanymi
rostlinnymi druhy v UM pro ¢&isténi odpadnich vod v Ceské republice. Tyto rostliny
jsou pouzivany na jednotlivych stanovistich, ale ¢asto jsou také vysazovany v pruzich
kolmych na proudéni vody (Vymazal a Kropfelova, 2005).

Procesy, které ovliviiuji odstraiiovani nebo retenci dusiku be&hem ciSténi
odpadnich vod v UM, jsou rozlicné a zahrnuji volatilizaci amoniaku, nitrifikaci,

denitrifikaci, fixaci dusiku, pfijem rostlinou a mikroorganizmy, mineralizaci a redukci
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nitratu na amoniak, anaerobni oxidaci amoniaku, fragmentaci, sorpci, desorpci, ukladani
a vyluhovani (Vymazal, 2007).

Béhem btfezna 2006 az cervna 2008 bylo mésicné méfeno odstranovani 34
stopovych prvki ve ttech UM s horizontalnim proudénim v Ceské republice (Mofina,
Btehov, Slavosovice). V zdsad¢ vysledky znacily Siroké rozmezi ucinkl v odstranéni
mezi sledovanymi prvky. Nejvyssi stupen vylouceni (v priméru 90%) mél hlinik.
Vysoky priamér byl také zaznamenan i pro zinek (78%). Prvky odstranéné z 50-75%
byly uran, antimon, méd’, olovo, molybden, chrom, barium, zelezo a galium.
Odstranovani kadmia, cinu, rtuti, stfibra, selenu a niklu se pohybovalo mezi 25-50%.
Nizka retence (0-25%) byla pozorovana u vanadu, lithia, boru, kobaltu a stroncia. Byly
zde také dva prvky (mangan a arsen), u kterych byla primérné koncetrace na vystupu
vys8i nez na vstupu do systému (Kropfelova et al., 2009).

Nicméné spolehlivé cisténi je casto odvislé od klimatickych podminek,
rozhodnuti o névrhu, konstrukéniho vybéru, provozu a udrzby. Je casto velmi slozité
pro navrhafe, inZenyry a fizeni nalézt divod, pro¢ ur€ity umély mokiadni systém
nefunguje. Selhdni UM se Casto objevuje, pokud se mokiad zanese a jsou vytvofeny
nahradni cesty prutoku. Vysledkem mutze byt sniZzeni ucinnosti oCisty nebo dojde
k iniku odpadni vody ze systému. Zaneseni muze byt zpusobeno ukladanim
organickych a anorganickych pevnych latek, které vytvareji biologické podlozi vedouci
K vngjsimu zablokovani pidnich porti nebo vytvofeni ledovych zabran ve studeném
obdobi. Ucpané mokiady mohou vytvaret jiné preferenéni sméry proudéni, zkratky a

zapach (Mufioz et al., 2006).
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2.6. Anthelmintika

Anthelmintika jsou lé¢iva urcend k terapii helmintdz, tedy 1é€bé nakaz lidi i
zvitat zpisobenych cizopasnymi cervy. Anthelmintika plsobi riznymi mechanismy a
mohou helminty pfimo usmrcovat, paralyzovat nebo inaktivovat (Opletalova, 2006).
Nejéastéjsimi ptivodci infestace lidi u nas v Ceské republice jsou tasemnice bezbranna a
dlouhoclenna (Taenia saginata, T. solium), roup détsky (Enterobius vermicularis),
Skrkavka détska (Ascaris lumbricoides) a motolice jaterni (Fasciola hepatica). Zvirata
jsou hostiteli ¢ervi, jejichz vyvojové cykly probihaji ve vnitinim prostiedi hostitelele
nebo mezihostitele  (biohelmintézy), nebo vyhradné v Zivotnim prostiedi
(geohelmitozy). Vztah Cerva a hostitele je vztahem parazitickym. Choroby ptisobené
Cervy jsou aktualni u vSech obratlovci, negativnimi projevy parazitace zvirat jsou
nepiimé 1 pfimé ztraty v jejich uZzitkovosti (chovatelska, produkéni, reprodukéni).
Mnohé helmintdézy jsou 1 zoondézami. Prevence a 1é€ba helmintdéz zahrnuje kombinaci
zoohygienickych opatieni a vyuzivani velmi rozsahlé skupiny zna¢né€ riznorodych 1é¢iv
s anthelmintickymi uc¢inky (Lamka a Duchacek, 2008).

Ve vyspélych statech helmintéz u lidi ubyva a tak jsou anthelmintika hlavné
doménou veterindrni a tropické mediciny. Podle Svétové zdravotnické organizace
(WHO) jsou vrozvojovych zemich az zavratné 2 miliardy lidi nakazenych
parazitickymi Cervy. Navzdory vysoké prevalenci parazitickych onemocnéni je vyvoj
novych anthelmintik relativné pomaly. Dvod je jednoduchy: narody, které trpi nejvice
tropickymi parazitdzami, nemaji penize na investice na jejich vyzkum a vyvoj. Proto
neni pirekvapujici, Ze dostupna humdénni 1éCiva byla nejprve vyvijena pro ucely
veterinarni mediciny. V soucasnosti je K dizpozici jen Gzky repertoar chemoterapeutik
pouzitelnych pro 1écbu helmintéz u lidi (Holden-Dye a Walker, 2007).

Paraziti¢ti Cervi také napadaji hospodaiska zvifata a plodiny, coz vyustuje ve
vyrazné snizeni ekonomické produkce. Samoziejmée je vyznamnd i parazitickd nakaza
domécich zvitat. I ve vyspélych statech, vietné Ceské republiky, jsou helmintézy zvifat
bézné a s velmi Sirokym spektrem plvodct. Mezi piavodce helmintéz u zvirat patii
napiiklad Skrkavka psi (Toxocara canis), skrkavka kocici (T. cati), vlasovec (Dirofilaria
spp.), tenkohlavec (Trichuris spp.), méchovec (Uncinaria, Ancylostoma spp.),
tasemnice hraSkova (Taenia pisiformis), tasemnice vroubena (T. hydatigena), tasemnice

ov¢i (T. ovis), tasemnice ko€ic¢i (T. taeniaeformii), méchozil zhoubny (Echinococcus
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granulosus), meéchozil bublinaty (E. multiocularis), motolice jaterni (Fasciola
hepatica), motolice obrovska (Fascioloides magna), motolice kopinata (Dicrocoelium
dendriticum), motolice jeleni (Paramphistomum cervi), krevnicky (Schistosoma spp.) a
mnoho dalSich (Lamka a Duchacek, 2008).

Diive se vyuzivaly jako anthelmintika rGzné rostlinné extrakty. Z extraktu
kapradé samce se ziskala latka proti tasemnicim — kyselina filicinova a z merliku
vonného se ziskal askaridol proti Skrkavkam (Opletalovd, 2006). Dnes uz jsou
k dispozici moderné&jsi metody terapie. LéCiva mizeme d¢lit podle spektra ucinku na
anticestodika (napt. niklosamid, prazikvantel), antinematodika (napf. benzimidazoly,
piperazin, pyrantel, ivemektin, levamizol, pyranteliumembonat) a antitrematodika (napf.
prazikvantel, metrifonat, benzimidazoly, klosantel, klorsulon, nitroskanat, arekolin).
Vétsina téchto 1€¢iv ovliviluje nervovy systém Cerva, piisobi spastickou paralyzu nebo
ochablost ¢ervi v disledku GABA-ergniho pilisobeni, nékterd brani bunéénému deleni
inhibici tvorby mikrotubultl, jiné zase brani piijmu gluk6zy a znemoziuji energeticky
metabolismus skrze rozpojeni oxidativni fosforylace (Fendrich, 2011).

Anthelmintika mizeme také rozdélit do osmi kategorii, primarné podle jejich
chemické struktury, ale také podle mechanismu ucinku. Tyto skupiny jsou:
benzimidazoly, difenylsulfidy, imidazolthiazoly, hexahydroxypyraziny, makrocyklické
laktony, salicylanilidy, tetrahydropyrimidiny a ostatni (Horvat et al., 2012).

Anthelmitika ve veterindrni medicin€ jsou velmi dulezitd. Prospéch modernich
antiparazitickych technik pro zeméd¢€lstvi a lidstvo (z pohledu ziskavani zdravé a levné
potravy) je enormni. Je odhadovano, Ze infekce zvifat parazity stoji americky trh s

dobytkem roéné 2500 milionti dolarti (McKellar, 1997).

