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Nazev disertacni prace:

Anthelmintika v rostlinach — pfijem, biotransformace a transkrip¢ni odpovéd’

PouZivani anthelmintik, 1é¢iv proti parazitickym cerviim, je ve veterinarni
medicin€ v dneSni dobé téméi nezbytné. S exkrementy oSetfenych zvitat se vSak mohou
anthelmintika dostavat do Zivotniho prostfedi a tam ovliviiovat necilové organismy.
Nedilnou soucasti Zivotniho prostfedi jsou rostliny, které tyto latky mohou pfijimat,
biotransformovat ¢i akumulovat. Biotransformace anthelmintik mize mit vliv na
kapacitu antioxida¢niho systému, mize zasahovat do endogenniho metabolismu rostlin
nebo biosyntézy polyfenold, pii které rostliny pouzivaji stejné detoxikacni enzymy.

Cilem této disertacni prace je studovat vliv nejbéznéji pouzivanych anthelmintik
albendazolu (ABZ), fenbendazolu (FBZ), flubendazolu (FLU) a ivermektinu (IVM) na
rostliny. Studovat jejich piijem rostlinou, jejich biotransformaci v rostlinach
a transkripéni odpovéd’ rostlinnych bunék na jejich ptitomnost.

Mezi vysledky diserta¢ni prace fadime mimo jiné zjisténi, ze v modelovych
systétmech bunécnych suspenzi a in vitro regenerantli Plantago lanceolata probihaji
stejné typy biotransformacnich reakci, ale spektrum a mnozstvi metaboliti ABZ
detekovanych v bunéénych suspenzich je niz8i. Jitrocel kopinaty je tedy schopny
pfijmout, transportovat a metabolizovat ABZ. In vitro regeneranty Plantago lanceolata
jsou schopné pfijimat také FLU a FBZ, translokovat je z kotene do listli a transformovat
do rtiznych metabolitli, nejcastéji glykosidii. Sledovana anthelmintika vyznamné zvysuji
koncentraci stresového markeru prolinu a také vyznamné snizuji aktivitu enzymu

superoxiddismutazy.



V Arabidopsis  thaliana stresovanych FBZ bylo vkofenech a listech
identifikovano 12 riznych metabolitl, ptfevazné produktl hydroxylace, S-oxidace
a glykosylace. FBZ také vyznamné ovlivnil expresi gent i proteinil rostlin Arabidopsis
thaliana. N&které z proteinl jsou zapojeny do riznych biologickych procest (transport
elektronii, drahy generovani energie, signalni transdukce, transport) a v reakci na stres
(napt. cytochromy P450, UDP-glykosyltransferazy, superoxiddismutiza, kataldza).
Rostliny Arabidopsis thaliana jsou schopné kofenovym systémem piijmout
1 makrocyklicky lakton IVM a translokovat ho do svych nadzemnich ¢asti. Piestoze
byla v listech nalezena zvySena exprese gent antioxidac¢nich enzymu, IVM nezpiisobil
zmeény v aktivité téchto enzymil.

Tato prace prispéla ke komplexnéjSimu pohledu na rizika vyskytu anthelmintik

v zivotnim prostredi.
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The use of anthelmintics, drugs against parasitic worms, is almost necessary in
veterinary medicine today. However, anthelmintics may enter the environment with the
excrements of treated animals, and influence non-target organisms there. Plants which
can receive, biotransform or accumulate these substances, are an integral part of the
environment. Biotransformation of anthelmintics may affect the capacity of the
antioxidant system, interfere with endogenous plant metabolism or polyphenol
biosynthesis where plants use the same detoxifying enzymes.

The aim of this thesis is to study the influence of the most commonly used
anthelmintics albendazole (ABZ), fenbendazole (FBZ), flubendazole (FLU) and
ivermectin (IVM) on plants. To study their uptake by plants, their biotransformation in
plants and transcriptional response of plant cells to their presence.

The results of the dissertation include the finding that model systems of cell
suspensions and in vitro regenerants of Plantago lanceolata catalyze the same types of
biotransformation reactions, but the spectrum and amount of ABZ metabolites detected
in cell suspensions is lower. Thus, the ribwort plantain is able to uptake, transport and
metabolize ABZ. Plantago lanceolata in vitro regenerants are also able to uptake FLU
and FBZ, translocate them from the root to the leaves and transform them into various

metabolites, most often glycosides. The studied anthelmintics significantly increase the



concentration of the stress marker proline and also significantly reduce the activity of
the antioxidant enzyme superoxide dismutase.

In Arabidopsis thaliana plants stressed by FBZ, 12 different metabolites were
identified in the roots and leaves, predominantly products of hydroxylation, S-oxidation
and glycosylation. FBZ also significantly influenced the expression of genes and
proteins of Arabidopsis thaliana plants. Some of the proteins are involved in various
biological processes (electron transport, energy generation pathways, signal
transduction, transport) and in response to stress (eg cytochromes P450, UDP-
glycosyltransferases, superoxide dismutase, catalase). Arabidopsis thaliana plants are
able to uptake the macrocyclic lactone IVM through the root system and translocate it to
their above-ground parts. Although IVM did not induce changes in the activity of
antioxidant enzymes in Arabidopsis thaliana rosettes, the expression of their genes was
significantly affected.

This work contributed to a more comprehensive view of the risks of anthelmintics

in the environment.
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Uvod

V soucasné dobé¢ jsou nedilnou soucésti chovu zvifat a ochranou jejich zdravi
i 1éky. Anthelmintika jsou ve veterinarni mediciné hodné€ vyuzivana k terapii a profylaxi
infekénich onemocnéni zplsobenych parazitickymi cervy — helminty. Pro lécené
organismy jsou nepochybné¢ prospéSna, ale mulzou zpusobovat problémy
v ekosystémech, kam se dostavaji rliznymi cestami — pifimo moc¢i a exkrementy
1é¢enych hospodarskych zvitat nebo neptimo prosakovanim z kontaminovaného hnoje
do povrchovych a podzemnich vod. V Zivotnim prostfedi se z divodu rostouciho pouziti
neustale zvysuje mnozstvi 1é¢iv obecné€, nejen anthelmintik a jejich metaboliti. Proto
pro zivotni prostfedi predstavuji veliké riziko. O koncentraci anthelmintik v Zivotnim
prostiedi stale nemame dostate¢né informace. Jednotlivé léky a jejich metabolity
nepusobi v prostfedi samostatné, ale jako chemicky koktejl, v komplexu s dal$imi
kontaminanty. Maji tak veliky vliv nejen na vodu a piidu, ale 1 na necilové organismy
(bezobratlé, vodni zivoc€ichy) (Bartikova et al., 2016). Mohou mit nezadouci az Skodlivé
ucinky na organismy, které vyuzivaji stolici nebo s ni ptichdzeji do kontaktu (McKellar,
1997). Mezi tyto ,,necilové organismy* mizeme zaradit i rostliny, protoze jsou nedilnou
soucasti zivotniho prostfedi. Dostate¢né informace o metabolismu a u€inku anthelmintik
v rostlinach stéle chybi.

