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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Be. Lenka Martinkova
Skolitel: RNDr. Lucie Raisova Stuchlikové, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Biotransformace fenbendazolu v s6ji (Glycine max)

Veterinarni 1é¢iva jsou pouzivana ve velkém mnozstvi v novodobém chovatelstvi pro
1écbu a prevenci zvifecich chorob. Anthelmintika podévand zvifatim vstupuji do Zivotniho
prostfedi primarné stolici nebo moci. Po vylouceni mohou lé¢iva pietrvavat v Zivotnim

prostiedi a ovliviiovat necilové organismy.

Rostliny jsou schopné pfijimat xenobiotika, vcetné¢ 1é¢iv a detoxikovat je
biotransformaci. Detoxikace 1é¢iva vSak pfedstavuje pouze biotransformace lé¢iva na netoxické
a stabilni metabolity a jejich ndslednd akumulace v rostlinach. Z tohoto diivodu je velmi
dualezita znalost biotransformacnich cest 1éCiva v rostlinach. Rostliny s6ji, ptipadné plody, jsou
totiz dale vyuzivané v zemédélstvi jako krmivo pro dobytek a absorbovana anthelmintika

véetné jejich metabolitlh mohou vstupovat dale do potravniho fetézce.

Vysledky ukézaly, Ze fenbendazol vstupuje do rostlin, které jsou ho schopny

biotransformovat. Zjistili jsme rozdily v metabolitech mezi kofeny, listy, semeny a lusky soji.
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Veterinary drugs are used in large amounts in modern husbandry for treatment and
prevention of diseases in animals. Anthelmintics administered to animals enter into
environment primarily through its excretion in faeces or urine. Following excretion, drugs may

persist in the environment and impact non-target organisms.

Plants are able to uptake xenobiotics, including drugs, and detoxify them via
biotransformation. However, only drug biotransformation into non-toxic and stable metabolites
and their consequent accumulation in plants represent drug detoxification. For that reasons,
knowledge of biotransformation pathways of drug in plants is very important. Soybean plants,
eventually seeds, are further used in agriculture as feed for cattle and absorbed anthelmintics

including their metabolites can enter the food chain.

The results showed that fenbendazole entered plant and enzymatic systems of plant were
able to biotransform fenbendazole via several reactions. We found differences in the

metabolites between the roots, leaves, seeds and pods of soybean.
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Uvod

Parazitickd onemocnéni jsou bézné stavy, které se mohou tykat vSech obratlovcti, véetné
lidi. Nejcastéji jimi vSak trpi zvifata hospodarska a domaci mazlicci. Léciva pouzivana na tato
onemocnéni nazyvame anthelmintika, respektive veterindrni anthelmintika. Mezi nejcastéji
pouzivana anthelmintika patii benzimidazoly, které¢ jsou vyhodné svym Sirokym spektrem
ucinku.

Casté pouzivani téchto 16¢iv, at’ uz kviili 16¢bé onemocnéni nebo jako prevence, ma viak
za nasledek jejich kumulaci v zivotnim prostfedi. Do n¢j se dostavaji bud’ pfimo skrz 1é¢ena
zvifata nebo kontaminaci hnoje ¢i odpadnich vod. Je tedy nutné hledat zplsoby, kterymi
muzeme ekosystém Cistit, protoze nemulzeme zabrdnit stale vzristajici spotiebé léCiv

vSeobecné.

Jednim ze zpisobl pouzivanych na odstraiovani 1é¢iv z prostfedi muze byt
biotransformace. Rostlinné biotransformacni enzymy dokazi pteménit 1é¢ivo na jeho netoxické
nebo méné toxické metabolity. Pro tyto studie je vhodné pouzivat rostliny, které se bézné

nachdazeji na polich nebo loukach i ve velkém mnozstvi.

Pro tento experiment byla vybrana sdja lustinata (Glycine max), protoze se péstuje a
hojn¢ vyuziva jako krmna plodina pro dobytek. Pokud jsou zvifata krmena rostlinami, které uz
obsahuji 1é¢iva, neni pak mozné kontrolovat davky, kterym jsou zvifata vystavena, ¢imz se

zvySuje riziko rezistence.

Ptitomnost anthelmintika v potravnim fetézci vzhledem k soucCasnym stravovacim
trendiim, kdy se soja stava stale vice popularni, je tedy vysoce pravdépodobna i pro ty, ktefi se
stravuji pouze rostlin€. Na druhou stranu je nutné podotknout, Ze fenbendazol neni pro lidsky

organismus toxicky, ani ho nijak negativné neovliviiuje.
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Teoretickd Cast

1 Biotransformace lécCiv

Biotransformace (metabolizace) 1éCiv zobrazuje ptehled reakci, pifi kterych jsou
exogenni a endogenni latky pietvareny na jejich hydrofilnéj$i metabolity. Obvykle probiha ve
dvou fazich (prvni a druhd faze biotransformace). Cilem je zvySeni hydrofility xenobiotik a
usnadnéni jejich vylouceni z organismu. Lipofilni latky jsou bézn¢ v glomerulech ledvin
reabsorbovany do krve, proto nemohou byt vylouceny z organismu. Hydrofilni metabolity jsou
zpravidla vylou¢eny moci. Lécivo muze byt biotransformaci bud’ inaktivovano, pficemz vznika
metabolit nebo konjugit s minimdlnim nebo zaddnym farmakologickym ucinkem nebo
aktivovano, kdy se ptivodné netéinné 1écivo (tzv. ,,pro-drug®) meéni na u¢inny metabolit. Latky
polarni nejsou v organismu metabolizovany, vylucuji se vétSinou v nezménéné formé
ledvinami. Nepoldrni 1é¢iva vétSinou podstoupi tplnou nebo ¢aste€nou preménu na hydrofilni
metabolity, které jsou nésledn¢ vyloucené ledvinami. U nepolarnich latek nemusi

biotransformace ani probéhnout a pak jsou tato 1é¢iva vyloucena napf. zluci [1].
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plice, ledviny nebo epitel traviciho traktu. Podileji se ale 1 mikrosomélni enzymy, cozZ jsou
nespecifické enzymatické systémy hladkého endoplazmatického retikula bun¢k jater, ledvin,

svald, plic, kiize a sliznice stfev [2].

1.1 Reakce prvni faze biotransformace

Bé&hem prvni faze biotransformace se na sktrukturu xenobiotika zavadéji nové funkéni
skupiny, coz umoznuje pfeménu pivodnich 1é€iv na polarni, ve vodé rozpustné metabolity,
které jsou snadnéji vylouceny ledvinami. Metabolity prvni faze zpravidla podstupuji druhou

fazi biotransformace.

Nespecifické mikrosomalni enzymy katalyzuji procesy prvni faze biotransformace
1é¢iv, které 1ze rozdélit do n€kolika kategorii podle typu enzymatické reakce. Mezi reakce prvni

faze biotransformace patii oxidace, redukce, hydrolyza, hydratace a izomerace [3].

Oxidace

Prvnim typem je oxidace, které se ucastni predev§im cytochrom P450 jako
monooxygenasovy systém. Je to hlavni katalyzator oxida¢nich reakci, tzv. oxidasa se smiSenou

funkci. Dal$imi enzymy, které umi oxidovat latky jsou alkoholdehydrogenasa a



aldehyddehydrogenasa, aminooxidasy a dalsi. U oxidace se k 1é¢ivu pfipoji aniontova skupina
(naptiklad hydroxylova) a dochézi k dealkylaci, deaminaci nebo desulfuraci [1]. Mezi dalsi typy
oxidace fadime i N- a S-oxidace. Enzymy mohou N-oxidovat xenobiotika obsahujici amin, imin

nebo hydrazin. S-oxidaci podléhaji struktury s molekulou siry na sulfoxidy a sulfony [4].

Hydroxylace

Hydroxylace je reakce, pfi které se vnasi do struktury xenobiotika hydroxylova skupina
(-OH), ¢imzZ je metabolit hydrofiln€jsi a snaze podléha dalsim reakcim. Patii mezi nejcastéjsi

reakce u sloucenin s alifatickym fetézcem nebo aromatickym kruhem [4].

Oxidaé¢ni deaminace

Pii oxida¢ni deaminaci je ve dvou krocich odstraniovan dusik za vzniku ketonu.
Aminoskupina se dehydrogenuje a vznikad hydroxylovany derivat, ktery podléha hydrolyze za

vzniku ketonu a amoniaku.