2.6.1. Benzimidazolova anthelmintika

Jako anthelmintika se velmi dobie osvédCily pravé derivaty benzimidazolu.
dospélce. Mechanismus jejich u¢inku spociva v blokovani B-tubulinovych subjednotek
a to vede k zastaveni bunécného déleni v metafazi. Také omezuji pfisun glukézy do
bun¢k a snizuji tak tvorbu glykogenu a ATP, coZ zplisobi rozvrat energetického

metabolismu helminta. Nékteré benzimidazoly jsou zndmé tim, Ze inhibuji rast hub, coz
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ovliviiuje rychlost rozkladu hnoje na pastvinach (McKellar, 1997). Tato 1écba je
obvykle dobfe sndSena a ma minimum nezadoucich uc¢inki, nejvice se objevuje nauzea,
prijmy a zvraceni. Z ekotoxikologického hlediska benzimidazolova anthelmintika ted’
poutaji ¢im dal vic pozornost védci kviili své vysokoobjemové produkci a potencialnim
nezadoucim G¢inkiim na necilené organismy (Svendsen et al., 2005).

Prvnim benzimidazolovym anthelmintikem byl tiabendazol, objeveny v roce
1961, kratce poté byla vyvinuta celd fada dalSich benzimidazolovych Sirokospektrych
anthelmintik. Existuje rozsahla literatura zabyvajici se témito slou¢eninami a referujici

o jejich ¢etnych biochemickych tc¢incich (Holden-Dye a Walker, 2007).

2.6.1.1. Albendazol

ABZ je sirokospektré anthelmintikum, které jako jediné ucinkuje proti vSem
vyvojovym stadiim hlista (tj. vajickiim, larvam i dospélym cCerviim). Pravdépodobny
mechanismus u¢inku této latky se vysvétluje degeneraci mikrotubuld stfevnich bunék.
V kone¢ném disledku dochazi ke snizeni tvorby ATP s néslednym nedostatkem
energie, ¢imz zabiji jak dospélé hlisty, tak i jejich vyvojova stadia. Pouziva se nejvice
pii 1é¢bé enterobidzy, askaridzy, trichuridzy, trichinel6zy, strongyloidézy a pfi terapii
neurocysticerk6zy, kterou zpusobuje larva Taenia solium. Latka se pouze malo
vstiebava ze zaZivaciho traktu, jeji absorpce se ale zvySuje pfi souCasném podani
tuénych jidel. Pokud se dostane do organismu, vaze se ze 70% na bilkoviny krevni
plasmy a dobfe se v organismu distribuuje. Dostdva se 1 do nitra cyst 1 do
cerebrospinalni tekutiny a je sekretovana mlékem. ABZ se metabolizuje v jatrech na
aktivni metabolit albendazol-sulfoxid (ABZ-SO) a je vylucovan zlué¢i. Jeho eliminaéni
poloc¢as je 8-12 hodin. ABZ je kontraindikovdn pii hypersensitivit¢ na podobné
slouCeniny, v téhotenstvi a u kojicich zen. Ve veterin€ se pouzivd u dobytka a ovci.
Opatrnosti je tfeba u poskozeni sitnice. Nezadouci G€inky zahrnuji bolest hlavy, zavratg,
meningealni pfiznaky a horeCku. MiZze se vyskytnout reversibilni alopécie. Z
gastrointestinalnich nezadoucich ucinkd se popisuje nauzea, zvraceni a abnormalni
jaterni testy. Ridké jsou hematologické poruchy jako napf. leukopenie, pancytopenie a
agranulocytoza (Fendrich, 2011).

ABZ a fenbendazol maji sulfanylovou funkéni skupinu, kterd je nachylna
k oxidaci. Metabolické studie ukazaly, ze tyto latky sleduji stejnou cestu v riznych

druzich savci. Jako produkt oxidace ABZ vznika hlavni aktivni metabolit ABZ-SO,
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znamy také jako rikobendazol. ABZ-SO ma ve své struktufe asymetrické centrum a tak
existuji dva enantiomery ABZ-SO. Cast sulfoxidu se dale méni daldi oxidaci na
albendazol-sulfon (ABZ-SO,). Primarni metabolit ABZ-SO ma anthelmintickou
aktivitu a ucinnost ABZ se pfisuzuje pravé tomuto jeho metabolitu. ABZ-SO, neni

anthelminticky u¢inny (Horvat et al., 2012).

Obr. 5 Methyl-N- [5-(propylsulfanyl)-1H-benzimidazol-2-yl]karbamat, Mr 265,33
2.6.1.2. Flubendazol

Jedna se o syntetické anthelmintikum typu benzimidazol-karbamati pouzivané
ve veterinarni medicin€. FLU je Siroce vyuzivany v antiparazitické 1é€b¢ u prasat, kufat,
krut, lovného ptactva a domacich Selem (Bartikova et al., 2009). Synonyma k nazvu
jsou tfeba flubenol a frommex. FLU je nerozpustny v alkoholu, anorganickych
kyselinach a vod¢. Je snadno rozpustny v organickych kyselinach a organickych
rozpoustédlech. Teplota tani je 260 °C (CliniPharm). Hlavnim mechanismem u¢inku je
inhibice stavby mikrotubulli cestodii a nematodi. FLU je velmi malo rozpustny ve
vodé¢ a proto se velmi malo absorbuje ze stieva. V naprosté vétSin€ odchazi z téla stolici
zcela nezménén. Mala cast je metabolizovana v jatrech hydrolyzou a redukei

s naslednou konjugaci a vyloucenim Zluci a moci.

O H,CO

N O
saee:

Obr. 6 Methyl-N-[5-(4-fluorbenzoyl)-1H-benzimidazol-2-yl]karbamat, Mr 313,28
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2.6.2. Rezistence u anthelmintik

V poslednich letech dosahl problém anthelmintické rezistence takovych vysek,
ze uz nemuze byt nadale ignorovan. V mnoha ¢astech svéta evidujeme vysoky vyskyt
multi-rezistentnich parazitii a neni nezvyklé, kdyz najdeme ov¢i nebo kozi farmy, kde je
rezistence proti vSem dostupnym lé¢iviim. Béhem poslednich 10-15 let jsme svédky
rapidniho vzristu prevalence 1 rozsahu rezistence a tento trend se jevi jako celosvétovy
vCéasnd a presna diagnostika rezistence, jinak bude brzy chybét jakakoli ucinna
alternativa 1é¢by (Kaplan a Vidyashankar, 2012).

Anthelmintické rezistence je celosvétove rozsifend U nematod parazitujicich na
ovcich, kozach a konich. Rezistence helmintli se také Casto vyviji u dobytka a byla
objevena uz i u prasat. Lékova rezistence se nejpravdépodobnéji vyvine tam, kde jsou
anthelmintika pouzivana velmi ¢asto a pravidelné (Prichard, 1994).

U hospodaiskych zvifat, kde se stala anthelmintika jedinym prostiedkem, se u
nékterych druht helmintl vyvinuly mechanismy, které jim pomadhaji se uG€inkim
anthelmintik branit. Tim, Ze jsou z populace Cervi eliminovani citlivi jedinci, zdstavaji
jen rezistentni jedinci a rezistentni populace zacne dominovat. Tato selekce
anthelminticky rezistentnich populaci je nej€astéji popisovana u konovitych a malych
ptezvykavci, tedy u hostitelt, kde jsou anthelmintika pouzivana nejcastéji (Craig,
1993). Cim dcastéji se helminti dostavaji do kontaktu s anthelmintiky, tim
pravdépodobnéjsi je vyvoj rezistence. Kontakt helmintli s anthelmintikem vede
k zahubeni vétSiny helminti (senzitivnich), avSak k pteziti nékolika rezistentnich
parazitl, kterym je umoZnéno se rozmnozit a piispét tak svymi geny k piisti rezistentni
generaci (Sangster, 1999).

Studie provedena na 46 ov¢€ich a kozich farmach v USA z roku 2002 az 2006
eviduje rezistenci vlasovky slézové (Haemonchus contortus) na benzimidazoly v 98%,
levamizol v 54%, ivermektin v 76% a na moxidektin v 24% farem (Howell et al.,
2008). Dalsi studie na deseti stadech v Brazilii zkouSela ucinnost albendazolu,
klosantelu, doramektinu, fenbendazolu, ivermektinu, levamizolu, moxidektinu a
nitroxynilu. Na dvou z deseti farem nebylo Uc¢inné zadné z anthelmintik a multi-

rezistence byla spole¢na vsem stadim (da Cruz et al., 2010). Nedavné studie z Evropy
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referuji, ze prevalence rezistence je zde niz$i nez v jinych oblastech svéta (Kaplan a
Vidyashankar, 2012).