Znalost osudu anthelmintik a jejich vlivu na rostliny je nezbytnd pro jejich
bezpecné pouziti ve vztahu k zivotnimu prostiedi. Tato prace je soucasti rozsédhlého
projektu, ktery se na nékolika rostlinnych druzich (Plantago lanceolata, Campanula
rotundifolia, Arabidopsis thaliana, Glycine max) snazi ziskat informace
o anthelmintikach v rostlinach, jejich metabolickych pfeménach a tucastnicich se
enzymech. Néplni této disertacni prace je studium metabolismu anthelmintik v jitroceli
kopinatém (Plantago lanceolata) a husenicku (Arabidopsis thaliana), studium vlivu
anthelmintik na metabolismus rostlin na molekularni urovni (aktivita enzymi, zmény
v proteomu) a studium transkripéni odpovedi bunek rostlin na pfitomnost 1€¢iv. Znalosti
metabolickych drah anthelmintik a zac¢astnénych enzymi v rostlinich ndm umoznuyji,
abychom vyhodnotili dopad anthelmintik v prostiedi na rostlinné organismy. Jednotlivé
vysledky projektu ptispivaji ke komplexnéjsSimu pohledu na rizika vyskytu anthelmintik

v ekosystému.
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Teoreticka ¢ast

1.1  Veterinarni léCiva v Zivotnim prostiedi

Veterinarni 1é¢iva se v dne$ni dobé pouZivaji k 1écbé nemoci a ochrané zdravi
zvitat zcela bézné. Do Zivotniho prostiedi se mohou dostat rtiznymi cestami. Nejcastéji
jde o vylucovani 1€k nebo jejich metaboliti v moci a stolici oSetienych zvirat. Lécivo
muze byt vylouceno jako parentni latka, jako bioaktivni metabolit odpovédny za
terapeuticky nebo vedlejsi G€inek, nebo jako neaktivni metabolit, ktery mize byt zpét
pfeménén na lé¢ivo puvodni (Bartikova et al., 2016).

Jiz nékolik studii zkoumalo toxicky efekt 1é¢iv na vodni druhy (fasy,
fytoplankton, ryby) i na ptudni prostfedi (mikroorganismy, hmyz, zizaly) (Wagil et al.,
2015, Baguer et al., 2000). Ale informace o fytotoxicité veterinarnich 1ékt nejsou Zadné
nebo jsou nedostatecné.

Mezi nejpouzivanéj§i farmakologické kategorie veterinarnich 1€¢iv  patii
antibiotika a antiparazitika (Kools et al., 2008).

Antibiotika jsou léciva zabijejici mikroorganismy nebo inhibujici jejich rist ¢i
metabolickou aktivitu biochemickymi u¢inky. Pouzivaji se k ochran¢ zdravi zvifat
velkochovil a k prevenci ekonomickych ztrat. Mnoho antibiotik se ze zazivaciho traktu
zvitat vstiebava Spatné a vétSina podané davky je vyloucena stolici. V hnoji, padé
i povrchovych a podzemnich vodadch se tak vyskytuji [éCiva jen nepatrné
transformovana ¢i dokonce nezménéna. Diky hnojeni kontaminovanym hnojem jsou
antibiotika distribuovana do Zivotniho prostfedi, tam mohou byt zachycena rostlinami
a v rostlinnych tkanich se hromadit (Bartikova et al., 2016). Fytotoxicita veterinarnich
antibiotik z&visi na druhu rostliny 1 typu antibiotické slouceniny. U vétSiny provedenych
experimentll in vitro byla pouzita koncentrace antibiotik nepravdépodobna v pidé
(Jyemba, 2002).

Ne¢kolik  studii  bylo zaméfeno na tetracykliny. Ve sklenikové studii
s chlortetracyklinem bylo prokdzano, Ze kukufice (Zea mays), zelena cibule (Allium
cepa) a zeli (Brassica oleracea var.capitata) pestované v pude oSetiené hnojem,
absorbovalo antibiotikum v hnoji pfitomné. Chlortetracyklin byl také absorbovan

pSenici (Triticum aestivum) péstovanou na pud¢ hnojené tekutym hnojivem od prasat
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lécenych chlortetracyklinem, sulfadiazinem a trimethoprimem (Kumar et al., 2005,
Grote et al., 2007).

Dalsi hodné studovanou skupinou antibiotik jsou sulfonamidy. PSenice (7riticum
aestivum) péstovana na pud¢ hnojené hnojem od medikovanych prasat, obsahovala
sulfadiazin predevSim v kofenech, stopy byly detekovany v listech a stoncich. Pti
pokusech s hydroponickymi kulturami, sulfadiazin zachyceny kofeny pSenice doséhl
Ctyfikrat az pétkrat vySsi koncentrace, nez byla koncentrace stanovena v polnich
experimentech. Vychytavani sulfadiazinu bylo potvrzeno i hydroponickymi kulturami
mrkve (Daucus carrota) a salatu (Valerianella locusta) (Grote et al., 2007).

Antiparazitika obecné délime na ektoparazitika, pro kontrolu vnéjSich parazita,
a endoparazitika, ktera se pouzivaji proti parazitim vnitinim (anthelmintika,
antiprotozoika, antikokcidika).

Ektoparazitika nejsou obecné povazovéana za toxicka pro rostliny (EMA, 2004).
Studie zabyvajici se ufinkem diazinonu, fipronilu a lambdacyhalothrinu neprokazala
toxicitu u ryze (Oryza sativa) (Moore a Kroger, 2010). I pfes rozsahlé pouzivani
antiprotozoik a antikokcidik jsou udaje o jejich dopadu na Zivotni prostfedi vzacné. Jako
autorizované antikokcididlni dopliikové latky, se nejcastéji pouzivaji ionoforova
antibiotika. Jejich roz$ifena aplikace muze podporovat odolnost protozoi, coz vede ke
snizené profylaktické ucinnosti (Olejnik et al., 2013). Pii spravném pouzivani l1éku

halofuginonu nebyly pozorovany zZadné zavazné ptiznaky fytotoxicity (FDA, 1991).