Dealkylace

Podle heteroatomu, na kterém je navazana alkylova skupina je miizeme dé€lit na N-, O-
a S-dealkylace. V prvnim kroku je hydroxylovan amin nebo alkoxy- a alkyl-thiolové skupina
xenobiotika, ze kterého vznika nestabilni slou€enina. Ta se v druhém kroku §té€pi na aldehyd a

dealkylované xenobiotikum.

Dehalogenace

Dalsi oxida¢ni reakci mizeme nahradit halogeny vodikem nebo hydroxidem, za vzniku
alkoholu nebo karboxylové kyseliny. Enzymy ucastnici se této reakce oznacCujeme jako

dehalogenasy.

Redukce

Druhym typem enzymatické reakce je redukce, kterd je méné béznd nez oxidace.

Reduke¢ni enzymy jsou nitroreduktasy a azoreduktasy a reakce jsou cilené na skupiny lé€iv,
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kterym tyto enzymy mohou odtrhnout kyslik za vzniku vody a pfislusného aminu. Byvaji to
karbonylové, azoskupiny a nitroskupiny. Dals$i redukce mohou probihat na N-oxidech
terciarnich amint a S-oxidech, z nichz vznikaji aminy a sulfidy. Karbonylové slouceniny jsou

redukovany na pfislusné hydroxyderivaty karbonylreduktasou.

Hydrolyza

Dal8im typem reakce je hydrolyza, kdy se §t€pi vazba za i€asti vody. Muze probihat za
katalyzy enzymem nebo v nékterych ptipadech i bez ng&j. Ucastni se ji esterasy, napiiklad
karboxylesterasa, cholinesterasa a karboxyamidasa nebo jakékoliv peptidasy, lipasy nebo

glykosidasy.

1.2 Reakce druhé faze biotransformace

Pii druhé fazi biotransformace dochazi ptredev§im ke konjugaci, proto tyto reakce
nazyvame konjugacni. Dochézi pii nich za ucasti enzymu, vétSinou transferas, k tvorbé
kovalentni vazby mezi funkéni skupinou pivodniho 1é¢iva nebo jeho metabolitu, proslého prvni
fazi a endogenni latkou. Tento dé&j je energeticky naro¢ny. Enzymy druhé faze se nachazeji v
cytosolu a mitochondriich. Konjugovana xenobiotika jsou hydrofilné;jsi, proto se snadné&ji
eliminuji z organismu. Dochazi také k inaktivaci 1é€iva nebo alespont zmenSeni jeho Gcinku.
Mezi hlavni konjugaéni reakce patii konjugace s kyselinou UDP-glukuronovou (konjugace
alkoholti, fenolii, karboxy-, amido- a aminoskupin), konjugace s glutationem, s kyselinou
octovou (konjugace sulfonamidl) a sirovou, s aminokyselinami (konjugace karboxylovych
kyselin). Farmakologicky inaktivni polarni konjugéty jsou z organismu nasledn¢ vylouceny
nejcastéji moci, popft. stolici a potem. Konjugaty 1&¢iv s kyselinou UDP-glukuronovou s vyssi

molekulovou hmotnosti se vylucuji Zlu¢i a putuji do enterohepatalniho ob&hu [1, 4].

1.3 Faktory ovliviujici biotransformaci

Biotransformacni procesy jsou ovliviiovany celou fadou vnitinich a vnéjSich faktora.
Mohou to byt interindividualni genetické faktory nebo pohlavi a Zivo€isny nebo rostlinny druh.
Mezi intraindividudlni nezanedbatelny faktor u vSech organismi patii také jejich v€k a pohlavi.
Aktivita biotransformacnich enzyml plodu je minimdlni, po narozeni se vSak zvySuje a u

starych jedinci dochdzi naopak ke snizovani Cinnosti jaternich enzymii a ke zhorSeni
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metabolizace 1€¢iv. V1iv pohlavi se projevuje naptiklad rychlej$i metabolizaci 1é¢iv u samct v
porovndni se samicemi. Dalsi roli mohou hrat hormondlni vlivy nebo riiznd metabolicka
onemocnéni piedevsim jater. Ovliviiovat aktivitu enzyml mize také vyziva diky pfitomnosti
nenasycenych mastnych kyselin, vitaminu E a C v potravé. Mezi jeden z méné cCastych, ale
vyraznych faktorti povazujeme i podavani induktorti a inhibitorti enzymt (napi. chemické latky,
léciva, alkoholy, polyaromatické uhlovodiky), které zvySuji nebo snizuji aktivitu téchto

enzymu. Pfi zvySeni aktivity enzymil je 1é¢ivo rychleji metabolizovano a naopak [1, 4, 5].
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1.4 Biotransformace xenobiotik u rostlin

Zpisob biotransformace u zivoCichtt 1 rostlin je velmi podobny. Procesy
biotransformace jsou prakticky stejné, liSi se pouze to, co se déje s naslednymi metabolity. U
zivocichi jsou metabolity vétSinou vyluCovany nejcastéji stolici, moci, potem a dalSimi t€lnimi
tekutinami. U rostlin se hromadi a uskladnuji ve formé& vakuol (hydrofilni metabolity) nebo
v bunécné stén¢ (lipofilni metabolity). Hromadéni xenobiotik v rostliné ma za nasledek
chemicky stres, ktery se projevuje zménou pH, inhibici ¢i aktivaci nékterych enzymd, snizeni
fotosyntézy a potlaceni respirace atd., coz pii delSi expozici mize mit za nasledek trvalé

poskozeni rostliny [4].

1.4.1 Fytoremediace
Fytoremediace je vyraz, ktery pouzivame pro vyuzivani zelenych rostlin k fixaci,
akumulaci ¢i rozkladu polutantl z Zivotniho prosttedi. Rostliny dokézou vstiebéavat predevSim

hydrofobni organické i anorganické polutanty z pidy a povrchové vody [6].

by +—
Fytodegradace
L]
@ '-
° [ ]
o °
Fytovolatilizace
* %0 % Fytoextrakce
e S
® Polutant b

~ =
C_. La

Fytostabilizace Fytostimulace

Obrdzek 1Ruzné cesty fytoremediace (https://blogs.umass.edu/natsci397a-eross/phytoremediation-
the-future-of-environmental-remediation/)

Fytoremediace vyuziva fytodekontaminaci a fytostabilizaci. Fytodekontaminace je
proces, pii kterém rostliny hromadi kontaminanty ve svych tkédnich, poté jsou sklizeny a

nasledné uloZeny na bezpecné misto nebo chemicky ¢i tepelné zpracovany. Pti fytodegradaci
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rostliny metabolizuji polutanty a produkty ulozi do svych struktur. Fytostabilizace je vyuzivana,
kdyz je nutné zajistit regulaci kontaminované podzemni vody. Vysazuji se napiiklad rychle
rostouci dfeviny, jejichz kofenovy systém pohlcuje velké mnozstvi vody. Fytoremediace je
stale vice vyuzivana, protoze je levnd a pomérné efektivni, pfesto tento proces trva o mnoho
déle nez vyuziti béznych fyzikalné-chemickych metod dekontaminace. Pouziva se u vysoce

znecisténych mist, ale i k docisténi oblasti po pouziti jinych postupt [7].

1.4.1.1 Prijem a metabolizace rostlinou

Na fytoremediaci se podili nejen samotné rostliny, ale i symbiotické mikroorganismy
v jejich kofenovém systému. Rostliny absorbuji a metabolizuji pfedevSim organické latky
n¢kolika riznymi zplsoby. Mohou je pfimo absorbovat kofeny, metabolizovat a ulozit jako
netoxické metabolity nebo pfijmout listy ze vzduchu. Dal§im zpiisobem je uvoliovani
rostlinnych enzymii (dehalogenasy, reduktasy, peroxidasy), které napomadhaji k degradaci
v pudnim prostfedi. Poslednim mechanismem je biotransformace pomoci mikroorganismil

v rhizosféte, které vyuzivaji kontaminanty jako zdroj energie a uhliku [8].