Rezistence na benzimidazoly u nematod a hub je spojena s modifikaci v genech,
ktera snizuje nebo zcela rusi afinitu benzimidazolti k vazbé na tubulin v téchto
organismech. Tento poznatek mtze byt vyuzit pro DNA sondy, které zjist'uji citlivost na
benzimidazoly u jedinct (Prichard, 1994). Za rezistenci na benzimidazoly mtize bodova
mutace v genu pro B-tubulin izotyp 1 a postupna delece nékolika dalSich izotypd. Tyto
kroky se mohou objevit jen u nékolika malo generaci a poskytnou potencial pro rychly
rozvoj rezistence (Sangster, 1999). U jinych anthelmintik nez u benzimidazoll
neexistuji molekulové markry k nalezeni a zméfeni anthelmintické rezistence. A ani pro
benzimidazoly neni mnoho dat ptimo potvrzujicich korelaci vyskytu urcité mutace
s o¢ekavanou Uc¢innosti 1é¢iva. Snizend anthelmintickd ucinnost a jeji fenotyp mize byt
meéfen s pouzitim testll ucinnosti in vivo nebo biologickych zkousek senzitivity na
1é¢ivo in vitro (Kaplan a Vidyashankar, 2012).

Zktizena rezistence je ukaz, kdy je parazit rezistentni na jedno 1é¢ivo z chemické
tiidy a zaroven i na dal$i ze stejné skupiny. Dale je zde i dukaz sdruzené rezistence
(rezistence vznika mezi rdznymi chemickymi skupinami 1é¢iv) mezi imidazothiazoly a
organofosfaty. Rezistentni parazité maji nizkou tendenci vratit se k senzitivité. Zpétna
selekce pii pouziti alternativni chemické latky umozni snizeni frekvence rezistentnich
genu v populaci. AvSak rezistentni alely ztistavaji stale v populaci (Sangster, 1999).

Rozvoj anthelmintické rezistence je nevyhnutelnym disledkem lécby
anthelmintiky. Jediné¢ racionalnim pfistupem zalozenym na diikazu k parazitické
kontrole s cilem udrZitelnosti miZze ZivociSna vyroba zajistit, Ze anthelmintickd 1éCiva

zustanou uc¢inna (Kaplan a Vidyashankar, 2012).
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3. Cil prace

. Stanoveni viability bunék rakosu obecného V piitomnosti anthelmintik.

o Identifikace metabolitl flubendazolu v rostlinnych bunkéch.

o Identifikace metaboliti albendazolu v rostlinnych burikéach.

. Stanoveni koncetrace hlavnich metaboliti FLU a ABZ v Ziviém médiu a v

rostlinnych bunkach.

o Sledovani vlivu FLU na rostlinny proteom pomoci 2-D gelové elektroforézy.
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4. Experimentalni Cast

4.1. Material, pomucky, ptistroje

4.1.1. Chemikalie

2,4-dichlorodifenoxyoctova kyselina (2,4-D)
2-merkaptoethanol

Aceton

Agar

Agardza

Albendazol

Albendazol-sulfoxid

Barvivo Coomassie Brilliant blue G 250
Bradfordovo ¢inidlo

Bromfenolova modf

CaCl,

CaCl,.6H,0

CaCl,.2H,0

CaCl,.6H,0

CuS04.5H,0

Destilovana voda

DMSO (dimethylsulfoxid)

DTT (dithiothreitol)

EDTA (etylendiamintetraoctova kys.)
Ethanol

FeSO,4.7H,0

Flubendazol

Glycerol

Glycin

H3BO3



HCI

CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)diethylamonium]-1-propan-sulfonat)
Inositol

Jodacetamid

KH,PO,

Kl

Kinetin

KNO;

Koncentrovany roztok amoniaku
Kyselina nikotinova

MgS0O,.7H,0

Milli Q voda

Mineralni olej

MnSQO,.4H,0

Mocovina

Myo-inositol

Na,.EDTA

Na;Mo00,.2H,0

NaOH 1M

NH;NO3

PMSF (fenylmetylsulfonylfluorid, inhibitor proteaz)
Pyridoxin

Quick start Bovine Serum Albumin Standard Set Biorad (0,124-2mg/ml)
Sacharoza

Savo Original

SDS (dodecylsufat sodny)

Standard 2D-SDS-PAGE

Sorensentiv fosfatovy pufr pH 7,5

TCA (trichloroctova kyselina)

Tekuty dusik

Thiamin

TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan)
TTC (2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid)
ZnS04.7H,0



4.1.2. Pomucky a pfistroje

Pomicky:

Automatické pipety (SOCOREX Acura, Nichiryo Nichipet EX), Spicky, kadinky,
odmémmé valce, Erlenmayerovy banky, Biichnerova nalevka, plastové zkumavky
s uzavery, mikrozkumavky Eppendorf, vialky, zdsobni lahve, magneticka michadla,
nlzky, nalevky, pinzety, filtrani papir, alobal, parafilm, tfeci miska s térkou, kultiva¢ni
krabicky se sitky, sklenéné lahvicky, kopistky, stiicka, stojanky, elektroforeticka vana,
,,stain-free* gely (Criterion TGX, Bio-Rad), stripy (Bio-Rad, 11cm, pH 3-10).

Ptistroje:

Analytické vahy Analytical Standard AS 200 OHAUS
Analyzator Gel Doc Ez Imager Bio-Rad

Autoklav H+P Labortechnik Steam sterilizer Varioklav 75 T
Box s laminarnim proudénim Holten Laminair model 1.2
Centrifuga Biofuge Stratos Heraeus

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5810 R

Centrifuga Hettich centrifuge univerzal 32 R
Denzitometr Bio-Rad GS 800

Fokusator Protean IEF Cell Bio-Rad

Homogenizator Potter S Homogenizer - B. Braun Biotech international
Inkubator Thermo Shaker TS-100 Biosan

Kyvacka Labnet Revolver 360° Sample Mixer

Ledovac Ice-Maker HBZ-15

Lyofilizator LABCONCO freezone 2,5

Magnetickd michacka IKA Color Squid Wildcat Stirrer
Odparka Eppendorf Concetrator 5301

pH Electrode Sentix 41 WTW

pH metr pH 3210 WTW

SDS-PAGE elektroforéza Power Pac 3000 Bio-Rad
Spektrofotometr TECAN Infinite M 200

Ttepacka Edmund Biihler KS 15

Ttepacka Heidolph Multi Reax

Trepacka IKA KS 260 basic
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http://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&q=Edmund%2Bbuhler%2Bks%2B15&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.pocdscientific.com.au%2FEdmund-Buehler_Compact-Shaker_KS15A.php&ei=f5PeUaHuJaW64ASx0oCwAg&usg=AFQjCNGHQYrAHh3Vc__LbZGBAoAafXE1Og

Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK 31
Ultrazvukovy hrot Bandelin Sonopuls HD 2070
Vakuova odparka CentriVap Concetrator LABCONCO
Vortex Mikrospin FV 2400 Biosan

Vysokoucinna centrifuga Beckman Coulter Avanti J-301

4.1.3. Biologicky material

Suspenzni kultury rakosu obecného (Phragmites australis) — UEB AV CR

Semena huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) - UEB AV CR
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4.2. Metodika prace

4.2.1. Kultivace rostlin

4.2.1.1. Rakos

Suspenzni kultury byly kultivovany na rotaéni tfepacce v erlenmayerovych
bankach na médiu RH 2+K (viz Tab. 2) ve tm¢ pii stalé teploté 24 °C. Kazdych 10 dni
byly suspenze pasazovany v lamindrnim boxu. VSechny pouzité baniky i média byla
pifedem vysterilizovana v parnim autoklavu. Po nartstu hustoty suspenzi bylo v boxu
S laminarnim proudénim do erlenmayerovych ban¢k s plastovymi uzavéry navazeno po
8-mi gramech buné¢k z kazdé banky a k nim bylo pfidano 50 ml kultiva¢niho média RH
2+K.

Obr. 7 Suspenze rakosu a filtrace bunék.
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Tab. 2 Tekuté médium pro moktadni rostliny - RH 2+K.

|zésobn|’roztok (ZR)|slozeni na 1l ZR na 1l média koncetrace v médiu

A NH;NO; 82,5¢g 20 ml 1650 mg/I

B KNO, 95¢ 20 ml 1900mg/!