1.2  Anthelmintika

1.2.1 Benzimidazoly - albendazol, fenbendazol, flubendazol

Jde o nejrozsahlejsi skupinu Sirokospektrych —anthelmintik (obr. 1-3).
Mechanismus Uc¢inku spocivd v inhibici B-tubulinovych podjednotek slouzicich pro
tvorbu mikrotubull v bunikach paraziti a tim naruSeni funkénosti celé parazitarni buiiky.

Po peroralnim podéni maji velmi rozdilné vstiebani z gastrointesinalniho traktu.
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Obr. 1. Albendazol, ABZ, systematickym nazvem methyl-[5-(propylsulfanyl)-1H-

benzimidazol-2-yl]karbamat.
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Obr. 2. Fenbendazol, FEN, systematickym nazvem methyl-5-(fenylthio)-2-

benzimidazolkarbamat.
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Obr. 3. Flubendazol, FLU, systematickym ndzvem methyl-N-[6-(4-fluorbenzoyl)-1H-

benzimidazol-2-yl]karbamat.

ABZ se Siroce pouziva nejen ve veterinarni medicing, ale i v mediciné humanni,
proti parazitim intestinalnim i systémovym (Danaher et al., 2006). Podléh4 rychlému
metabolismu v jatrech, kde probihd pieména na sulfoxid a sulfon. FLU a FEN se
pouzivaji ve veterinarni medicin€ proti nematodam, tasemnicim 1 motolicim. Pfedevs§im
u prasat, kufat, kriit a domécich masozravct (Bartikova et al., 2010).

Negativni efekt bezimidazolovych anthelmintik na Zivotni prostfedi i na vodni
organismy byl popsan jiz nékolikrat (Wagil et al., 2015; Bunduschuh et al., 2016).
Nebyl pozorovéan zadny nepiiznivy efekt FLU a FEN na rast Lemna minor (Wagil et al.,
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2015). Benzimidazolova antihelmintika ABZ, FLU a FBZ nebyla shleddna jako toxicka
pro buniky zvonku okrouhlolist¢ho (Campanula rotundifolia). Pti chronické expozici se

toxicky vliv vyloucit neda (Stuchlikova et al., 2016).

1.2.2 Makrocyklické laktony — ivermektin

Jde o semisynteticky derivat avermektinu, makrocyklického laktonu
produkovanému Streptomyces avermitilis. IVM (obr. 4) se pouziva predevSim jako
antinematodum, 1€k proti oblym Cerviim a hlisticim, a jako ektoparazitikum, 1€k proti
¢lenovcim. Plsobi proti vyvojovym i dospélym stadiim. IVM je silné lipofilni, ve vodé
témér nerozpustny, Spatné pronikd hematoencefalickou bariérou (Lumaret et al., 2012).

Mechanismus tuc¢inku zacind vazbou na glutamat-chloridové kandly na
postsynaptickych membranach nervovych a svalovych bunék. To zplisobuje nadmérny
ptisun chloridovych iontil a nasleduje paralyza a smrt parazita.

Ve studiich s avermektiny nebyla pozorovana zadna fytotoxicita (Halley et al.,
1993; Kolodziejska et al., 2013). S exkrementy oSetfenych zvirat se IVM mitize dostat
do pidy, v 62-98% v nezménéné formé (Horvat et al., 2012). Lipidova vrstva na
povrchu listh rostlin poskytuje prostor pro akumulaci IVM (Iglesias et al., 2018).
Vysoké akumulace IVM byla nalezena v kotenech Salvinia biloba (Mesa et al., 2017).

Obr. 4. Ivermektin, 22,23-dihydroavermektin B, a 22,23-dihydroavermektin B,
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1.3 Fytoremediace

Znecisténi pidy a znecisténi pevniny je hlavnim problémem na svété. ZvysSovani
produkce primyslu, zemédélstvi a likvidace odpadu vedly k rozsahlé kontaminaci ptidy
a vody organickymi slouCeninami a tézkymi kovy, coz ma Skodlivé ucinky na
ekosystémy a lidské zdravi (Furini et al. 2015, Sharma, Pathak 2014).

Bioremediace a fytoremediace jsou dvé dulezité techniky, které lze pouzit
k rekultivaci znecisténé piidy a vody. Remediace = ndprava, znamena feSeni problému
a bio-remediace znamena k tomuto feSeni pouzit biologickych organismi.
Fytoremediace pfedstavuje bioremediaci pomoci rostlin. Je to metoda, kterd pouziva
rostliny a souvisejici mikroorganismy rhizosféry k odstranéni, transformaci,
metabolizaci nebo detoxikaci polutantli Zivotniho prostiedi. V soucasné dobé se pouziva
fytoremediace k odstranéni mnoha tiid kontaminanti vcetné¢ ropnych uhlovodik,
chlorovanych rozpoustédel, pesticidi, vybusnin, téZkych kovl a radionuklidi. V mnoha
sanacnich projektech je fytoremediace povazovana za posledni krok po pocatecni
kontaminaci na vysoké urovni (Susarla et al. 2002). Rostliny s fytoremediacnim
potencialem se péstuji v mistech znecisténé pudy. Tyto rostliny jsou schopné stimulovat
biologickou degradaci znecist'ujicich latek v ptidé. Fytoremediace je levny a ekologicky
proces Cisténi zivotniho prostiedi, trva ale n€kolik let (Sharma, Pathak 2014).

Fytoremedia¢ni aplikace lze klasifikovat na zdkladé osudu kontaminantu:
degradace, extrakce, zadrzovani nebo jejich kombinace. Lze je také klasifikovat na
zakladé pfislusnych mechanismi. Tyto mechanismy zahrnuji extrakci kontaminantt
z pudy nebo podzemnich vod; koncentrace kontaminantl v rostlinné tkani; degradace
kontaminant riznymi biotickymi nebo abiotickymi procesy; t€kavost nebo transpirace
tékavych kontaminantii zrostlin do vzduchu; imobilizace kontaminanti v kofenové
z6n¢; kontrola odtoku, eroze a infiltrace vegetativnimi kryty (Sharma, Pathak 2014).
Studium biotransformacnich enzymu je dulezité pro vybér vhodnych gent pro piipadné

zvySeni fytoremediacniho potencialu rostlin pomoci genetickych manipulaci.

1.4 Biotransformace

Rostliny, které jsou v kontaktu s anthelmintiky, mohou byt schopny vychytavat
a transformovat xenobiotika na méné nebo i1 vice toxické slouceniny pulsobenim

specialnich enzymt metabolizujicich 1éky nebo enzymi z endogenniho metabolismu.
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Vzniklé metabolity mohou skladovat ve vakuolach nebo bunéénych sténach.
Anthelmintikum v rostliné miize zpusobit zmény ve funkci / expresi enzymu vedouci ke
zménam ve fyziologii rostlin.