1.4.2 Rostlinné biotransformacni enzymy

V mnoha studiich se potvrdilo, Ze rostlinné biotransformaéni enzymy maji mnohem vice

N 24

1.4.2.1 Enzymy prvni faze biotransformace

V prvni fazi biotransformace se molekula stavd vice polarni ziskanim karboxylové,
amino- nebo hydroxy- funk¢ni skupiny nejcastéji oxidacnimi reakcemi — oxidaci, hydroxylaci,
dealkylaci, ale i redukénimi a hydrolytickymi reakcemi. Mezi nejbé€zngjsi enzymy prvni faze
biotransformace patii esterasy, cytochrom P450 (CYP), peroxidasy a reduktasy [1]. Cytochrom
P450 je oznaceni pro obsahlou skupinu hemoproteinovych enzymil. Tyto enzymy byly
nalezeny ve vSech Zivych organismech. Jsou to kli¢ové enzymy pii metabolismu xenobiotik
Ucastnici se 1 pfi metabolismu endogennich latek, naptiklad steroidnich hormonti a cholesterolu,
mastnych kyselin, Zlucovych kyselin a vitaminli rozpustnych v tucich. Diky nim probihaji
oxidacni reakce s vyuzitim kysliku, peroxidi nebo peroxykyselin. DalSimi enzymy jsou
peroxidasy, které¢ jsou schopny redukovat peroxid vodiku a dal$i peroxidy. Maji Sirokou

substratovou specifitu podobné¢ jako CYP. Metabolizuji anorganické i organické slouceniny a

14



nejcastéjSimi substraty jsou fenoly a aromatické aminy. Katalyzuji redoxni reakce, halogenace
a dehalogenace, dekarboxylace, oxygenace, hydroxylace a dal§i. Vyskytuji se v mnoha

formach, nejznamé;jsi je kienova peroxidasa. Reduktasy katalyzuji xenobiotika s nitroskupinou

na amino-, hydroxylamino- nebo nitrosoderivaty [4].

1.4.2.2  Enzymy druhé faze

Pti druhé fazi se na metabolit vdzou hydrofilni endogenni slouceniny jako jsou
sacharidy, aminokyseliny nebo glutathion. Jsou to pfedevSim transferasy, které ptipojuji na
xenobiotikum sacharid pies jeho hydroxylovou nebo aminovou skupinu [4]. Podle toho je
délime na O- a N-glykosyltransferasy a N- a O-malonyltransferasy, které jsou vétSinou
specifické pro rostliny. DalSimi enzymy ucastnici se konjugace jsou glutathiontransferasy,

sulfotrasferasy a N-acetyltransferasy, které jsou podobné t€ém zivoc¢isnym [7].

U metabolitlh uloZzenych v bunééné sténé (lipofilnich latek) mize probihat jesté dalsi
faze, tzv. sekundarni konjugace. Tyto latky reaguji s nékterymi slozkami bunécéné stény jako

jsou pektiny nebo ligniny [9].

Pokud vznikaji dal$i konjugaty s glukézou nebo glutathionem, oznacujeme tuto reakci
jako N-malonylaci. Po prob¢hlé konjugaci jsou metabolity uskladnény, avSak nékteré se mohou
1 nadale metabolizovat. Karboxypeptiasa nebo y-glutamyltranspeptidasa dokaze odstépovat

aminokyseliny z glutathionu navazaném na uskladnéném xenobiotika [4].
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2 Anthelmintika

Anthelmintika jsou synteticka 1éCiva vyuzivana pfi 1€cb¢ a prevenci proti parazitarnim
onemocnénim. Infikované zvife nebo ¢lovek je hostitel téchto parazitickych helmintt, ktefi se
vyviji bud’ pfimo v organismu hostitele a mezihostitele (biohelmint6zy) anebo v jejich vnéj$im
okoli (geohelmintozy). Helmint plisobi na organismus hostitele negativné, kdy mu osmoticky

vstiebava ziviny, saje krev nebo parazituje na tkénich [11].

Tyto 1é¢iva se d€li podle spektra ucinku na Sirokospektra a uzkospektra anebo podle tiid
cervu, na které ptsobi. Proti hlisticim jsou u¢inna antinematoda, proti tasemnicim anticestoda
a k usmrceni motolic se pouZzivaji antitrematoda. Onemocnéni hlisticemi tzv. nematodo6zy patii
mezi nejobsahlejsi kategorie helmint6z parazitujici na veskerych hospodaiskych i domacich

zviratech [12].

Hlistice, nematoda (Nematodes), maji valcovité, velmi pruzné a pevné, ke konclim
ztencené télo s kutikuldrnimi zuby, které jsou schopny narusit télo hostitele. Postihuji hlavné

travici trakt, dychaci ustroji, ale i svalovou tkan, mizni cévy nebo spojivkovy vak [10].

Léciva proti hlisticim, antinematoda se mohou pouzivat preventivné a hromadné.
Ptedevsim se toto praktikuje u hospodarskych a domacich zvifat, anebo individualné pfii
zjisténé parazitarni infekci. U hospodarskych zvifat se vyrabéji jako piimés krmiva a u
domadcich zvitat v riznych Iékovych formach, které jdou snadno aplikovat. Mezi antinematoda
fadime benzimidazoly, makrocyklické laktony, imidazothiazoly a aminoacetonitrilové derivaty

[1,12].

2.1 Imidazothiazoly

Prvnim objevenym imidazothiazolem byl racemat tetramizol. Pozdé€ji z néj byl

vvvvv

Piisobi jako cileny stimulant nikotinovych acetylcholinovych receptorii parazita, coz vede ke
svalové paralyze a thynu. Druhym mechanismem ucinku je pii podavani vysSich davek

vyvolany rozvrat sacharidového metabolismu [12].

2.2  Aminoacetonitrilové derivaty (AAD)
Jsou nejnovejsi skupinou 1éCiv proti hlisticim, odvozenou od slouceniny

aminoacetonitrilu. Jedinym zastupcem je monepantel, komeréné vyrabén pod ndzvem Zolvix®.
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Toto 1é¢ivo bylo vyvinuto kvili vysoké rezistenci na benzimidazolové, imidazothiazolova
anthelmintika a makrocyklické laktony. Pouziva se ptedevsim u skotu a ovci a vykazuje nizkou

toxicitu a Siroké spektrum ucinku [13, 14].

Piisobi na nikotinovy acetylcholinovy receptor, konkrétné na podjednotku specifickou
pro nematoda ACR-23, coz zpusobuje svalovou paralyzu hlistic [14]. Jeho metabolity jsou

povazovany za netoxické pro zivotni prostfedni [15].

2.3 Makrocyklické laktony

Tyto 1é¢iva jsou biosyntetického ptivodu, izolovany jako fermentacni produkty bakterii.
Maji Sirokospektralni ti¢inek a jsou ucinné i v nizkych koncentracich. Principem mechanismu
ucinku je ovlivnéni glutamatovych receptorti parazita spojenych s chloridovymi kandly a
zvySené uvoliiovani inhibi¢niho neurotransmiteru — kyseliny y-aminomaselné. Dochéazi ke
vstupu chloridovych iontd do neuronu, hyperpolarizaci a tim k inhibici pfevodu nervovych
vzruchtl, coz zptisobi zahynuti v§ech stadii parazita a jeho nasledné vypuzeni ze stiev hostitele
[12]. Jsou znamy dvé skupiny makrocyklickych laktoni — avermektiny a milbemyciny.
Nejznaméjsim 1écivem ze skupiny avermektinll je ivermektin, jenz patii mezi Sirokospektra
antiparazitika, jelikoz plsobi nejen proti hlisticim, ale i hmyzu a roztoctim [1, 12Za jeho objev
byla udélena Nobelova cena za fyziologii a lékafstvi v roce 2015. Vyuziva se k 1écbé
parazitarnich onemocnéni lidi (znamy pii lécbé ficni slepoty v rovnikové Africe, kdy byl

dodavan zdarma) i zvitat [16].

Mezi dal$i zastupce patii doramektin a mezi milbemyciny naptiklad moxidektin nebo

milbemycin [1].
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2.4 Benzimidazoly

Obrdzek 2. Chemicka struktura benzimidazol(i
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e8/Benzimidazole _chemical structure.png)

Benzimidazolovd anhelmintika jsou nejrozsahlej$i skupinou antinematod, nckteré
slou¢eniny, které vznikly fizi benzenu a imidazolu. Syntetické benzimidazoly se pouzivaji jako
antiparazitika, a to konkrétné endoparazitika, anthelmintika, antinematoda a ¢astecné i jako

antitrematoda a anticestoda [12].