C KH,PO, 34g 5ml 170 mg/I
H;BO; 2g 10 mg/|
Na,Mo0,.2H,0 50 mg 250 pg/I
CoCl,.6H,0 5mg 25 pg/l
MnSO,.4H,0 190 mg 950 ug/l
ZnS0,.7H,0 280 mg 1400 pg/|

D CaCl,.2H,0 88g 5ml 440 mg/|
MnSO,.4H,0 5g 5ml 25 mg/I
ZnS0,.7H,0 2g 10 mg/|
CuS0,.5H,0 5mg 25 pg/l
MgS0O,.7H,0 748 370 mg/|

F FeSO,.7H,0 2,785¢g 10 ml 27,85 mg/|
Na,EDTA.2H,0 3,725¢ 37,25 mg/|

na 100 ml ZR

VITAMINY inositol 1,982 ¢ 10 ml 99,1 mg/I
thiamin 202 mg 10,118 mg/|
kys.nikotinova 20mg 985 g/l
pyridoxin 21 mg 1028 pg/|

2,4-D 10 mg 2,25 ml 0,225 mg/|

Kinetin 10 mg 2,22 ml 0,2175 mg/I|

sacharéza 40g

pH 5,6
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4.2.1.2. Huseniéek

Sterilizace semen.

Semena byla vlozena do mikrozkumavky Eppendorf a k nim bylo pfidano 1 ml
70% ethanolu. Po 2-minutovém protiepavani byl ethanol odpipetovan a pfidan 10%
roztok Sava (5% chlornan sodny). Po 10-minutovém protiepavani byl roztok Sava

odpipetovan a semena promyta tfikrat sterilni vodou.
Vysev a presazovani rostlin.

V boxu s laminarnim proudénim byla semena vyseta do sterilnich sklenicek s
pevnym Zzivnym médiem MS-ARAB (viz Tab. 3) po cca tfech semenech na jednu
sklenicku. Po 14 dnech byly rostliny ptfesazeny do krabicek na sitka na tekuté médium
MS-ARAB, po cca dvou tydnech byly rostliny i se sitky pfesazeny do novych krabi¢ek
$50 ml média. VSechny pomicky a média musela byt piredem vysterilizovana
Vv autoklavu a prace probihala v aseptickém prostiedi laminarniho boxu. Rostliny byly
kultivovany v klimaboxu pfi konstantni teplot¢ 20°C s 16-ti hodinovym svételnym

rezimem po dobu celkem 7-8 tydnti od vyseti do sklizné.

Obr. 8 Pfesazovani sitek s huseni¢kem na nové médium.
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Tab. 3 Slozeni kultivaéniho média pro huseni¢ek — MS-ARAB.

|zésobn|' roztok (ZR)||sloZeni na 1l ZR na 1l média koncetrace v médiu |
A NH,NO; 82,5g 20 ml 1650 mg/|
B KNO; 95¢g 20 ml 1900mg/I
C KH,PO, 34g 5ml 170 mg/I
H,BO; 1,24g 6,2 mg/!
Na,Mo0,.2H,0 50 mg 250 pg/!
CoCl,.6H,0 5mg 25 pg/l
KI 166 mg 830 g/
D CaCl,.2H,0 88¢g 5ml 440 mg/|
MnSO,.4H,0 5g 5ml 25 mg/I
ZnS0,.7H,0 2g 10 mg/I
CuS0,.5H,0 5mg 25 g/l
MgS0,.7H,0 74g 370 mg/|
F FeS0,.7H,0 2,23g 10 ml 22,3 mg/I
Na,EDTA.2H,0 7,45¢g 74,5 mg/|
na 100 ml ZR
VITAMINY myo-inositol 10g 1ml 100 mg/|
thiamin 1g 10 mg/|
kys.nikotinova 0,1g 100 pg/I
pyridoxin 0,1g 100 pg/!
agar * 8 g|*jen pro tuhd média
sachardéza 30g
pH 5,7-5,8
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4.2.2. Biotransformacni studie ABZ a FLU V rostlinnych buiikach

Rakos:

Do narostlé suspenze rakosu byl aplikovan roztok FLU rozpusténém v DMSO

tak, aby finaln¢ v bance s buikami vznikl jeho 10uM roztok.

313mg/1ml....1M

3,13mg/1ml....10mM

3,13pg/Iml....10pM

156pg/50ml....10uM...Potiebuji 156 pg FLU na nastresovani 1 suspenze.

FLU byl rozpustén v DMSO a aplikovan v boxu s laminarnim proudénim po 50
ul tohoto roztoku do banck. V itervalech 4, 8, 24, 48 a 96 hodin byly odebirany buiiky 1
samotnd média (2ml) s odfiltrovanymi buitkami. 0,5g buné¢k z filtru bylo odebrano na
test viability (pouze z prvniho odbéru). Zbytek bunék byl zlyofilizovan na pozdéjsi
zjisténi obsahovych latek pomoci HPLC (ve vSech ¢asech odbéri). Pro kazdy casovy
interval byl odebran vzorek ze tii ban€k. Zarovenn byly provedeny stejné odbéry i
zbanc¢k se suspenzemi rakosu, kde nebyl FLU aplikovan. Ty byly pouzity jako
porovnavaci kontroly (biologické slepé kontroly), do nich byl aplikovano pouze 50 pl
DMSO. Ddéle byly ve stejnych intervalech odebirany vzorky z chemickych slepych
kontrol, které obsahovaly pouze c¢isté kultivacni médium a anthlemintikum (FLU).
Vsechny vzorky byly pfed zpracovdnim na vlastni analyzu uchovévany v mrazicim

boxu pfi -80°C.

Stejné bylo postupovano pii stresovani a sbéru vzorki po aplikaci ABZ a ABZ-SO (ale

nebylo jiz odebirano ptl gramu na test viability).
Husenicek:

Narostlé¢ rostliny byly ovlivnény FLU rozpu$ténym v DMSO (10uM
koncentrace v médiu). Po tiech dnech byly rostliny sklizeny, zamrazeny v tekutém
dusiku a uloZeny do mrazaku na -80°C. Stejné tak byly sklizeny i vzorky rostlin, které
nebyly vystaveny ptsobeni FLU. Byly pouzity jako porovnavaci kontroly. Tyto vzorky
byly poté dale zpracovany podle postupu pro 2D-elektroforézu.
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4.2.3. Test viability rostlinnych bun&k

Testovani viability (Zivosti) bun¢k rdkosu je zalozeno na redukci 2,3,5-
trifenyltetrazolium chloridu (TTC) na cerveny trifenylformazan zivymi bunkami
(Chang, 1999). K 0,5 gramu bunék rakosu v plastové zkumavce s vickem bylo pfidano
15 ml 0,8% roztoku TTC (viz Tab. 4) a ulozeno do tmy a chladu. Po dvou hodinach
byly buiiky odstfedény a zality 15 ml etanolu. Po 24 hodinach byly buiiky odfiltrovany
a zméfena intenzita zabarveni supernatantu na spektrofotometru pii 485 nm. Analyza
viability bun¢k byla provedena u nékolika nezavislych odbért bun€k v pfitomnosti FLU

a biologickych slepych kontrol.

Tab. 4 Slozeni 0,8% roztoku TTC.

0,8% TTC
TTC 4g (C1oH15CINy)
SOrensenuv pufr pH Doplnit na 500 ml (Na;HPO, - 9,469/l;
7,5 KH,PO, - 4,529/0,5I)

4.2 4. Ptiprava extraktl pro analyzu

4.2.4.1. Extrakce metaboliti z kultivaénich médii:

Jednalo se o extrakci z kapaliny do kapaliny. VSechny vzorky se nejdiive
nechaly rozmrznout, bylo z nich odebrano 300 pl do mikrozkumavek Eppendorf, k nim
bylo pfidano 30 pl 25% roztoku amoniaku a 700 pl ethylacetatu. Vzorky byly
promichany a ponechdny tfepat 5 minut, potom byly vlozeny do cetrifugy na 3 minuty
na 3 tis. otacek, 18°C. Horni fadze byla odebrana do novych zkumavek Eppendorf a

odparena ve vakuovém koncetratoru pii 30°C dosucha.
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4.2.4.2. Extrakce lyofilizovanych bunék rakosu:

K 50 mg rozmrazeného lyofilizatu bun¢k bylo pfidano 2,5 ml destilované vody
a vse se dukladné promichano, poté byla smés zhomogenizovana ultrazvukovym hrotem
(30 sec.). Poté bylo pridano 250 ul NHz a 7,5 ml ethylacetatu a ponechéano trepat na
tiepacce 10 minut. Pak byly zkumavky odstfedény (10 minut) v Eppendorf Centrifuge
5810 R pti 21°C na 1500 otacek. Horni ¢ird frakce byla opatrné automatickou pipetou
prenesena po 1,5 ml do nékolika mikrozkumavek Eppendorf a supernatant byl odpatren
ve vakuové odparce pii 30°C dosucha. Vzorky byly pfed analyzou skladovany

Vv mrazaku pii -20°C.