Pro biotransformaci xenobiotik u vyssich rostlin plati podobné principy jako u lidi
a zvitat. Jednotlivé faze odbourdvani, transformace a konjugace, se prakticky nelisi.
Biotransformace anthelmintik a dalSich xenobiotik v rostlindch probiha ve tfech fazich.
Béhem prvni faze biotransformace jsou do struktury xenobiotika zabudovavany
reaktivni a hydrofilni skupiny béhem oxidace, redukce a hydrolyzy. Béhem faze druhé,
xenobiotikum nebo jeho metabolit vznikly v prvni fazi, podléha konjuga¢nim reakcim
s endogennimi slou¢eninami. U rostlin nej¢astéji s glutathionem nebo sacharidy. Béhem
faze treti jsou metabolity nebo konjugaty xenobiotika transportovany do vakuol nebo
bunéénych stén pomoci riznych mechanismi a transportérti (Bartikova et al., 2015,

Halling-Sorensen et al., 2012).

1.4.1 Enzymy metabolizujici xenobiotika

Enzymy metabolizujici xenobiotika, tj. transportni proteiny a biotransformacni
enzymy, maji velky vyznam v obran¢ pifed potencidlné nebezpecnymi latkami.
Biotransformacni enzymy méni chemickou strukturu xenobiotika s cilem omezit jeho
interakci s biomakromolekulami a urychlit jeho eliminaci. Vznikly metabolit je vétSinou
hydrofilngj$i nez parentni latka. Byva také 1épe rozeznatelny pro transportni systémy,
¢imz vétsinou dochazi k urychleni eliminace.

Cytochromy P450 (CYP), hemoproteiny vSudypiitomné v zZivych organismech,
jsou nejdulezitéjsi zacastnéné enzymy I. faze metabolismu xenobiotik. CYP vazi
vzdusny kyslik a katalyzuji Stépeni O-O vazby molekul kysliku a vkladaji jeden atom
kysliku do molekuly substratu, druhy je zabudovan do molekuly vody. Tato reakce se
pouziva pro detoxikaci xenobiotik a také pro biosyntézu mnoha endogennich slouc¢enin
(Hamdane et al., 2008). CYP tvofi jednu z nejvétSich nadrodin rostlinnych proteint.
Byly identifikovany tisice riznych CYP a klasifikovany do né€kolika rodin a podrodin
na zaklad¢ sekvencni homologie gent (Morant et al., 2003; Nelson & Werck-Reichhart,
2011). CYP obvykle katalyzuji monooxygenaci (vCetné¢ hydroxylace, epoxidace,
dealkylace, dekarboxylace a izomerizace) substrati, ale jsou také schopny reagovat jako
peroxiddzy nebo reduktdzy. VSechny tyto reakce jsou nutné pro syntézu rozmanitych
pfirodnich rostlinnych produkti a také hraji velmi dtlezitou roli v metabolismu

xenobiotik (Morant et al., 2003).
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Peroxidazy ptedstavuji dalSi dilezité¢ enzymy Ucastnici se I. faze metabolismu
xenobiotik v rostlinach. Tyto proteiny se Sirokou strukturdlni rozmanitosti, katalyzuji
redoxni reakce mezi peroxidem vodiku a riznymi substraty. Peroxidazy se podileji na
mnoha rostlinnych bunéénych procesech (vyvoj, stresové reakce). Na zéklad€ rozdilt
v primarni struktufe, superrodinu peroxidaz lze rozdélit do tii tfid: I, II a III. Peroxidazy
ttidy I (také znamé jako askorbatperoxidazy) jsou intracelularni enzymy v rostlinach,
bakteriich a kvasinkach. Ttida II jsou pfevazné extraceluldrni fungalni peroxidazy,
zatimco peroxidazy tfidy III se vyskytuji pouze u vysSich rostlin, které jsou definovany
jako sekreéni peroxidazy (Jouili et al.,2011).

Askorbatperoxidazy (ttida I), katalyzujici konverzi H,O, na H,O pomoci
askorbatu jako specifického donoru elektronti, hraji klicovou roli v cyklu askorbat -
glutathion, coZ je hlavni detoxikacni systém peroxidu vodiku v rostlinnych buikéch.
Odlisné izoformy askorbatperoxiddaz jsou pfitomny v riznych subceluldrnich
kompartmentech (chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy, cytosol) a jejich exprese je
regulovana v reakci na stres i béhem vyvoje rostlin. Askorbatperoxidazy se piimo
podileji na ochrané rostlinnych buné€k proti nepfiznivym podminkdm prostiedi, ale
pravdépodobné se neucastni biotransformace xenobiotik. Zajimavé je, ze fungdlni
peroxidazy tidy II jsou schopny oxidovat fadu rGznych organickych znecistujicich
latek (Caverzan et al., 2012; Dabrowska et al., 2007).

Peroxidazy tfidy III jsou bézné peroxidazy vysSich rostlin. Jsou definovany jako
sekrecni peroxidazy (Jouili et al, 2011). Vykazuji schopnost oxidovat mnoho
xenobiotik. Jejich struktura se skladd ze dvou domén s hem-prostetickou skupinou
umisténou ve Stérbin€é mezi nimi (Jansen et al.,, 2004). Peroxidazy tiidy III jsou
glykoproteiny, které katalyzuji oxidace fenolii, aromatickych amind, indol a sulfatd
peroxidem vodiku a pfibuznymi oxidanty. Predpokldda se také, Ze mohou iniciovat
transformaci cizich sloucenin na bunééném povrchu pied jejich vstupem do bunck
(Chasov et al., 2010).

Rostlinny metabolismus vyuziva také fady reduktdz. Aldo-keto reduktizy jsou
pocetnou nadrodinou enzymi metabolizujicich aldehydy a ketony endogenniho, ale
1 exogeniho plvodu. Jejich exprese miize vzrlstat 1 pii abiotickém stresu zpiisobeném
teplotou, suchem nebo osmotickém stresu (Kanayama 2014).

Hydrolazy katalyzuji hydrolyzu xenobiotickych esteri za vzniku latek

s hydrofilnimi  funk¢énimi skupinami. NejcastéjSimi hydroldzami rostlin  jsou
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karboxyesterazy. V genomu husenic¢ku rolniho jsou zastoupeny 460 geny (Skalova

a kol. 2011).