Tyto 1é¢iva ucinkuji na dospélce 1 riizna vyvojova stadia. Neékterd dokonce na vajicka
parazitd, kterda diky silnému obalu odoldvaji riznym nepfiznivym podminkam jako sucho,
vlhkost nebo vykyvy teploty. Pozor se musi dat v urcitych situaci, kdy je podavani téchto 1é¢iv
kontraindikovéano. Pfedev§im u biezich zvifat nebo prezvykavcet, jejichz mléko je urceno pro
konzumaci ¢lovékem a déle pro zvifata s 1é€bou s poruchou jater a ledvin. Mechanismus t¢inku
je zaloZen na inhibici B-tubulinovych podjednotek, které jsou nezbytné pii tvorbé mikrotubull
bun¢k parazita s naslednou inhibici tvorby ATP. Specifita i¢inku zavisi na mnohonéasobné vyssi
afinit¢ k parazitdrnimu typu B-tubulinu. Absorpce benzimidazolli zavisi na rozpustnosti
slouceniny ve vodé, napt. albendazol a oxibendazol jsou 1épe absorbovany z GIT v porovnani
s ostatnimi 1éCivy ve skupin€. VSechny ucinné latky (vyjma thiabendazolu) jsou malo
metabolizovany. VétSina 1€¢iv je vyloucena v nezménéné formé stolici. Mezi zastupce patii
thiabendazol a jeho derivaty, albendazol (ABZ), febantel, fenbendazol (FBZ), flubendazol
(FLU), mebendazol (MBZ) a oxibendazol [1, 17].
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2.4.1 Fenbendazol

Fenbendazol (FBZ) se nejcastéji vyuziva pii parazitarnich onemocnéni pst, kocek, koiti
a prasat, ale i dribeze. Ma nejvétsi ti€innost v kombinaci s prazikvantelem a pyrantelem a
pusobi na skrkavky, tasemnice a hlistice. MlzZe se podavat i jako febantel, coz je prolécivo
fenbendazolu. V malych davkéach je lidmi dobie tolerovan, a dokonce probihaji studie o

fenbendazolu jako protinddorovém léc¢ivu [18].

Obrdzek 3 Chemickd struktura fenbendazolu
(https.//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/b/bc/Fenbendazole.svg/1200px-Fenbendazole.svg.png)

Jsou u néj vSak zndmy teratogenni a embryotoxické Uc¢inky na nckteré druhy zvitat
(konoviti, kockovité a psovité Selmy) a mezi jeho nezddouci U¢inky patii hepatotoxicita.

Podavani ve vyssich davkach mize poSkozovat kostni dfen u psu [1].

Prvné byl pfedstaven v Némecku roku 1970 firmou Hoechst AG (nyni zndma jako
Aventis), pod komerénim ndzvem Panacur. Dnes je dodadvan ve formé tablet, roztok, past nebo

v potravnich doplncich [19].

- T el

Obradzek 4 Komercné dostupny pripravek Panacur® pro dobytek (http://www.infovets.com/books/beef/C/Images/C226.jpq)
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2.4.1.1  Struktura

Molekulovda hmotnost fenbendazolu je 299,35 g/mol. Jeho systematicky nazev je:
methyl-5-(fenylthio)-2-benzimidazolkarbamat a sumarni vzorec pak CISH13N30O2S. Jeho
teplota tani je uvadéna jako 233°C. Byly stanoveny letalni davky pro hlodavce — oralni LD50
>10000mg/kg a kozni LD50 >2000 mg/kg. Ve vode¢ je prakticky nerozpustny [20].

2.4.1.2  Farmakokinetika

Peroraln¢ podavany fenbendazol se vstiebava v zaludku a je Spatné vstfebavan do
krevniho fecisté. Absorbované 1éCivo je metabolizovano v jatrech na oxfendazol, ktery se také
pouziva jako anthelmintikum. Je zajimavé, Ze oxfendazol je pfeménovan bakteriemi v zaludku
prezvykavcil zpét na fenbendazol. K vylucovani dochazi hlavné vykaly. U skotu a ovci se 6 dni
po peroralnim podani asi 35 % pozité davky vylou¢i v nezménéné podobé a jen pouze 5 %
metabolizuje. Malé mnozstvi se vylucuje moci, hlavné¢ ve form¢ riznych metabolitt.
Vylucovani u koz je asi dvakrat rychlejsi nez u ovei. U pst, kocek a ptakt je nutné pouzivat
vys$si davku nebo cCastéjsi oSetfeni, aby se dosdhlo poZzadované Ui¢innosti jako u piezvykavcd,
protoZe nemaji stejnou travici soustavu. U psti neni fenbendazol detekovatelny v krevni plazmé
jiz 48 hodin po podani, u ptaki 36 hodin a u kocek po 7 dnech. Na farmakokinetiku ma vliv i
pfijimana strava. U pfezvykavcl se zdmérné€ snizuje mnozstvi krmiva, aby se zpomalil prichod
potravy bachorem a tim padem mé podané 1é€ivo delsi dobu, za kterou se mliZze absorbovat do
krevniho fecisté. Na rozdil od toho u pst a koni podavani fenbendazolu spolu s jidlem zvySuje

jeho biologickou dostupnost [17, 19].

2.4.1.3  Mechanismus ucinku

Mechanismus ucinku je zaloZen na inhibici B-tubulinovych podjednotek, které jsou
nezbytné pii tvorbé mikrotubulii bun€k parazita. Narusenim jejich produkce ma za nésledek i
inhibici tvorby ATP. Po vycCerpani glykogenovych rezerv nemd parazit dostatek energie.
Specifita G€inku zavisi na mnohonasobné vyssi afinité¢ k parazitarnimu typu B-tubulinu. Je

naruSeno i bunécné déleni a vyvoj vajicka Cervil je blokovan, mé tedy ovicidni uc¢inek [1, 12].
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3 Soja lustinatad (Glycine max, GM)

S¢ja, piivodem z jihovychodni Asie, je jedna z nejstarSich kulturnich plodin a jeji
pestovani se brzy rozsitilo 1 po ostatnich kontinentech. V Evropé se zacala péstovat ve vétSim
mnozstvi az ve 20. stoleti. V dneSni dob¢ je nejvétsim svétovym producentem USA, Brazilie,

Argentina a Cina. V Ceské republice se péstuje jen v teplejsich oblastech [21].

Obrdzek 5 Schéma rostliny sdji (https.//farm7.staticflickr.com/6142/5936310867 dea9065a18 b.jpg)

Je charakterizovana jako teplomilna, kratkodenni rostlina, kterd je velmi naro¢na na
vldhu. Avsak Slechténim ve vysSich zemépisnych Sitkach se jeji naroky dafi postupné sniZovat,
a to predevSim jeji ndro¢nost na vladhu, teplo, ale 1 pozadavky na svétlo. Z vysledkti téchto
pokusti jde jasn€ poznat, zZe pocatecni rustové faze so6ji nepotiebuji takové mnozstvi tepla, které
se ocekavalo, a naopak je to s vlahou a dobou svétla. Termin vysevu se pak urcuje podle

nadmoftské vysky oblasti [22].
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Tabulka 1 Biologickd klasifikace sdji (https.//cs.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3ja lu%C5%Al1tinat%C3%A1))

Rise Rostliny (Plantae)

PodriSe Cévnaté rostliny (7racheobionta)
Oddéleni Krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida Vyssi dvoudélozné (Rosopsida)
Rad Bobotvaré (Fabales)

Celed’ Bobovité (Fabaceae)

Rod Soja (Glycine)

Radi se do rodu Glycine, ve kterém se nachazi spolu se s6jou dalsich 9 rodl. Patii mezi
jednoleté rostliny a je to dvoudé€loznd, samosprasna rostlina, pfevdzné péstovana ze semene.
S¢ja dortista maximaln€ do vysky 1,5 metru, ale prevazné jeji vyska dosahuje kolem 1 metru

[23].

Kotenovy systém tvoii hlavni, dolti se zuzujici, kulovity kofen a mohutna sit’ az 3 metry
do hloubky rostoucich postrannich kotent, které svoji délkou ptesahuji i kofen hlavni.
V kofenovém systému se také nachdzi drobné hlizky, jeZ tvoii tzv. hlizkové bakterie rodu

Rhizobium, které na kofenech bobovitych rostlin fixuji vzdusny dusik.

A

Rostlina ma jednoduché primérni listy, sekundéarni jsou prevazné trojcetné, na povrchu
s jemnymi trichomy. Lodyhu ma ketiCkovitou, ¢lenénou a hrubou s kruhovym prifezem,
s trichomy, ktera svoji barvu po dozrani zméni ze zelené na Zlutou. Odridy s tenkou lodyhou
se pouZzivaji spiSe pro krmné ucely. Listy ma trojcetné, sloZzené ze 3-5 listkii. Lusky jsou rovné
nebo lehce zahnuté a doristaji od 2 do 7 cm a na rostlin€ jich mize byt 20 az 40. V kazdém
lusku se nachazi 2 az 4 kulata nebo ovalna semena rizné barvy. Mohou byt Zluta, zelena, Seda,

ale 1 hnédé a Cerna. Kvéty maji uspotadani do hrozni a jsou drobné s fialovym zabarvenim [24].
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Obrdzek 6 Glycine max — plod (https://botany.cz/cs/qlycine-max/)

Soéja lustinata patfi mezi vyznamné plodiny diky jejimu Sirokému vyuziti. Vyuziva se
jako potravina, 1é¢iva rostlina nebo jako krmna a technicka plodina. pfedevsim diky vysokému
podilu proteinti v semenech, ty obsahuji kolem 35 % a geneticky modifikovana sdja az 45 %.
Semena obsahuji kolem 20 % oleje, 15-24 % sacharidi, 5-9 % vody, 3 — 6 % vlakniny, 1,6 %
lecitinu, vitamint (pfedevsim ze skupiny B a E) a z mineralnich latek (vapnik, hot¢ik a Zelezo)

[25].