Cast vzorki z médii i suspenzi bunék nebylo extrahovano. Tyto vzorky byly
ptefiltrovany pomoci Millex-LG 0.20 um PTFE filtra (Merck Millipore, Billerica, MA,

USA) a pfimo nastiiknuty do analytické kolony pro zjisténi metaboliti.

4.2.5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci
hmotnostnim spektrometrem (HPLC/MS)

Touto metodou byly identifikovany jednotlivé metabolity FLU a ABZ vzniklé
biotransformaci parentnich latek buiikami rakosu. HPLC/MS analyzu provedl Mgr.
Vokial a j4 se na ni nepodilela, uvadim pouze stru¢ny popis jejiho provedeni.

Pted analyzou byly pfipravené extrakty rekonstituovany 100 pl 10 % vodného
roztoku acetonitrilu. Systém se skladal z pumpy Surveyor MS a Autosampleru Surveyor
(oboje ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA). Poté byla provedena HPLC analyza
(kolona: SymmetryShield RP18 2.1x100 mm, 3.5 pm (Waters, Milford, USA); mobilni
faze: A (0,1 % vodny roztok kys. mravenci), B (0,1 % vodny roztok kys. mravenci
v acetonitrilu; gradient: 0.-10.min linearni gradient -10-60 % B, 10.-11.min od 60 po 80
% B, 11.-12,9.min 80 % B, 12,9.-13.min od 80 po 10 % B, 13.-25.min 10 % B; prutok
120 pl/min; nastiik 10 pl (extrakty médii)/20 ul (extrakty bunék rakosu)). Nasledné
byla pouzita detekce s LCQ Advantage spektrometrem s iontovou pasti
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA) za téchto podminek: ionizace elektrosperejem,
napéti: 5,3kV; teplota 200°C; pritok plynu 20.0 arbitrarnich jednotek, pritok

podpirného plynu 10.0 arbitrarnich jednotek, kolizni energie 40 %. Ziskani a
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zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwaru Xcalibur (verze 1.2) a MetWorks

(verze 1.3).

4.2.6. Kvantifikace obsahu hlavnich metabolitii pomoci HPLC

HPLC analyzu provedl Ing. Kubicek. Pted analyzou byly vzorky rozpustény ve
150 pl 10 % vodného roztoku acetonitrilu. Pro analyzu byl pouzit chromatograf Agilent
Technologies 1200 SL, 1200 SL binarni pumpa, 1200 SL plus autosampler, termostat
kolony TCC Infinity 1290, detektor s diodovym polem 1200 SL a 1200 fluorescen¢ni
detektor, kolona: Ascentis® Express RP-Amide (100x3.0 mm; 2.7 um) a ochranna
kolona Ascentis® Express C18 (5x3.0 mm; 2.7 um); izokraticka mobilni faze pro FLU:
KH2PO4 pufr (0,025 mol/l, pH 3) a acetonitril (76:24), prutok 0,8 ml/min; izokraticka
mobilni faze pro ABZ: Na;HPO, pufr (0,015 mol/l, pH 7) a acetonitril (70:30), pratok
0,7 ml/min; teplota 25°C; nastfik 30 pl. Pfi méfeni FLU diodovym detektorem byl
pofizen zdznam chromatogramu pii 246nm s referenci pifi 390nm; pii méfeni FLU-R
fluorescenénim detektorem: excitace 286nm, emise 306nm; méfeni ABZ, ABZ-SO,
ABZ-SO; fluores. detektorem: excitace 290nm, emise 322nm. Analyza byla provedena

v 8. a 10. minuté.

4.2.7. Dvourozmérnd gelova elektroforéza

Dvourozméma elektroforéza (2-DE) je klicovou metodou pouZivanou
V proteomice, avSak je pomérn¢ instrumentalné naro¢na. Tato technika spojuje
dohromady i1soelektrickou fokusaci (IEF), kterda déli bilkoviny podle jejich
isoelektrického bodu pl (protein se pohybuje v gradientu pH a zastavi se v misté, kde je
celkovy naboj molekuly nulovy) a polyakrylamidovou gelovou elektroforézu
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE), ktera déli proteiny podle
pohyblivosti, ktera zavisi hlavné na molekulové hmotnosti. SDS dodé proteinu zaporny
naboj, ktery je umérny jeho hmotnosti, coz vede k frakcionaci molekul podle jejich
primérné velikosti. Zkombinuji-li se tyto dva rozméry, vzniknou typické dvourozmérné

proteinové mapy.
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Extrakce proteinii:

Zmrazené vzorky rostlin husenicku byly uchovavany pii -80°C, poté byly
pfeneseny do tfeci misky a za pfilévani tekutého dusiku rozetfeny na jemny prasek.
Tento praSek byl pienesen do plastové flakonky a byl piidan roztok A (viz Tab. 5)
vychlazeny na -20°C v poméru 10 ml na 1g rostlinného materidlu. Poté byl vzorek
pofadné protiepan a za obCasného promichani byl ulozen do mrazdku na -20°C na 1
hodinu. Po hodiné byly vzorky za chlazeni na led¢ rozpipetovany do mikrozkumavek
Eppendorf po 1,8 ml a odstfedény (15min/4°C/14000rpm). Supernatant byl vylit a byl
ptidan 1,8 ml roztoku B (viz Tab. 5) také vychlazeného na -20°C, vzorek byl promichan
a opét byl ulozen na hodinu do -20°C za ob¢asného promichévani. Poté byla provedena
centrifugace, byla odlita horni vrstva, znovu bylo piipipetovano 1,8 ml roztoku B,
promichéno, opét stoeno a byl odlit supernatant. Zbytek byl ponechan odpafit do

prachové konzistence ve vakuové odparce po dobu 30 minut.

Tab. 5 Slozeni roztokt A a B.

Roztok A

Aceton 20 ml
TCA 29
2-merkaptoethanol 2 ul
Roztok B

2-merkaptoethanol 0,07 %
EDTA 2 mM
PMSF 1 mM

Solubilizace proteinii:

Ke vzorkim byl pfipipetovan solubilizacni pufr (viz Tab. 6) v poméru 50 pl na 1
mg proteinového prasku a vSe bylo protfepavano na tifepacce pii 37°C jednu hodinu,
behem této doby byly kazdych 10 minut vzorky promichany. Po hodin¢ byly stoeny na
centrifuze (15min/21°C/14000rpm). Byla odpipetovana horni vrstva a znovu odstfedéna

az byl supernatant Gplné Ciry.
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Tab. 6 Slozeni solubiliza¢niho pufru.

Solubiliza¢ni pufr (doplnime na 5 ml destil. vodou)
Mocovina 2,7 ml

CHAPS 01g

DTT 0,0463 g

Amfolyty 50 ul

Mereni koncentrace proteinii podle Bradfordové (Bradford, 1976):

Na mikrotitraéni desti¢ku bylo aplikovano do vsech jamek 250 ul Bradfordova
¢inidla a k nému bylo ptidano 3krat 5 ul pufru, vzorku s FLU, kontroly a sedm
standardi hovéziho sérového albuminu (koncetrace: 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5;
2mg/ml) a byly ponechany 5 minut inkubovat. V disledku tvorby kompext barviva
Coomassie Brilliant blue (CBB) s proteiny dochazi ke zméné barvy vzorkli umérné
koncentraci proteinli ve vzorku. Absorbance byla meéfena spektrofotometricky pfi
vlnové délce 595 nm a koncetrace proteinli byla vypoctena z kalibracni kiivky

odvozené od absorbanci standardd hovéziho sérového albuminu 0 znamé koncetraci.

Isoelektricka fokusace:

Vzorek musi byt pfed nanesenim na strip zfedén solubilizacnim pufrem, tak aby
bylo ve 200 pul vzorku 100 pg proteinti. Do zlabki fokusacni desti¢ky bylo naneseno po
150 pl vzorku. Stripy byly umistény do vanicky gelem dolti a po 15 minutach byly
prevrstveny 1,5 ml mineralniho oleje. Byla spuSténa aktivni rehydratace (50V, 20°C, 12
hod). Rano byly stripy podlozeny Vv misté styku s elektrodami filtracnim papirem

navlh¢enym 8 ul ultracisté vody a byla spusténa fokusace.

Podminky: kroky 1. odstranéni nadbyte¢nych soli, 200V, 30 min, 20°C
2. zvySovani napéti, 1500V, 3 hod, 20°C
3. zvySovani napéti, 5000V, 60000Vh, 20°C
4. udrzovaci krok, 500V, 15 hod, 20°C
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Ekvilibrace:

Po ukonceni fokusace byly stripy nechany okapat, byly vlozeny do plastovych
zkumavek suzavéry a byl ptidan ekvilibraéni roztok 1 s DTT (zamezuje vzniku
disulfidickych vazeb) (viz Tab. 7) a byly 10 minut promyvany na kyvacce. Pak byly
stripy premistény do roztoku 2 s jodacetamidem (alkyluje volné SH skupiny, nutné

chranit pied svétlem) a byly ponechany 10 minut na kyvacce.