Do II. faze metabolismu xenobiotik fadime konjugacni reakce, kdy dochazi ke
konjugaci xenobiotika s endogenni molekulou a ke zvySeni hydrofility xenobiotika.
U rostlin mohou byt xenobiotika konjugovana se sacharidy, glutathionem, kyselinou
s glutathionem. Reakce jsou zprostfedkovany pifedev§im enzymy, které patii do
nadrodiny glutathion-S-transferdz (GST). Nadrodina GST v rostlindch byla rozdélena
do osmi tfid, z nichz sedm je cytosolickych a jedna mikrosomdlni. GST jsou nezbytné
v rustu a vyvoji rostlin. VétSina GST jsou aktivni jako dimery, vykonavajici razné
katalytické 1 nekatalytické role v detoxikaci xenobiotik, v prevenci oxida¢niho
poskozeni a endogenniho metabolismu. GST katalyzuji ptedevsim nukleofilni konjugaci
redukované formy tripeptidu glutathionu na Sirokou Skalu hydrofobnich, elektrofilnich
a obvykle cytotoxickych substratti (Frova, 2003). Rostlinné GST ptitahovaly pozornost
zejména kviili jejich roli v toleranci vici herbicidim (Oztetik, 2008). Tau-tfidy GST,
specifické pro rostliny, se podileji na metabolismu herbicidd. Nékolik studii ukazalo ze
nejenom herbicidy, ale i1 jind xenobiotika jsou metabolizovana Tau-tfidou GST
v raznych druzich rostlin (Basantani et al., 2011).

UDP-glykosyltransferdzy (UGT) se nachéazeji v celé rostlinné a Zivocisné fisi.
V rostlinach jsou velmi hojné, napt. 96 riiznych gentt UGT bylo identifikovano v Cicer
arietinum (Sharma et al, 2014). UGT zprosttedkovavaji pienos sacharidu
z aktivovanych nukleotidovych cukri na akceptorové molekuly (aglykony) (Ross et al.,
2001). Sav¢i enzymy pouzivaji kyselinu UDP-glukuronovou, rostlinné enzymy obvykle
pouzivaji UDP-glukézu (Meech et al., 2012; Rowland et al., 2013). Rozmanita
eobiotika vcetné rostlinnych hormonli a sekundarnich metabolitd zapojenych do
stresovych a obrannych reakci mohou byt v rostlindch glykosylovdna UGT. Spousta
xenobiotik s riznymi strukturami jsou substraty UGT. Glykosylace reguluje mnoho
vlastnosti aglykonti (biologickd aktivita, rozpustnost, transportni vlastnosti v buiice
a v celé rostling) (L1 et al., 2001; Simon et al., 2014). UGT proto hraji kli¢ovou roli
v metabolismu sekundarnich rostlinnych metabolitti a také v detoxikaci xenobiotik jako
napf. organochloridli z odpadnich vod (San Miguel et al.,, 2013). Benzimidazolova

anthelmintika byla deaktivovana u Phragmites australis tvorbou glukosidii (Podlipna et
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al., 2013). Nékteré UGT mohou deaktivovat urcité mykotoxiny a zvySena exprese
téchto UGT muze zlepsit ochranu rostlin (Ma et al., 2010; Shin et al., 2012).
Sulfotransferazy ptedstavuji proteinovou rodinu, kterd pouziva fosfoadenosin-5-
fosfosulfat jako sulfurylového darce a prenasi sulfitovou skupinu na vhodné
hydroxylové skupiny n¢€kolika tfid substrati. Sulfotransferazy se nachazi v eubakteriich
1 eukaryotech. U savctl se podileji na metabolismu mnoha xenobiotik a eobiotik véetné
steroidnich hormoni a neurotransmiterii. U rostlin se sulfatace Ucastni
intermolekularniho rozpozndvani a signalnich procest a zda se, ze hraji dilezitou roli
v rustu rostlin, vyvoji a adaptaci na stres. Rostlinné substraty pro sulfataci zahrnuji
glukosinolaty, brassinosteroidy, jasmondaty, flavonoidy a kyselinu salicylovou
(Hirschmann et al., 2014; Klein & Papenbrock, 2004; Varin et al.,, 1997). Bylo
identifikovano n¢kolik rostlinnych sulfotransferdz, ale pouze né¢kolik znich bylo
podrobné charakterizovano. Pln¢ sekvenovany genom Arabidopsis thaliana obsahuje
celkem 21 gent, které pravdépodobné koduji proteiny sulfotransferdz (Hirschmann et
al., 2014). Jeden z nich byl charakterizovan jako protein, ktery katalyzuje sulfataci 12-
hydroxyjasmonatu a tim inaktivuje nadbytek kyseliny jasmonové v rostlinach (Klein &

Papenbrock, 2004).

1.4.2 Transport xenobiotik

Mnoho xenobiotik, metaboliti a konjugiti neni schopno projit lipidovou
membranou. Z tohoto divodu musi byt transportovany pomoci specifickych
transportnich proteinti. Tyto proteiny byly rozsahle studovany na bakteriich, kvasinkach
a savCich bunkach diky velkému klinickému vyznamu. V rostlinnych systémech dobie
prostudovany nejsou, ackoli rostlinné genomy obsahuji velké mnozstvi genti kddujicich
domnélé transportéry 1ékt. Transportéry léCiv maji obvykle Siroké substratové
specificity a mohou transportovat strukturaln¢ rozmanité slouceniny. Rostlinné 1ékové
transportéry jsou zapojeny pii transportu celé¢ fady endogennich sloucenin (auxind,
flavonoidd, glutathionovych konjugati a chelatorti kovll) (Conte & Lloyd, 2011). Dvé
proteinové nadrodiny ptepravuji Siroké spektrum organickych latek, jsou to ABC-
transportéry a MATE-transportéry (Nuruzzaman et al., 2014).

ABC (ATP Binding Cassette) transportéry patii k jedné z nejvétSich rodin
proteintl, které jsou zapojeny do detoxika¢nich procesi. Cleny této rodiny jsou velké
glykoproteiny slozené ze dvou transmembranovych domén a dvou domén vézajicich

nukleotid. Nadrodina ABC byla rozdélena na né€kolik rodin a podrodin s velmi
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odlisnymi funkcemi. Arabidopsis thaliana obsahuje vice nez sto ABC transportéri
ucastnicich se metabolismu xenobiotik, biosyntézy chlorofylu, tvorby Fe / S klastra,
stomatalnich pohybt, ristu rostlin a vyvojovych procesti (Martinoia et al., 2002).
ProtoZze mnoho ABC transportéri vyznamné reguluje transport a skladovani xenobiotik
a jejich metaboliti v rostlindch, maji velky potencial stat se uziteCnou pomoci strategie
fytoremediace (Conte & Lloyd, 2011).