Aminokyseliny vytvofené ze s6ji se po enzymatickém Stépeni chymu dokaZzi vstiebat o
mnoho 1épe nez ze zivociSnych zdrojt. Tato rostlinna bilkovina je nevice vhodna pro jedince
se snizenou produkci zaludeCnich $tav. Soja ma predevsim velké mnozstvi esencialnich

aminokyselin, v menS$im mnozstvi obsahuje sirné aminokyseliny [26].

Je v8ak nutno podotknout, ze s6ja patii mezi alergeny, které vSak diky zplsobim
zpracovani této plodiny nejsou vyznamné. Odstranit se daji tepelnou upravou nebo fermentact,

diky které se sniZi riziko vzniku alergické reakce az o 99 % [23].
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4 Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)

Principem extrakce z kapaliny do kapaliny je piechazeni rozpusténé latky z jedné
kapalné faze do druhé, které jsou vzéjemné¢ nemisitelné. Pouzivame ji pro separaci urcité latky
z roztoku nebo k precisténi. Pii vhodné zvolenych podminkéach jako jsou spravné zvolena
extrak¢ni ¢inidla, dostate¢na doba tfepani nebo vhodné zvolena teplota reakce, je tato metoda
velice uc¢inna. Zpravidla byva pouzivana jako jedna slozka voda a druha organické rozpoustédlo
s vodou nemisitelné. Jako organické rozpoustédlo se nejcastéji pouziva hexan, chloroform nebo

ethylacetat. [27]

Piivodni roztok s rozpusténou latkou nazyvame rafinat. Rozpoustédlo, do kterého piejde

extrahovand latka se oznacuje jako extrakt [28].

Rovnice pro vypocet rozdélovaciho koeficientu:

Cor
K=—2¢
Cvod
K.... rozdélovaci koeficient

Corg .... koncentrace rozpusténé latky v organické fazi
Cvod ... koncentrace rozpusténé latky ve vodné fazi

Rozdé€lovaci koeficient zavisi na typu rozpoustédel, rozpusSténé latce, teplot, dalSich
latkach pfitomnych v systému a podobné. Pro G€inngjsi separaci je lep$i vytiepavat vicekrat

s men$imi objemy nez v jednom kroku.

Postup LLE mtzeme rozdé¢lit na tfi ¢asti. V prvni se ptipravi rozpoustédla pro extrakei.
Ve druhém kroku probiha vlastni extrakce, pfi které se ustanovi rozdélovaci rovnovéha. A

v poslednim kroku je nutné oddélit chtény extrakt a upravit ho pro dalsi pouZiti [27].
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5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je Siroce rozsifend analyticka metoda
pouzivéana k separaci latek v kapalném prostiedi. Jeji princip zavisi na opakovaném ustanoveni
rovnovahy mezi dvé slozky systému. V kapalinové chromatografii to je kapalnd mobilni faze,
kterd se pohybuje systémem a nepohybliva stacionarni fize umisténa v kolon¢. Analyty rizné
reaguji s obéma fazemi, a proto opousti kolonu v riiznych casech. Kapalinovou chromatografii
muzeme rozdélit podle principu na — rozd€lovaci, adsorpcni, iontové-ménnou a gelovou [29].
Uspotadani fazi mizeme rozd¢lit na normalni (mobilni faze nepolarni, staciondrni polarni) a
v praxi vice vyuzivanou reverzni (obracené uspotradani nez u normalniho uspotadani). Separace
probihé za velmi vysokého tlaku (30-40 MPa), proto musi byt cely systém upraven podle téchto
potieb. Mezi vyhody patii pouziti pouze malého mnozstvi vzorku (ul) a snadna automatizace
systému od automatickych davkovacu, ptes pocitatem fizeny pribéh az po automatické

vyhodnocovani chromatogramu [29, 30].

davkovac vzorku

vysokotlake mikrostfikacka, autosampler

Cerpadlo

smeésovac

F_ »

chromatograficka kolona

vyhodnocovaci systém
datova stanice, PC

A B

zasobniky mobilnich fazi e | detektor
vodna (A) a organicka (B) slozka MF

Obrdzek 7. Obecné schéma instrumentace HLPC systému
(https://is.muni.cz/el/1431/podzim2013/C8102/um/HPLC spec_metody.pdf?lang=cs)
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6 Hmotnostni spektrometrie (MS)

6.1 Historie

Za zakladatele hmotnostni spektrometrie je povazovan Sir Joseph J. Thompson, ktery
vroce 1897 publikoval svoji praci o analyze pozitivné a negativné nabitych Ccastic
v parabolickém hmotnostnim spektrometru. Jeho nové technika umoznila nové vyzkumy
v oblasti chemické analyzy a v roce 1906 za ni ziskal Nobelovu cenu. V nésledujicim stoleti
jich bylo udéleno za vyzkum hmotnostni spektrometrie dalSich Sest [31]. V dalSich desetiletich
se vyzkumy zaobiraly hledanim novych izotopl, jejich zastoupenim a pifesné atomové
hmotnosti, byl pouzit pii vyrobé atomové bomby a nejvice se jeho uplatnéni rozsitilo pii
pouzivani v chemickém primyslu. Prvni komeréné dostupny pfistroj se objevil na trhu v roce
1943. V 60. letech se hmotnostni spektrometrie stala standartnim analytickym nastrojem
v analyze organickych sloucenin a diky tomu vznikaly dal§i zpiisoby ionizace, analyzatorii i

detektort [32].

V dnesni dobé¢ je soucasti rutinnich laboratofi diky vysoké citlivosti, minimalni spotiebé

vzorkid a moznosti kvalitativni 1 kvantitativni analyzy [33].

Za &eskoslovenské zakladatele se povazuji Vladimir Hanus a Vladimir Cermak, kteii jiz
v 50. letech minulého stoleti zacali s konstrukci prvniho hmotnostniho spektrometru
v Ceskoslovensku. Diky vlastnimu spektrometru se jejich vyzkumy mohly zaméfovat na
objasiiovani slozitych struktur pfirodnich latek. Velkym uspéchem byly 1 jejich studie

mechanismu ioniza¢ni fragmentace a presmyku organickych kationtd v plynné fazi [34].

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda zaloZena na vytvofeni iontil ze vzorku
v plynné fazi a jejich rozdilné interakci s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu.
Dochazi k jejich separaci, rozliSeni iontii podle jejich poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a
nasledné kvantifikaci diky poméru relativnich intenzit jednotlivych iontd. Hmotnostni
spektrometr je pfistroj, ktery se sklada ze tfech zakladnich ¢asti, které ho definuji — iontovy

zdroj, hmotnostni analyzator a detektor [33].

Hmotnostni spektrometrie je stale vice rozsifena diky mensi robustnosti a ziskani mnoha
dat. Je vhodna pro identifikaci a kvantifikaci organickych sloucenin a méfeni zastoupeni
izotopti. Diky ni je umoZnén rozvoj omickych véd jako je metabolomika, proteomika nebo
lipidomika, které umoziuji hlubsi vyzkum. V soucasnosti je Siroce vyuzivana ve sledovani

kvality v potravinaisti, farmaceutickém primyslu, zemédé€lstvi nebo v Iékatfstvi pfii
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monitorovani terapeutickych hladin 1€ka, toxikologii nebo testovani novorozenct na dédicné

metabolické poruchy [35].

vstup vzorku vakuum
N
lontovy zdroj hmotnostni | detektor [H vyhodnovaci
analyzator zafizeni

Obrdzek 8. Obecné schéma hmotnostniho spektrometru

6.2 lontovy zdroj
Iontovy zdroj slouzi k ptfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité ¢astice nebo jejich
fragmenty. Dé&lime je na tvrdé a mé&kké ionizacni techniky. U méné stabilnich slou€enin nebo

pii pouziti tvrdych ioniza¢nich technik vznikaji fragmenty ionizovanych molekul [33].