Tab. 7 Slozeni ekvilibra¢nich roztoka.

Ekvilibra¢ni roztok 1 s DTT ( doplnéno | Ekvilibraéni roztok 2 s jodacetamidem
vodou na HPL.C na 8 ml) (dopIlnéno vodou na HPLC na 8 ml)
Mocovina 5769 Mocovina 55749
Tris HCI pH 8,8 4 ml Tris HCI pH 8,8 4 ml
SDS 0,32 ¢ SDS 0,32¢g
Glycerol 3,2ml Glycerol 3,2ml
DTT 0,16 g Jodacetamid 0,29
SDS-PAGE:

Komeréné dostupné ,,stain-free” gely byly vyjmuty z krabi¢ky a oplachnuty
elektroforetickym pufrem (viz Tab. 8), byly z nich sundany ochranné pasky a byly
ptipraveny do stojanku. Pomoci filtracniho papiru byl odséat ptebytecny pufr. Stripy
byly také oplachnuty v pufru a pieneseny na gely. Do levé horni komirky bylo
aplikovano 5 pl standardu a vse bylo zalito roztavenou 0,8% agar6zou s bromfenolovou
modfi a po vytlaceni vSech bublinek mezi stripem a gelem byla soustava ponechana 10
minut zatuhnout. Gely byly vloZeny do elektroforetické vany a zality pufrem po znacku.
Byly zapojeny kabely dle naboje a byla spusténa elektroforéza (200 V, 30 mA, 1 hod).
Byl pozorovdn modry pruh cela, po dokonceni elektroforézy byly gely vyjmuty
z plastovych oballi a byly dany navlhcené a vyhlazené scanovat na desku pomoci Gel
Doc EZ Imager a byly vyhodnoceny pomoci PDQest softwaru. Pak byly gely opatrné
preneseny do misek s roztokem barviva CBB a byly barveny asi 2 hodiny, pak byly gely
odbarvovany v destilované vodé aZz odstin vyhovoval. Poté byly gely nascanovany

pomoci Gel Doc EZ Imager a vyhodnoceny.
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Tab. 8 Slozeni elektroforetického pufru.

Elektroforeticky pufr (doplnén do 2 1 vodou na HPLC)

TRIS 6,057 g
Glycin 28,827 g
SDS 29
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5. Vysledky

5.1. Vliv FLU na viabilitu bunék

Test viability bun€k rakosu byl zaloZen na redukci TTC. Viabilita byla
sledovana u 4 nezavislych odbéri bunck ve stejnych casech ovlivnénych FLU a kontrol
(KON) bez aplikovaného FLU. Byla zméfena absorbance po 26 hodinach od odbéru
bunék. Procentudlni vyjadfeni viability bun€k exponovanych FLU bylo vztaZeno
K primémym hodnotam absorbanci porovnavacich kontrol (piestavovaly 100%).
Vysledky prokazaly, ze viabilita bun€k rdkosu neni signifikantné€ sniZzena expozici s

anthlemintikem - FLU.
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Obr. 9 Viabilita bunék rakosu v pfitomnosti FLU v porovnani s KON.
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5.2. Biotransformace FLU v buné¢né suspenzi

5.2.1. Identifikace metabolita FLU

Hledali jsme metabolity v médiich i bunkach rakosu pomoci HPLC/MS. Bylo
nalezeno 5 metaboliti FLU v bunikach. Hlavnimi metabolickymi cestami byla redukce
karbonylu, vedouci ke vzniku redukovaného FLU (FLU-R) a N-glukosidace. FLU-R
byl jediny metabolit faze I metabolismu, ostatni Ctyfi pochdzi z faze II. V médiu byly
nalezeny jen 2 metabolity: FLU-R a FLU-glukosid 1. Na zakladé ziskanych vysledki
byla sestavena mozna schémata metabolické cesty FLU (obr. 11). V tabulce 9 jsou
usporddany vSechny nalezené metabolity s jejich retenénim casem, vzorcem,
molekulovou hmotnosti, popisem reakce, iontovym fragmentem i tim, kde byly

nalezeny.

Tab. 9 Popis metabolitti FLU nalezenych v médiu a bunkach rakosu po 8 a 24-hodinové
inkubaci s FLU.

N tr MW Sumarni Popis reakce Fragment Detekovan
0 . vzorec ionti, m/z . Vi
[min] metabolitu Metabolit
Faze 1 Faze I1
1 11.04 315 Ci16H14FN303 redukce 284 FLU-R médium;
karbonylu buiiky
2| 1159 477 C22H24FN3Og redukce glukosidace 284, 316, FLU-R-glukosid buriky
karbonylu
3| 1258 475 C22H22FN3Og glukosidace 282,314 FLU-glukosid 1 médium;
bunky
4 12.76 475 CaoH2FN3Og glukosidace 282, 314 FLU-glukosid 2 bunky
5 13.98 517 Cz4H24FN309 glUkOSidace + 282, 314, FLU- buﬁky
acetylace 486 acetylglukosid
6 14.78 313 C16H1:FN3O3 282 FLU (matetska médium;
sloucenina) bunky

tr retencni ¢as; MW molekulova hmotnost
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Obr. 10 Schéma metabolismu FLU.
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5.2.2. Stanoveni koncentrace hlavniho metabolitu FLU

Pomoci HPLC analyzy byla zjisténa koncentrace hlavniho metabolitu FLU-R
v médiu a buiikach suspenzi rakosu (Obr. 11). Tato hodnota byla pfepoctena u médii na
koncentraci FLU-R ve vzorku, a u buné€k na latkové mnozstvi FLU-R vztazené na
hmotnost susiny bunék. Nejvyssi koncetrace FLU-R v médiu byla po 48-mi hodinach,

zatimco v buiikach az po 96 hodinach.
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Obr. 11 Koncentrace FLU v médiu a bunkach rakosovych suspenzi.
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5.3. Biotransformace ABZ v buné¢né suspenzi

5.3.1. Identifikace metaboliti ABZ

K identifikaci metabolith ABZ tvofenych v bunkach rdkosu bylo pouzito
HPLC/MS. Popis jednotlivych metabolitd (molekulova hmotnost, vzorec, popis reakce,
klicovy iontovy fragment, reten¢ni ¢as, lokalizace) je uveden v tabulce 10.
Dvoustupiiovd S-oxidace je jedinou reakci faze I biotransformace, vznika tak hlavni
metabolit ABZ-SO a ABZ-SO,. Hlavni reakci faze 11 metabolismu je N-glukosidace, ale
probiha i O-glukosidace, acetylace a xylosylace (Obr. 12). Bylo nalezeno celkem 10

metaboliti ABZ, vétSina byla pouze v bunikach, ale 3 i v médiu.
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Tab. 10 Popis metabolith ABZ nalezenych v médiu a bunikach suspenzi rdkosu po 8 a

24-hodinové inkubaci v pfitomnosti ABZ.

N tr MW Sumarni Popis reakce Fragment Metabolit Detekovan v:
o| [min] vzorec ionti, m/z
metabolitu
Fazel Faze I1
1| 9.00 443 Ci1sH25N30gS S-oxidace | glukosidace 240, 282 ABZ-SO-glukosid 1 | médium 24h,
buiiky 8h,
24h
2| 9.74 443 C1sH25N305S S-oxidace glukosidace 240, 282 ABZ-SO-glukosid 2 buniky 24h
3 10.35 282 C1oH15N305S S-oxidace 240 ABZ-SO médium 24h,
buiiky 8h,
24h
4 10.90 589 C24H35N30128 2X 234, 266, ABZ- buflky 24h
glukosidace 428, 558 glukosylglukosidl
5 11.29 559 Cy3H33N3041S glukosidace 234, 266, ABZ- buﬁky 24h
+ 428, 528 xylosylglukosid
xylosylace
6| 11.94 589 C24H35N301,S 2X 234, 266, ABZ- burniky 24h
glukosidace 428, 558 glukosylglukosid 2
7| 1212 427 Ci1sH25N307S glukosidace 234, 266 ABZ-glukosid 1 médium 24h,
buriky 8h,
24h
8| 12.36 297 C12H1sN304S 2XS- 266 ABZ-S0O, burnky 8h,
oxidace 24h
9| 12.92 427 Ci1sH2sN307S glukosidace 234, 266 ABZ-glukosid 2 buiiky 24h
1| 13.46 266 C12H1sN30,S 234 ABZ (matefska médium 24h,
0 sloucenina) buiiky 8h,
24h
1| 13.86 469 Ca0H27N305S glukosidace 234, 266, ABZ-acetylglukosid buiky 8h,
1 + acetylce 438 24h

tr retencni ¢as; MW molekulova hmotnost
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5.3.2. Stanoveni koncentrace hlavnich metabolitt ABZ