Transportéry MATE (multidrug and toxin extrusion protein) jsou sekundarni
aktivni transportéry, které =zajiStuji transport substratu, jejich hnaci silou je
elektrochemicky gradient na membrané. Jde o nové charakterizovanou rodinu
transportérii s omezenou znalosti funkci v rostlinach. MATE transportéry se podileji na
detoxikaci kovii a metabolismu fenold jejich vezikularnim skladovanim nebo
vytlaCovanim na plazmatickou membranu. MATE pfedstavuji mechanismy, které
udrzuji homeostazu skrz vylu€ovani metabolickych odpadnich produkti a xenobiotik
(He et al., 2010; Moriyama et al., 2008; Tiwari et al., 2014). Vysledky funk¢ni studie
ukazuji, ze MATE reguluji riist rostlin a vyvoj a také negativné ovlivituji odolnost proti
chorobam (Tiwari et al., 2014). Byly charakterizovany MATE1 a MATE?2 ¢lenové. Pres
jejich vysokou podobnost se oba transportéry 1isi v selektivit¢ substratu (Zhao et al.,

2011).

1.5 Biotransformace veterinarnich 1é¢iv v rostlinach

Ptijem léCiva rostlinou automaticky neznamena zplisob detoxikace IéCiva
v prostiedi. Léc¢ivo muze byt v rostlindch uskladiiovéno. Existuje urcité riziko, ze
zuzitkovavani rostlin obsahujicich 1é¢iva by mohlo ovlivnit bezobratlé nebo jind zvitata.
Pouze biotransformace 1éCiv na netoxické a stabilni metabolity a jejich nasledna
akumulace v rostlinach predstavuji mozné zpisoby detoxikace 1éCiv. Lécivo ¢i jeho
metabolity mohou byt dokonce toxic¢téjsi nez plivodni slouceniny. Nekteré netoxické
lékové konjugaty (napt. glykosidy) jsou nestabilni a snadno podléhaji hydrolyze
pusobenim mikroorganismii nebo v travicim traktu zvirat (Laurent et al., 2007).
Z tohoto diivodu znalost biotransformacnich cest kazdého 1é¢iva v rostlinach a testovani
biologickych aktivit metaboliti 1éCiv je velmi dulezitd. Presto ve skutec¢nosti byla
studovana biotransformace 1é¢iv v rostlinach jen ziidka.

vvvvvv

Ié¢iviim, informace o jejich biotransformaci v rostlindch jsou omezené. Fytotoxicita,

20



absorpce a biotransformace enrofloxacinu byly studovany na kulturdch rostlin Cucumis
sativus, Lactuca sativa, Phaseolus vulgaris a Raphanus sativus. Vysledky ukazaly, ze
rostliny byly schopny metabolizovat enrofloxacin na ciprofloxacin reakci deetylace
(Migliore et al., 2003). Ve sklenikovém experimentu s vrbou (Salix fragilis) a kukufici
(Zea mays) byly rostliny péstovany po dobu 40 dnii v ptidé obohacené sulfonamidovym
antibiotikem  sulfadiazinem. Parentni latka a dva hlavni metabolity,
4-hydroxysulfadiazin a N-acetylsulfadiazin byly akumulované v rostlinnych tkanich
(Michelini et al., 2012).

Fytotoxicita a biotransformace antibiotika chlortetracyklinu byla zkoumana
u fazoli pinto (Phaseolus vulgaris) a kukufice (Zea mays). Pii péstovani
v chlortetracyklinem oSetfené pudé bylo zaznamenano vyznamné zvySeni aktivity
rostlinnych GST a peroxidazy u kukufice, ale ne u pinto fazoli. GST u kukuftice in vitro
katalyzoval konjugaci glutathionu s chlortetracyklinem, ale GST extrahovany z pinto
fazoli tuto reakci katalyzoval neti¢inné Tyto vysledky naznacuji, Ze kukufice je schopna
detoxikovat chlortetracyklin cestou konjugace s glutathionem, zatimco fazole pinto tuto
reakci nekatalyzuje. To miZze vysvétlit pozorovany zakrné€ly rast pinta fazole po 1écbé
antibiotiky (Farkas et al., 2007). GST zprostfedkovand biotransformace miize byt
dalezitym detoxikacnim zplGsobem 1 pro jinad antibiotika (tetracyklin, sulfathiazol
a ampicilin), hlavni 1éky vyskytujici se v odpadnich vodach. Pouzitim ¢istych GST byla
tato antibiotika pfeménéna na glutathionové konjugaty, které jsou netoxické pro
mikroorganismy, které Cisti odpadni vody (Park & Choung, 2007).

Biotransformace dvou veterinarnich antihelmintik (ABZ, FLU) byla studovana
u rakosi (Phragmites australis) in vitro. Bylo identifikovano deset metaboliti ABZ a pét
metaboliti FLU. S-oxidace a N-glukosidace predstavovala hlavni biotransformacni
reakci ABZ. Zatimco prvni krok S-oxidace vede k tvorbé biologicky aktivniho ABZ
sulfoxidu, N-glukosidaci lze povazovat za detoxikaci ABZ (Podlipna et al., 2013).
N-glukosidace a redukce karbonylové skupiny byly hlavni metabolické cesty
biotransformace FLU. Na rozdil od ABZ, biotransformaéni reakce FLU vedly
k deaktivaci parentni latky, vzniklé metabolity jsou pro hlisty mnohem méné toxické
nez FLU (Bartikova et al., 2010). Byl identifikovan jeden atypicky FLU metabolit,
FLU-acetylglukosid. To naznacuje, ze O-acetylace glukosidii xenobiotik mohou byt
v rostlinnych buiikdch relativné béZzné. Acetylglukosid 2,4-dichlorfenolu (organicka

zne€iStujici latka) byl nalezen v bunééné suspenzi tabdku (Nicotiana tabacum) (Laurent
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et al., 2007). Zadné informace o enzymech katalyzujicich O-acetylaci xenobiotik
v rostlinach nejsou k dispozici.

Buiiky zvonku okrouhlolistého (Campanula rotundifolia) transformovaly ABZ na
24, FLU na 18 a FBZ na 29 metaboliti. Hlavnimi reakcemi I. faze biotransformace byly
oxidace, hydroxylace, redukce karbonylu a hydrolyza. Ve fazi II bylo v buitkach zvonku
vytvoieno mnoho riznych konjugati — glukosidi, acetylglukosida a glukosylglukosidi.
Hlavnimi metabolity FLU byly redukovany FLU a N-glukosidy. Hlavnimi metabolity
ABZ byly ABZ sulfon, ABZ sulfoxid a N-glukosid (Stuchlikova et al., 2016). VétSinu
téchto metabolitdl 1ze povazovat za deaktivacni produkty anthelmintik, ale fada zlstava
biologicky aktivni. Navic konjugaty mohou byt snadno rozlozeny zpét na biologicky

aktivni latky, které by mohly negativné ovlivnit ekosystémy.