Protoze je kazda latka z chemického hlediska jind a mtize rizné interagovat, nemtizeme pouzit
na vSechny latky pouze jednu ioniza¢ni techniku. Musime zvazit jeji velikost i polaritu. Mezi
zakladni ionizacni techniky patii elektronova a chemicka ionizace, chemicka ionizace,
fotoionizace pracujici za atmosférického tlaku, ionizace laserem za UCasti matrice a

elektrosprejova ionizace [32].

6.2.1 lonizace elektrosprejem (ESI)

Elektrosprej je nejcastéji pouzivany zpiisob ionizace. Je vyuZivana pfi analyze stfedné
poléarnich az polarnich latek. Patfi mezi nejmek¢i techniky, je velmi Setrnd a netvoii se pii ni
fragmentové ionty. Vzorek je pfiveden z kapalinového chromatografu kapilarou, na kterou je
vloZeno silné napéti. Zaroven na n¢j ptisobi zmlzujici a susici plyn. Kapicky analytu po vystupu
z kapilary maji kladny nebo zaporny naboj a diky neustdlému odpafovani rozpoustédla se

zmenSuji a ndboj na povrchu narista. Pii dosazeni kritické hodnoty dochazi k tzv. Coulombické
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explozi, kdy se vzorek rozpadne na jesSt¢ mensi kapicky. Tento proces se opakuje, dokud

nevzniknou samostatné ionty, které dale putuji do hmotnostniho analyzatoru [31, 33].

6.3 Hmotnostni analyzator

Ionty vzniklé ionizaci putuji do hmotnostniho analyzatoru, kde se rozd¢€li podle jejich
poméru hmotnosti a naboje (m/z). Hmotnostni analyzatory mizeme délit na zakladni, mezi které
patii napt. iontova past, kvadrupol nebo analyzator doby letu, a na hybridni, které jsou slozeny

z n€kolika analyzatort jdoucich po sobé (napf. trojity kvadrupol) [31].

6.3.1 Trojity kvadrupdl (QgQ)

Trojity kvadrupdl je typické usporadani analyzatoru pro kvantitativni analyzu. Diky
vysoké citlivosti, specifité a cenové dostupnosti, je hojné¢ vyuzivany pfi analyze biologickych
matric. Jsou to tfi za sebou spojené kvadrupdly. Prvni slouzi k zachyceni pozadovaného iontu,
druhy jako kolizni cela, kde dochazi k fragmentaci a v poslednim kvadrupdlu jsou

fragmentované ionty analyzovany [32].

28



7 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

o zjistit, zda je Soja lustinatd (Glycine max) schopna pfijimat a dale metabolizovat

fenbendazol,
e detekovat a identifikovat metabolity I. a II. faze biotransformace,
e porovnat rozdily metabolismu fenbendazolu v riznych ¢asti rostliny,

e navrhnout schéma biotransformace.
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Experimentalni ¢ast
8 Pouziti chemikalie a reagencie
e Acetonitril (Sigma Aldrich), LC/MS Cistota
e Amoniak (Sigma Aldrich)
¢ Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich)
e Ethylacetat (Sigma Aldrich), LC/MS Ccistota
e Fenbendazol (Sigma Aldrich)
e Kyselina mravenci (Sigma Aldrich), LC/MS ¢istota
e Mebendazol (Sigma Aldrich)
e Methanol (Sigma Aldrich), LC/MS cistota

e Redestilovana voda
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9 Poutzité pfistroje

Analyticka véaha, Sartorius CP225D

Automatické pipety, Eppendorf Research Plus

Centrifuga, Heraeus Biofuge Stratos

Hmotnostni spektrometr LCMS-8030 Triple quadrupole LC/MS/MS, Shimadzu
Kapalinovy chromatograf UHPLC Nexera, Shimadzu

Kolona Zorbax RRHD Eclipse Plus 95 A C18 150 x 2,1 mm, 1,8 pm, Agilent

Technologies

Koncentrator, Eppendorf Concentrator Plus
Kulickovy homogenizator, FastPrep-24

Systém na ziskavani ultracisté vody Milli-Q RG
Tiepacka, Heidolph Multi Reax

Ultrazvukova lazen, Kraintek
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10 Metodika prace
10.1 Péstovani modelové rostliny

Rostlinné vzorky s6ji (Glycine max) byly pro tento experiment péstovany za
kontrolovanych podminek v Botanickém ustavu Akademie véd Ceské republiky v. v. i. v

Prithonicich. Rostliny byly péstovany z vlastniho semene ve skleniku.

Semena byla ocisténa v 70 % ethanolu po dobu 1 minuty, nasledné¢ 10 minut
sterilizovana v 0,02 % roztoku TWEEN 20 s 1 % chlornanu sodného a tfikrat oplachnuta sterilni
vodou. Semena se nechala kli¢it na agarovém Murashige a Skoog médiu pii 25°C s
fotoperiodou 16 hodin a intenzitou svétla 72 umol fotonu na metr ¢tverecny za sekundu. Celé
rostliny byly kultivovany v boxech za stejnych podminek a pravidelné presazovany kazdé 4

tydny.

Plda byla obohacena roztokem FBZ rozpusténém v DMSO. Pro kontrolni, slepé vzorky
rostlin, byl do piidy pfida pouze DMSO bez analyzovaného anthelmintika. Koncentrace byla
urc¢ena podle ptedchozich experimenti, které byly provedeny na Katedie biochemickych véd,
na 10uM FBZ v DMSO. Sbér probihal v rozmezi jednoho az Sesti tydnti, vzdy po dvou tydnech
a vSechny vzorky vcetn€ kontroly byly pfipraveny ve tfech replikatech. Sklizené rostliny byly
rozd€leny po ¢astech na koteny, listy a lusky se semeny a uloZzeny v mrazicich boxech pii -

80°C.
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Obradzek 9 Pripravené lusky a semena pro homogenizaci

Obrdzek 10 List s6ji (Glycine max) pfipraveny pro analyzu
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10.2 Extrakce

Do mikrozkumavek typu Eppendorf o objemu 2 ml bylo na analytickych vahach
navazeno 50 mg mrazeného, ptipadn¢ 200 mg susené¢ho vzorku nebo vSechna dostupna semena
a lusky. Mikrozkumavka byla doplnéna 1 ml redestilované vody a interni standard (IS)(10 pl
ImM mebendazolu rozpustétného v DMSO). Nasledné¢ probehla homogenizace
v homogenizatoru FastPrep-24 ve dvou cyklech po dobu 40 vtefin. Poté byl obsah
mikrozkumavek pfendan do vétSich 15 ml zkumavek Falcon vhodnych pro centrifugaci a zbyly
obsah mikrozkumavek proplachnut 1,5 ml vody. Ke vzorku bylo ptfiddno 250 ul amoniaku a
7,5 ml ethylacetatu v odvétravané digestofi. Obsah zkumavek byl tiepan na tfepacce po dobu
30 minut. Extrahované vzorky se centrifugovaly pti 10 000rpm pii 25°C po dobu 5 minut.
Supernatant byl zakoncentrovan v koncentratoru pti 30°C do sucha. Vzorek byl nasledné
preveden do mobilni faze. Nakonec byl vzorek prefiltrovan pres PTFE (polytetrafluoroethylen)

filtr s velikosti porti 0,22 um a primérem 2 um a ptipraven pro LC/MS analyzu.
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10.3 UHPLC/MS analyza

Analyza probéhla na ultravysokouc¢inném kapalinovém chromatografu Nexera
s kolonou Zorbax RRHD Eclipse Plus 95 A C18 o rozmérech 150 x 2,1 mm a velikosti ¢astic
1,8um. Byla pouzita teplota kolony 40°C, rychlost prutoku mobilni faze 0,4 ml/min a objem
vstiikovaného vzorku 1 pl. Separace probihala za gradientové eluce, kdy byla jako mobilni faze
pouzita voda (A) a acetonitril (B), obé mobilni faze s ptimési 0,1 % kyseliny mravenci.
Gradientova eluce probihala 11 minut nasledovné: 0 min-15 % faze B, 8 min — 40 % faze B, 10
min — 95 % faze B. Paramenty pro analyzu byly nasledujici: napéti na kapilate 4,5 kV, teplota
termobloku 400°C, teplota kapilary 250°C. Jako susici plyn byl pouzit dusik s pritokem o
rychlosti 12 1/min. Jako kolizni plyn argon a energie kolize 25 eV. Hmotnostni spektra byla
méfena v rozmezi 50-1000 m/z v pozitivnim modu, ktery vykazuje vyssi senzitivitu pro
ptedpokladané metabolity, jez byly identifikovany na zdkladé produktovych a protonovanych
iontd [M + H]". Jejich mnozstvi bylo stanoveno pouzitim mebendazolu (MBZ) jako interniho

standardu pomoci poméru ploch piku MBZ vii¢i jednotlivym metabolitm.
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Vysledky