Pomoci HPLC byla zjisténa koncentrace metabolitu ABZ-SO v médiu a buiikach
a ABZ-SO; pouze v buiikach suspenznich kultur rakosu v pfitomnosti ABZ (Obr. 13).
Nejvyssi koncentrace ABZ-SO v médiu i burikach byla po 8 hodinach inkubace s ABZ.
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Obr. 13 Koncentrace ABZ-SO v médiu a burikach rdkosu a ABZ-SO, v buiikich

rakosu.
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5.4. Vliv FLU na rostlinny proteom

Zmény v proteomu rostlin byly studovdny pomoci dvojdimenziondlni
elektroforézy s vyuzitim komeréné dostupnych ,.stain-free“geld, k jejichz scanovani je
pracovisté (UEB AVCR, v.v.i.) vybaveno systémem Gel-Doc Imager (Bio-Rad).
Vysledkem jsou slozené proteinové mapy pro porovnavané skupiny (tzv. MASTER
gel), kde jsou zobrazeny spoty reprezentujici jednotlivé proteiny, jejichz intenzita je
prokazatelné (minimalné dvojnasobné) zménénd oproti kontrole. Na kazdém obrazku je
jak Master gel (softwarem vytvofend mapa vznikld sloZzenim vSech porovnavanych
gelit), tak scan jednoho ze skuteénych gelti. Kazdou skupinu reprezentovalo 3-5 gelt

(Obr. 14, 15).

211368
Morm
INT*Area

111834
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INT*Area

SSP 3501 SSP 7101

exp 3 (Master) flubendazol 2012-3-19 v2 (R

Obr. 14 Zmény v proteomu Arabidopsis thaliana v dusledku aplikace FLU (10uM): Na
,stain-free“ gelech se projevila statisticky vyznamna odli$nost u 4 proteind, z toho 3
proteiny byly pfitomny v niz§im mnozstvi a 1 ve zvySeném mnozstvi oproti

nestresované kontrole (SSP7101).
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Obr. 15 Zmény v proteomu Arabidopsis thaliana v dusledku aplikace FLU (10uM). Na
gelech barvenych CBB se projevila statisticky vyznamna odliSnost oproti nestresované
kontrole u 5 proteint, z toho 4 proteiny byly pfitomny v niz$§im mnozstvi a 1 ve vétSim
mnozstvi (SSP9601).
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6. Diskuze

Cilem této prace bylo studovat mozné vyuziti fytoremediaCnich postupl pfi
detoxikaci anthelmintik ze zivotniho prostiedi. Dil¢imi ukoly bylo ovéfit viabilitu bunék
rdkosu obecného v pfitomnosti FLU a zjistit, zda jsou anthelmintika schopna
prostupovat pfes buné¢nou membranu a jaké metabolity FLU a ABZ ve svych buiikach
vytvaii rdkos. Dale jsem zjiStovala ovlivnéni exprese proteini v pfitomnosti FLU u
husenicku rolniho.

Existuje velkd Sife uméle vyrobenych i ptirodnich xenobiotik, jako jsou léky,
primyslové chemikalie, pesticidy, produkty pyrolyzy z vafené¢ho jidla, sekundarni
metabolity rostlin, toxiny z bakterii, plisni, rostlin a zvitat. Tyto vSechny latky mohou
negativné ovliviiovat vitalni funkce organismi a predstavuji vazné riziko pro jejich
homeostazu, integritu a zdravi. LécCiva jsou Siroce vyuzivanymi xenobiotiky. Pro jejich
sledovani je tfeba nalézt vhodné bioanalytické metody (HolCapek et al., 2008). Pravé
hojné pouzivand anthelmintika, kterd jsou pfedmétem mé prace, by mohla byt dobie
odbouratelna z prostiedi pomoci fytoremedia¢nich technologii. Co se tyka veterinarnich
1é¢iv, bylo vedeno jen né¢kolik studii o jejich odstranovani rostlinami z zivotniho
prostfedi. Tyto studie sice prokézaly vstup a akumulaci veterinarnich 1é¢iv v rostlinach,
ale zatim chybély informace o dalSim osudu lécCiva. Pro posouzeni vhodnosti
fytoremediace je duleZité zjistit nejenom, zda rostlina xenobiotikum pfijima a vaze, ale
také jakym zpiisobem ho metabolizuje ve svych bunkéch. Pokud tato informace chybi,
je tu riziko, Ze lécivo zUstava v rostlinach biologicky aktivni a miize ohroZovat
zivocichy, ktefi se rostlinami Zivi.

V této praci byly studovany metabolické schopnosti bunék radkosu obecného.
Rakos byl vybran, kvtli svému castému pouziti v UM. Tyto méné invazivni metody
¢isténi prostiedi, jako je fytoremediace, jsou vhodné jen pro polutanty, které se
vyskytuji ve velmi nizké koncentraci. Rékos je ¢asto studovan pro své fytoremediacni
schopnosti riznych organickych polutanti (Gersberg et al., 1986; Tian et al., 2009;
Santriickova et al., 2001; Peruzzia et al., 2009; Vymazal et al., 2009). Huseni&ek rolni
je zase Casto pouzivanym modelem pro proteomické studie (Wienkoop et al., 2010) a
proto se jevil pro mou praci jako nejvhodné;jsi.

Biotransformacni studie byla navrzena tak, aby zjistila hlavni metabolity dvou

hlavnich benzimidazolovych anthelmintik — ABZ, FLU u rakosu. ABZ a FLU byl
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zvolen, protoze se Casto pouziva ve veterindrni mediciné a byla detekovéana jejich
pfitomnost v odpadnich vodach a zjistény Skodlivé ucinky na nckteré bezobratlé
zivocichy (Oh et al., 2006).

Suspenzni kultury rakosu jsme pouzili jako in vitro modelovy systém pro
analyzu metaboliti s pouzitim vysoce citlivé HPLC sionizaci elektrosprejem
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Detekované metabolity byly identifikovany na
zakladé piitomnosti protonovanych molekul [M+H]" a interpretovany podle iontového
spektra, které produkovaly. Rychly technicky pokrok v hmotnostni spektrometrii ptispél
ke zcitlivéni, zvyseni rozliSeni, vétsi pfesnosti, novym typim analyzatord a ionizacnich
technik (Holcapek et al.. 2008). Tato technika umoziuje urc¢eni molekulové hmotnosti
nezndmé latky, vznikd pfitom ale velké mnozstvi fragmentil, co znesnadnuji odvozeni
struktury. Tento problém Ize vyfeSit pouZzitim spojeni tandemové hmotnostni
spektrometrie s HPLC (HPLC/MS/MS) (Holcapek a Jandera, 1998).

Touto metodou byly identifikovany metabolity, které se nachazely uvniti bunék
rdkosu i v kultivacnim médiu. Hlavnim metabolitem FLU je u rdkosu FLU-R, u ABZ to
jsou ABZ-SO a ABZ-SO,. Byly nalezeny i dalsi metabolity a urcily se reakce, kterymi
vznikaji. Obecné faze I biotransformace zahrnuje oxidaci, redukci, hydrolyzu a dalsi
mén¢ Casté reakce (napf. chirdlni inverze). Oxidace, redukce a hydrolyza zavadi
reaktivni funkéni skupinu (-OH, -SH, -NH2, -NH-, -COOH) do matetské molekuly.
Vétsina reakci faze II biotransformace xenobiotik vede k mnohem hydrofilngjsimu
produktu, diky ¢emuz klesa jeho toxicita a snaze se vylouci z téla (HolCapek et al.,
2008).