1.6 Modelové rostliny

Jako modelové rostliny byly vybrany huseni¢ek rolni a jitrocel kopinaty.

Huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana, Brasicaceae) je jednou z nejcastéji
pouzivanych modelovych rostlin v experimentalni botanice. Diky znalosti jejich
genovych funkci a kodovanych proteinti, ndm umoziiuje studium metabolickych
procest v rostlindch obecné (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata, Plantaginaceae) je u nds bézné rostouci
lu¢ni rostlina. Byla vybrana pro jeji snadny kontakt s oSetfovanymi zivocichy, a tedy

moznosti setkat se s anthelmintiky.
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Cile prace

Hlavnim cilem mého doktorského studia bylo sledovani vlivu vybranych
anthelmintik na metabolismus rostlin na molekuldrni rovni a zaroven studium
transkripéni odpovédi rostlinnych bun€k na jejich pfitomnost a vyhodnoceni jejich

fytotoxického ptlisobeni.

Mezi diléi cile pattilo:

Studovat biotransformaci anthelmitik na bunéénych suspenzich a sledovat vliv na tento
modelovy systém.

Ziskané poznatky vyuzit pifi studiu pfijmu, translokace, akumulace a biotransformace
ABZ, FLU a FBZ rostlinami Plantago lanceolata a vyhodnotit jejich fytotoxické
pusobeni.

Studovat biotransformaci FBZ a jeho vliv na transkriptom a proteom Arabidopsis
thaliana.

Studovat biotransformaci IVM a jeho vliv na transkriptom a proteom Arabidopsis
thaliana.

Charakterizovat enzymy ucastnici se biotransformace anthelmintik u Plantago

lanceolata a Arabidopsis thaliana.
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Komentare k publikacim

1.7 Hodnoceni prijmu a deaktivace léciva v rostliné: Osud
albendazolu v bunikkach a regenerantech jitrocele kopinatého

(Plantago laceolata)

Raisova Stuchlikovd, L., Podlipnd, R., Szotdkova, B., Syslova, E., Skalova, L.:
Evaluation of drug uptake and deactivation in plant: Fate of albendazole in ribwort

plantain (Plantago laceolata) cells and regenerants. Ecotoxicology and Environmental

Safety, 2017, vol. 141, s. 37-42.

ABZ je benzimidazolové anthelmintikum Siroce pouZzivané zejména ve veterinarni
medicin€. Spolu s dalSimi léCivy se také anthelmintika stala jednou z nové ttidy
mikropolutanti, které naruSuji Zivotni prostfedi, ale informace o jejich osudu
v rostlinach zlstavaji omezené.

Zamgftili jsme se na studium vychytavani a biotransformace ABZ na rostling
Plantago lanceolata. Jitrocel kopinaty je na loukdch a pastvinach hojné rozSifena
vytrvala rostlina. Muze tedy snadno piijit do kontaktu s exkrementy oSetfovanych
zvirat, a tedy s ABZ nebo jeho metabolity.

Studie probihala na dvou modelovych systémech, in vitro na bunéénych
suspenzich a také in vitro na celych rostlindich péstovanych za sterilnich podminek.
Bunééné suspenze byly inkubovany v médiu s 10 uM ABZ po dobu 1 tydne. In vitro
rostlinné regeneranty byly kultivovany v agarovém médiu s 10 uM ABZ po dobu 1, 3
a 6 tydni a byly zde sledovany ¢asovée zavislé zmény ve vyskytu ABZ a jeho metabolith
v korenech, bazalnich Castech listii a vrcholech listu.

Bunééné suspenze byly vhodné pouze pro kvalitativni hodnoceni metabolismu.
V obou modelovych systémech byly pozorovany stejné typy biotransformacnich reakci
ABZ, ale spektrum a mnozstvi metaboliti ABZ detekovanych v bunéénych suspenzich
a regenerantech se vyznamné liSily. In vitro regeneranty se ukdzaly jako vhodny model
pro kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni pfijmu 1é€iv a metabolismu v rostlinach.

Pomoci UHPLC-MS/MS bylo v jitroceli kopinatém identifikovano 18 metabolitti

ABZ. Vétsina z nich miZe byt povazovdna za deaktivacni produkty metabolismu, ale
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nékteré z metaboliti mohou byt snadno transformovany zpét na biologicky aktivni
slouceninu.

Jitrocel kopinaty je schopny vychytavat a metabolizovat ABZ.
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1.8 Biotransformace flubendazolu a fenbendazolu a jejich

ry we

ucinky na jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata)

Raisova Stuchlikova, L., Skalova, L., Szotdkova, B., Syslova, E., Vokial, 1.,
Vanék, T., Podlipna, R.: Biotransformation of flubendazole and fenbendazole and their
effects in the ribwort plantain (Plantago lanceolata). Ecotoxicology and Environmental

Safety, 2018, vol. 147, s. 681-687.

Cilem naSi dals$i studie bylo identifikovat metabolické drahy dvou Siroce
pouzivanych benzimidazolovych anthelmintik FLU a FBZ na rostlin¢ Plantago
lanceolata. RovnéZz byly studovany ucinky uvedenych anthelmintik a jejich
biotransformacnich produkti na parametry oxidativniho stresu rostlin.

Jako modelovy systém byly pouzity in vitro rostlinné regeneranty a bunécné
kultury. Rostliny byly stresovany 10 uM roztokem anthelmintika po dobu 1, 3 a 6
tydnt.

Jitrocel kopinaty je schopny vychytavat FLU i1 FBZ, pfemistit je z kofene do listl
a transformovat do riznych metabolitl, nejcastéji glykosidi. Bylo identifikovano 11
metabolitd FLU a 22 metaboliti FBZ. VétSina metabolitdt FLU 1 FBZ miize byt zpét
pfeménéna na biologicky aktivni parentni slouceninu.

FLU i1 FBZ vyznamné zvySuji koncentraci stresového markeru prolinu, prestoze
na rostlinach nebyly viditelné znamky stresu. FLU 1 FBZ také vyznamné snizuji aktivitu
enzymu superoxiddismutazy (o 50%). Kromé toho byly vyznamné zménény aktivity
Ctyt dalSich antioxidac¢nich enzymu po expozici FLU nebo FBZ.