Biotransformace anthelmintika FBZ byla studovana v sdji lustinaté (Glycine max),
presnéji v extraktech z kofene, listu, lusku a semen. Testované anthelmintikum bylo pfidano do
média v koncentraci 10 uM v DMSO nebo pouze DMSO bez anthelmintika pro kontrolni
vzorek a spolecné s ni kultivovana podle metodiky popsané v kapitole 10.1. Hluboce mrazené
vzorky byly dale extrahovany a nésledné analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS techniky.
Meéfeni bylo provedeno v pozitivnim modu, ktery vykazuje vyssi senzitivitu pro piedpokladané
metabolity, jez byly identifikovany na zdkladé¢ produktovych a protonovanych iontt. Podle nich
bylo mozné zjistit, které reakce biotransformace v rostliné probéhly. Jejich mnozstvi bylo
stanoveno pouzitim MBZ jako interniho standardu pomoci poméru ploch piku MBZ vici

jednotlivym metabolitim.

10.4 Identifikace metabolitd FBZ

Detekce a identifikace metabolitli i parentni latky odhalila, Ze rostlina s6ji (Glycine max)
je schopna absorbovat a metabolizovat toto 1é¢ivo. Produktové ionty, retenéni ¢asy a teoretické
hodnoty m/z v§ech metabolitl a parentni latky, véetné popisu tvorby metabolitd v prvni i druhé
fazi jsou zobrazené v Tabulce 3. Schéma metabolické pfemény FBZ a jeho produkty

v rostlinnych regenerantech je znazornéno na Obrazku 11.

Protonovana molekula parentni latky FBZ byla detekovédna v reten¢nim ¢ase 9,60 min
pii m/z 300 [M+H]". Byl detekovan i jeho typicky produktovy ion o m/z 268, ktery je produktem
neutralni ztraty methanolu (Am/z 32), a jeho dva fragmentové iony s m/z 159 a 131. Druhy

z uvedenych vznikl jako dalsi neutralni ztrata methanolu.

Celkem bylo identifikovano 10 rGznych metabolith FBZ v listu, 9 v kofenu a lusku a

pouze 8 metabolitli v semenech.

Tabulka 2 Zastoupeni metaboliti v rostliné

M1 M 2 M3 |M4 | M5 M 6 M7 [M8 | M9 M 10 | FBZ
koren + + + - + + + + + + +
list + + + + + + + + + + +
lusk + + + - + + + + + + +
semeno | + + + - + + + + + - +
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10.4.1 Metabolity prvni faze biotransformace

Béhem prvni faze biotransformace byly identifikovany metabolity, které prosly
hydrolyzou, oxidaci a hydroxylaci. Hydrolyza byla detekovéana u ¢tyf metabolitti (M1, M4, M6
a M8), S-oxidace u M3, hydroxylace u M6 a oxidace/hydroxylace u péti metaboliti (M1, M2,
M6, M7 a M8). Metabolit M5 jako jediny, u kterého neprobéhla druhd faze biotransformace
byl detekovan v ¢ase 5,18 min s m/z 316 [M+H]".

10.4.2 Metabolity druhé faze biotransformace

Mezi reakce druhé faze biotransformace patii predev§im glykosidace (konjugace
s UDP-hexosou) a acetylace. Charakteristickou neutralni ztratou u glykosidace bylo odstépeni
hexosy (Am/z 162), ktera byla detekovana u vSech metaboliti s glykosidaci (M2, M3, M4 a
M9). Dalsimi detekovanymi metabolity byly M1, M7 a M8, u kterych probéhla konjugace
s acetylglykosidem, s jeho typickou neutrdlni ztratou (Am/z 220), kterému piedchazela
hydrolyza nebo oxidace/hydroxylace. Metabolit M10 vznikl dvojndsobnou N-glykosidaci, ktera

byla detekovéna i u metabolitu M6 s néslednou acetylaci.

10.5 Zastoupeni metabolitd v rdznych ¢astech rostliny

Dalsim cilem prace bylo porovnat zastoupeni metabolitli v riiznych ¢astech rostliny. Pro
porovnani mnozstvi FBZ a jeho metabolitll byla pouZita metoda vnitiniho standardu za pouZiti
mebendazolu (MBZ). Z vysledkl je patrné, Ze v mladSich castech rostliny metaboliti FBZ
ubyva. V listu bylo analyzovano vSech 10 metabolittl, v kofenu a lusku 9 a v semenech pouze
8. VSechny analyzované ¢asti modelové rostliny obsahovaly parentni latku FBZ. V grafech 1
(pro kofen a list) a 2 (pro lusk a semeno) je uvedeno porovnani zastoupeni metabolitu MS,
v grafech 3 (pro koten a list) a 4 (pro lusk a semeno) zastoupeni metabolitu M9. Metabolit M5
je jediny, a tedy i nejvice zastoupeny metabolit prvni faze biotransformace v jednotlivych
castech rostliny, M9 je nejvice zastoupeny metabolit druhy faze biotransformace. V lusku
koncentrace M5 v Case roste. Stejné tak je to u metabolitu M8, jehoZ mnoZzstvi v listu stoupa,
coz mizeme vidét v grafu 3. Metabolit M5 byl nejvice obsazen v kotfenu, nésledné v lusku a
semenech a nejméné ho bylo v listu. N-glykosidovaného FBZ — metabolitu M9 bylo nejvice
v listu. Druhé nejvétsi zastoupeni mél v lusku, nepatrné mmnozstvi obsahoval i kofen a

zanedbatelné mnozstvi ho bylo v semenech. Pii druhém sbéru bylo M5 v kotfenu o polovinu
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mén¢ neZ pii prvnim a poslednim. Opacné se tak stalo s metabolitem M9, kdy byla jeho nejvétsi

koncentrace namétena pii druhém sbéru.
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Pomér plochy pod pikem M9/IS

Pomér plochy pod pikem M9/1S
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Tabulka 3 Ptehled metaboliti FBZ analyzovanych pomoci spojeni UHPLC-MS/MS, tg,

teoretické m/z hodnoty [M+H]" iont(, elementarni sloZeni, produktové ionty

tr Teoretické Elementarni Popis tvorby metaboliti Produktové Zkratka metabolitt
[min | m/z hodnoty slozeni 1. faze 2. faze ionty
] [M+H]* [M+H]", m/z
iontu
3.24 478.1278 C21H23N308S 2*0, hydrolyza glykosidace, 258, 133 Ml
O-acetylace
3.74 478.1278 C21H23N30sS O N-glykosidace 316, 284, 191 M2
4.55 494.1227 C21H23N3098 2*S-oxidace N-glykosidace 332,300 M3
4.99 404.1274 Ci9H21N305S hydrolyza N-glykosidace - M4
5.18 316.075 CisHisN3O3S hydroxylace - 266, 207, 191, M5
175, 159, 131
5.53 624.1842 C27H33N30128 0, hydrolyza 2*glykosidace, 462, 368, 242 M6
O-acetylace
5.75 520.1384 C23H25N3090S (0] N-glykosidace, 316,299, 284, M7
O-acetylace 207, 191, 159
6.10 462.1329 C21H23N307S O, hydrolyza Glykosidace, 320, 242 M8
O-acetylace
6.56 462.1329 C21H23N3078 - N-glykosidace 300, 268, 159 M9
7.20 624.1839 C27H33N30128 - 2*glykosidace 300, 268 M10
9.60 300.0801 CisHisN3028 - - 268, 159, 131 FBZ
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Obrdzek 11 Schéma metaboliti FBZ v séje (Glycine max)



10.6 Kvantifikace FBZ

Pro kvantifikaci fenbendazolu a jeho metaboliti byla pouzita metoda vnitiniho
standardu. K rGstovému médiu byla pfiddna suspenze 10 pM mebendazolu v DMSO.
Jednotlivé plochy pod piky metaboliti byly porovnavany s plochou pod pikem MBZ a ¢im

uréena jejich relativni kvantifikace.
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11 Diskuze