Bylo nalezeno 10 metabolith ABZ vbuikich a 3 vmédiu rakosu.
fazi I oxiduje na aktivni ABZ-SO, z néj ¢ast podstoupi druhou oxidaci a vznikd ABZ-
SO,. Ve fazi II vznikaji konjugaty ABZ a ABZ-SO s UDP-glukosou pomoci N-
glukosidace, ktera je povazovana za cestu detoxikace. Tyto glukosidy dal§i metabolizaci
tvoii nékolik atypickych metaboliti. Néslednou O-glukosidaci vznikaji dva ABZ-
glukosylglukosidy, jeden ABZ-glukosid podstupuje dalsi konjugaci s aktivovanou
pentozou, UDP-xylosou, tvoii se tak ABZ-xylosylglukosid. Dal§im minoritnim
metabolitem je ABZ-acetylglukosid, ktery vznika O-acetylaci z ABZ-glukosidu. Podle
dostupnych zdroji, tyto typy metabolitli xenobiotik zatim nebyly popsany. Tyto druhy

reakci vSak nejsou u rostlin nijak pfekvapivé, protoze je dobie zname ze zplisobl tvorby
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nékterych endogennich sloucenin rostlin, napf. flavonoidt (Kachlicki et al., 2005;
Sriseadka et al., 2012).

Vétsina metaboliti ABZ je k nalezeni v bunikach rékosu, ale tii byly detekovany
i v médiu: ABZ-SO, ABZ-SO-glukosid 1, ABZ-glukosid 1. Tento jev znai, Ze jsou tyto
metabolity schopny urcitého pfesunu pies plazmatickou membranu a bunécnou sténu.

Pro analyzu pfijmu a biotransformace byly ¢asy inkubace pro FLU prodlouzeny,
protoze jeho metabolismus probiha pomaleji v porovnani s ABZ. Detekce probé¢hla
podobné jako u ABZ. Ve fazi I biotransformace vznika pouze jeden metabolit FLU-R.
Ve fazi Il se tvoii N-glukosidaci jeden FLU-R-glukosid a dva rizné¢ FLU-glukosidy. O-
acetylaci se tvoti jesté FLU-acetylglukosid. Pouze dva metabolity jsme nasli i v médiu:
FLU-R a jeden FLU-glukosid. V porovnani s ABZ je metabolismus FLU méné
rozsahly. Bylo nalezeno jen 5 metaboliti FLU. Redukce karbonylu a N-glukosidace
byly dvéma hlavnimi metabolickymi reakcemi. Na rozdil od ABZ, vsechny
biotransformaéni reakce sledované u FLU vedly k deaktivaci puvodniho matetského
lé¢iva. FLU-R je mnohem méné toxicky pro helminty nez FLU (Bartikova et al. 2010) a
konjugace glukdzou je obecné povazovana jako deaktivacni reakci. Vznika také jeden
atypicky metabolit, FLU-acetylglukosid. Identifikace acetylglukosidti u obou strukturné
rozdilnych testovanych 1é¢iv miize naznaCovat, ze O-acetylace glukosidi xenobiotik
muze byt relativné ¢asta v rostlinnych buikéch.

S cilem poznat vice o efektivit¢ biotransformace benzimidazoli v bunkach
rakosu, byly méfeny také mnozstvi hlavnich metabolitt ABZ-SO, ABZ-SO; a FLU-R.
Ostatni metabolity nemohly byt kvantifikovany, protoZe nebyl dostupny odpovidajici
analyticky standart.

Koncentrace ABZ-SO a ABZ-SO; byla métfena z bunck rakosovych suspenzi a z
médii inkubovanych 2, 4, 8 a 24 hodin. Mnozstvi v bunkdach bylo vztaZzeno na hmotnost
bunék lyofilizatu, v médiu bylo mnozstvi vyjadieno jako koncentrace dané slouceniny.
V burnkach byla sledovana intenzivni tvorba ABZ-SO. MnoZstvi ABZ-SO se zvySovalo
az do 8. hodiny, po 24 hodinach inkubace se mnozstvi ABZ-SO sniZilo, pravdépodobné
kvili nasledné biotransformaci. Vysokd koncentrace ABZ-SO byla zméfena i
Vv kultivaénim médiu, coz indikuje moZznou difuzi z bun€k do média. V médiu probihala
1 neenzymaticka oxidace ABZ, mnozstvi ABZ-SO ve slepych vzorcich bez bun¢k byla
odectena od mnozstvi ABZ-SO vytvofeného ve vzorcich s butkami rdkosu. Dalsi S-
oxidace ABZ-SO je uz pomalejsi, pouze setina je preménéna na ABZ-SO,. Nebyly

nalezeny zadné stopy po ABZ-SO, v médiu, pravdépodobné neprostupuje pies
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membranu a bunécnou sténu. Kvantifikace prokazala intenzivni a rychlou S-oxidaci,
kterou z ABZ vznikda anthelminticky aktivni ABZ-SO, ktery je pouze Ccastecné
inaktivovan na ABZ-SO, a ABZ-glukosidy.

Koncentrace hlavniho metabolitu FLU sledovand v bunikdch rakosu narlstala
mnohem pomaleji neZ u ABZ. Po 2 a 4 hodinach inkubace byly nalezeny pouze stopy
FLU-R. Kvuli tomu byla inkubace bunék prodlouzena a odbéry se provadély po 4, 8,
24, 48 a 96 hodinach. Mnozstvi FLU-R bylo zhruba desetkrat niz$i nez ABZ-SO. Cést
FLU-R prestupuje bunécnou sténu a bylo nalezeno 1 v kultivacnim médiu. Neprobiha
neenzymatickd redukce FLU, protoze nebyly nalezeny zadné stopy FLU-R ve slepych
vzorcich. VSechny metabolity FLU vznikajici v rdkosu mohou byt povazovany za
neaktivni.

Ackoli jsou nékteré metabolity ABZ a FLU transportovany z bun¢k do média,
hlavnim ptfedpokladanym tlozistém stale zlstava télo rostliny rdkosu a jeho buiiky. Na
toto uloZeni neaktivnich a stalych metaboliti ABZ a FLU v rostlinaich muize byt
pohlizeno jako na vyhodnou cestu dekontaminace prostfedi od anthelmintik. Navic
pfijem a uchovani plivodniho anthelmintického léCiva v rostlinach muze sniZovat
toxicitu 1€¢iv pro ekosystém tim, Ze se snizi jejich koncentrace v pudé a vodé.

Test viability bun¢k rakosu Vv pfitomnosti FLU prokazal, ze je rdkos vhodnym
potencidlnim néstrojem fytoremediace, protoZe Zivotaschopnost jeho bun¢k v prostiedi
tohoto 1é¢iva zlistala nenaruSena. Zjistili jsme tak, ze rdkos vystaveny koncetraci 10uM
FLU bude pravdépodobné ptezivat a tak se umozni jeho plsobeni a rozklad polutantt
v UM. Rékos se jevi jako dostatecné odolny pro pouziti ve fytoremediaci.

V ramci diplomové prace byla také optimalizovdna metoda pro extrakci
proteinové frakce z rostliny Arabidopsis thaliana a nasledné studium zmén proteomu
vlivem anthelmintik. Pro testovani riiznych metodickych postupli byla pouzita klasicka
2-D elektroforéza. Sledované rostliny byly stresovany ptidanim FLU do kultivacniho
média (10uM).

S vyuzitim dvojdimenziondlni elektroforézy a nésledného softwarového
vyhodnoceni gelovych obrazti byly po 3-denni in vitro kultivaci na médiu obohaceném
FLU nalezeny zmény v proteomu rostliny Arabidopsis thaliana. Jako kontrolni skupiny
slouzily rostliny neovlivnéné Zadnou piidanou slouceninou. Dle vysledku analyzy
proteinovych map ziskanych z geld s riznym zpisobem vizualizace, doslo po aplikaci
l1é¢iva v porovnani s kontrolni skupinou ke zvySeni nebo snizeni mnozstvi nékolika

proteinii. Z vysledkll je patrné, Ze jsou velmi ovlivnéné zpiisobem barveni, pficemz
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barveni CBB bylo (navzdory proklamacim vyrobce) citlivéjsi. Pfitomnost FLU v médiu
u vSech pokusnych rostlin vyvolala metabolickou odezvu. Zatim vSak neni znamo, které
proteiny byly pfitomnosti FLU ovlivnény. Identifikace jednotlivych proteinti bude

naplni dalsi studie.
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7. Zavér

. Viabilita bunék rdkosu nebyla vyrazné ovlivnéna pfitomnosti anthelmintika
(FLV).

. Bylo nalezeno 5 metabolitii FLU v rostlinnych bunikach rdkosu a 2 v médiu.

o Bylo nalezeno 10 metaboliti ABZ v rostlinnych bunikéch rakosu a 3 v médiu.

. Podaftilo se stanovit koncentrace hlavnich metabolitt FLU-R, ABZ-SO, ABZ-

SO, Vv Zivném médiu a v rostlinnych bunkach.

o FLU indukuje zmény v proteomu Arabidopsis thaliana. Pisobenim FLU doslo

ke snizeni mnozstvi 3-4 proteind a zvySeni mnozstvi 1 proteinu oproti kontrole.
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