So6ja lustinatd je jednou z nejCastéji péstovanych obilnin a plni tedy velkou roli
v biotransformacnich studiich. Studovéany jsou biotransformacni reakce a vysledné metabolity
raznych lé¢iv. Tato rostlina byla naptiklad pouzita k pokustim o piecisténi kontaminované ptidy
od antibiotik (oxytetracyklinu a norfloxacinu) u krevetovych farem v Thajsku. Tamni
zneCisténd pida meéla 1 zvySenou slanost, a z této pfiiny jeji znovu vyziti mize byt
problematické. Proto se pro tento experiment vytvorila dvé prostredi. Prvni bylo s antibiotiky a
s vysokym stupném slanosti a druh¢ s pfidavkem antibiotik v deionizované vodé. Kli¢ivost s6ji
byla mirn¢ snizena kviili slanému prostredi, presto i v tomto prostiedi sdja vyrostla a vysledkem
bylo odstranéni az 90 % NaCl z prostfedi. Rostliny nejvic absorbovaly béhem prvnich dvou
dnt, potom doslo k vadnuti a padani listli. Samotné rostliny se dokédzaly zotavit po 10 dnech.
V deionizované vod¢ sdja rostla pomaleji, ale byla také schopna absorbovat antibiotika.
Z vysledkt analyzy bylo patrné, Ze maximalni hladiny antibiotik v rostlinach byly po dvou
dnech a poté zacaly postupné klesat, coz dokazuje schopnost rostlin biotransformovat

oxytetracyklin a norfloxacin. Jsou tedy vhodné i pro tento zptlisob fytoremediace [36].

Mezi nejvice naduzivana 1é¢iva patii nesteroidni antiflogistika (NSAID), ktera jsou
organismy vyloucena a hromadéna v odpadnich vodach. Cortés et al provedl sklenikovy pokus,
kdy se do ptdy, ve které se péstovaly rostliny sdji a pSenice, pfidaval kal posbirany ze vstupu
Cisticek odpadnich vod. V tomto kalu byla vyhodnocena ¢tyfi NSAID — naproxen, ketoprofen,
diklofenak a ibuprofen. Rostliny byly sklizeny po 60 a 110 dnech a prob¢hla analyza zbylého
kalu v piidé€ a samotnych rostlin. Vysledky ukézaly, Ze v kalu se po experimentu nachéazi pouze
diklofenak a ibuprofen v nizkych koncentracich. Zadny z NSAID nebyl v plodinach detekovén,

coz naznacuje Uplnou biotransformaci absorbovanych 1é€iv [37].

V poslednich letech se jako nejvice pouzivana anthelmintika pouzivaji ta
benzimidazolova, mezi néz patii i fenbendazol. Pouzivaji se pti ndkaze parazitickymi helminty,
ale 1 jako preventivni profylaxe. Pfirozené se tedy pies cilova zvifata dostavaji trusem nebo
moci i do zZivotniho prostiedi. Je tedy ¢im dal vic zfejmé, Ze je nutné hledat zptsoby, jak tyto
xenobiotika mizeme efektivné dostavat ze znecisténého prostiedi, protoze se jejich koncentrace

v Zivotnim prostiedi stale zvySuje [38].

Benzimidazolova anthelmintika byla nalezena v odpadnich a povrchovych vodach
v koncentracich kolem 1 ng/l, proto jsou tyto hodnoty kontrolovany kolem farmaceutickych

tovaren. ProtoZe mechanismus u¢inku plisobi nespecificky na mikrotubuly, musime hodnotit
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jejich mozny uc¢inek na vodni floru a faunu, kterd je nejvice ovliviiovdna odpadnimi a
povrchovymi vodami. Naptiklad v roce 2014 byl proveden experiment, ve kterém se studoval
vliv FLU a FBZ na ¢tyfi vodni organismy. Byly pouzity moiské bakterie Vibrio fischeri, zelené
rasy Scenedesmus vacuolatus, zabinec Lemna minor a perloocky (Daphnia magna). Vysledek
ukazal, Ze nejcitlivéjSim organismem byla perloocka. Tyto organismy v ekosystému muze

ovlivnit i mnozstvi v rozmezi ng/l az pg/l FBZ a FLU [39].

U klasického pouzivani anthelmintik, kdy zvifata ziji ve volné ptirod¢ nebo se jejich
trus pouziva k hnojeni poli, se tyto xenobiotika nebo jejich metabolity dostavaji do poli a luk a
muzou tak negativné ovliviiovat bézné rostouci floru na daném misté. M¢li bychom se tedy
zajimat i o to, jak xenobiotika na rostliny pisobi nebo jestli maji naopak pozitivni vliv na zivotni
prostiedi a dokazi je odbourat nebo naopak ne a skrze né¢ mohou dale vstupovat do potravniho

fetézce.

Pti porovnani detekovanych metaboliti FBZ v soje a experimentem provedenym v roce
2016, kdy se hodnotil vliv FBZ, FLU a ABZ v buné¢nych suspenzich, pouze s rostlinou zvonku
okrouhlolistého (Campanula rotundifolia, CR), jsme dosli k zavéru, ze GM biotransformuje
FBZ na stejné metabolity jako CR. U predchoziho experimentu bylo analyzovano 29
metabolitli, vétSina z nich jako izomery, které z MS spekter nemiiZeme rozliSit pomoci

fragmentacnich iont [40, 41].

V porovnani s dalsi studii na rostlinnych regenerantech jitrocele kopinatého (Plantago
lanceolata, PL), ktery byl péstovén a analyzovan za stejnych podminek jako GM bylo u rostliny
PL vyhodnoceno metabolitti 22. U GM byl nalezen navic jeden metabolit, ktery mél o jednu
glykosidickou skupinu navic. To ale miize byt zptisobené vysokou nestabilitou glykosidickych

skupin, které se snadno rozkladaji zpét na predesly metabolit [42, 43].

Z tohoto experimentu a dvou ptedchozich, které studovaly biotransformaci FBZ
v riznych casto vyskytujicich se nebo pouZivanych rostlindch v nasi pfirod¢, je jisté, Ze
piestoZe tyto rostliny umi ¢astecné metabolizovat tuto patentni latku, je nadale obsahovana 1
v jejich semenech. Rostliny s6ji se nejvice vyuzivaji pro krmeni dobytka a se semeny s6ji se
muzeme potkat v riznych formach ndhrazek masa, proto je velice pravdépodobné, Ze i my se
svoji potravou, at’ rostlinnou ¢i zivo€iSnou, miZzeme piijimat mald mnozstvi tohoto 1éCiva.
Jinymi slovy je jisté, Ze se teorie experimentu potvrdila a FBZ vstupuje do potravniho fetézce.
Nicméné pro piesnéjsi vysledky je nutné ve studii pokracovat a rozsifit ji na ptirozené prostiedi.

Tedy chovat zvitata 1écena FBZ jejichz trus bude dal pouzit k hnojeni rostlin.
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12 Zaver
Pro experiment byly za stanovenych podminek vypéstovany rostliny soji (Glycine max),

které¢ slouzily jako modelovy organismus pro sledovani biotransformace vybraného

anthelmintika — FBZ.

Z vysledkl analyzy bylo zjisténo, Ze soja byla schopna anthelmintikum absorbovat a
dale metabolizovat. Pomoci analyzy za pouziti UHPLC/MS techniky bylo zaznamenéno a

vyhodnoceno, Ze GM byla schopna biotransformovat FBZ na 10 metabolitt.

Po zjisténi chemické struktury metabolitli bylo navrhnuto schéma biotransformace,
znéhoz bylo mozné posoudit, i které biotransformaéni reakce jednotlivé metabolity
podstoupily a urcit, kterych fazi se ucCastnily. Detekovanymi reakcemi prvni faze byla
hydrolyza, oxidace a hydroxylace. Pfi druhé f4zi biotransformace dochazelo ke glykosidaci a

acetylaci.

Dale byly hodnoceny rozdily v zastoupeni jednotlivych metaboliti u kotene, listu, lusku

a semen s0ji.

Cile této diplomové prace byly potvrzeny, piesto je vSak vhodné tento experiment

rozsifit a vlozit ho do skuteéné situace.
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13 Seznam zkratek
ABZ — albendazol

CR — Campanula rotundifolia

CYP — cytochrom P450

DMSO — dimethylsulfoxid

ESI — elektrospre;j

FBZ — fenbendazol

FLU — flubendazol

GM — Glycine max

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
IS — interni standard

LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny
m/z — pomér hmotnost/naboj

MBZ — mebendazol

MS — hmotnostni spektrometrie
NSAID — nesteroidni antiflogistikum
PL — Plantago lanceolata

PTFE — polytetrafluorethylen

QqQ — trojity kvadrupol

tr — retencni ¢as
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