Vysledky mohou poukazovat na mozné riziko oxidativniho posSkozeni rostlin
anthelmintiky a na snizeni antioxida¢ni ochrany, zejména pokud jsou v dalSich

stresovych podminkach. FLU i FBZ mohou mit negativni dopad na Zivotni prostiedi.
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1.9 Metabolismus anthelmintika fenbendazolu \%

Arabidopsis thaliana a jeho vliv na transkriptom a proteom

Syslova, E., Landa, P., Raisova Stuchlikova, L., Matouskova, P., Skalova, L.,
Szotakova, B., Navratilova, M., Vanék, T., Podlipna, R.: Metabolism of the
anthelmintic drug fenbendazole in Arabidopsis thaliana and its effect on transcriptome

and proteome. Chemosphere, 2019, vol. 218, 662-669.

FBZ, sirokospektré anthelmintikum pouZivané zejména ve veterindrni medicing,
muze mit vliv na necilové organismy v zivotnim prostiedi. Pfesto jsou informace
o ucincich fenbendazolu na rostliny a Zivotni prostfedi omezené.

Ve studii jsme se zabyvali biotransformaci FBZ, vlivem FBZ i jeho metaboliti na
genovou a proteinovou expresi na modelové rostliné Arabidopsis thaliana. Byly pouzity
hydroponické kultury, které byly vystaveny 5 uM FBZ po dobu 24 a 72 hodin.

Pomoci UHPLC-MS/MS techniky bylo celkem identifikovano 12 rtznych
metabolitl v kofenech a listech, kdy jako hlavni biotransformacni draha byla
identifikovana hydroxylace, S-oxidace a glykosylace.

FBZ vyznamné ovlivnil expresi genu i proteinti rostlin Arabidopsis thaliana.
RNA-microarray analyzou spolu s ovéfenim qPCR bylo zjisténo, Ze expozice FBZ
vedla k vétSim transkripénim zménam v listech nez v kofenech. Bylo up-regulovano
104 a 10 a down-regulovano 64 a 20 transkripth v kofenech po 24 h a 72 h stresu.
V listech byla u 193 a 393 gent transkripce zvysena a u 272 a 403 genti sniZzena po 24 h
a 72 h stresu.

FBZ ovlivnil expresi proteint vice v kotfenech po 24 h a v listech po 72 h stresu.
Proteiny, u kterych byla prokazana zvysend exprese (>2nasobné zmény, p <0,1) jsou
zapojeny do rtznych biologickych procesii (transport elektronti, drahy generovani
energie, signalni transdukce, transport) a v reakci na stres (napi. cytochromy P450,
UDP-glykosyltransferazy, superoxiddismutaza, katalaza). Nékteré z proteind, které byly
po expozici FBZ up-regulovany, se pravdépodobn¢ ucastni biotransformace FBZ (napf.

cytochromy P450, UDP-glukosyltransferazy).
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FBZ vyrazné ovliviiuje mnohé fyziologické i metabolické procesy v rostlinach,
a proto by méla byt omezena kontaminace ekosystémil hnojem obsahujicim toto

anthelmintikum.
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1.10 Biotransformace ivermektinu a dopad na transkripci v

Arabidopsis thaliana

Syslova, E., Landa, P., Navratilova, M., Raisova Stuchlikova, L., Matouskova, P.,
Skalova, L., Szotdkova, B., Van¢k, T., Podlipna, R.: Ivermectin biotransformation and
impact on transcriptome in Arabidopsis thaliana. Chemosphere, 2019, vol. 234, 528-
535.

Makrocyklicky lakton IVM je dnes jedno z nejpouzivanéjSich anthelmintik. IVM
je siln€ lipofilni, ve vod¢ témet nerozpustny a ma vysokou afinitu k organické hmoté¢.
Proto se ptedpoklada jeho akumulace v prostedi. Je vysoce toxicky pro necilové druhy
jako jsou vodni a ptdni bezobratli.

Studie se zabyvala biotransformaci IVM v modelové rostliné Arabidopsis
thaliana a vlivem IVM nebo jeho metaboliti fyziologické procesy Arabidopsis
thaliana. Rostliny byly stresovany 5 uM IVM po dobu 24 a 72 hodin.

Rostliny jsou schopné ptijmout IVM koieny a premistit ho do svych nadzemnich
¢asti. V kotenech bylo pomoci UHPLC-MS/MS techniky identifikovano 6 metaboliti
IVM, v listech pouze parentni latka. Metabolity byly tvofeny pouze hydroxylaci
a demetylaci. Nebyla detekovana zadna konjugacni reakce [IVM.

IVM vyznamné dysreguluje transkripci 236 gena v koienech po 24 h a 114 genti
po 72 h. Vétsi mnozstvi transkriptll bylo dysregulovano v listech, a to 300 gent po 24 h
a 438 genll po 72 h stresu. Piestoze byla nalezena zvySend exprese gend, IVM
nezpusobil zmény v aktivité antioxidacnich enzymt v rozetach Arabidopsis thaliana.

IVM muze negativné ovlivilovat celou fyziologii rostlin, pravdépodobné
poruSenim iontové homeostdzy zplsobené urcitymi ionoforovymi vlastnostmi IVM.
Vyznamné ovliviiyje transkripci gend zodpovédnych za odpovédi na osmoticky stres,
piesoleni, ztratu vody a obranu proti patogenim. NaSe vysledky zdiiraznily negativni

dopad ptitomnosti [IVM v Zivotnim prostredi.
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Zavéry

V disertacni praci jsem se zabyvala nejcastéji pouzivanymi anthelmintiky a jejich
vlivem na metabolismus rostlin na molekuldrni Grovni. Studovala jsem zmény
v proteomu a transkripni odpovédi rostlinnych bunék na piitomnost anthelmintik

a jejich fytotoxicky efekt.
Na zakladé vyty€enych cili mohu dosazené vysledky shrnout takto:

V modelovych systémech bunéénych suspenzi a in vitro regenerantl Plantago
lanceolata byly pozorovany stejné typy biotransformacnich reakci, ale spektrum
a mnozstvi metabolith ABZ detekovanych v bunécnych suspenzich bylo nizsi. V in
vitro regenerantech Plantago lanceolata bylo pomoci UHPLC-MS/MS identifikovano
18 metaboliti ABZ v kotenech 1 v listech. Jitrocel kopinaty je tedy schopny piijmout,
transportovat a metabolizovat ABZ.

In vitro regeneranty Plantago lanceolata jsou schopné piijimat FLU i FBZ, translokovat
je z kotene do listll a transformovat do rliznych metabolitil, nejcastéji glykosidi. Bylo
identifikovano 11 metaboliti FLU a 22 metaboliti FBZ. Ob¢ anthelmintika vyznamné
zvySuji koncentraci stresového markeru prolinu a také vyznamné snizuji aktivitu
enzymu superoxiddismutazy.

V Arabidopsis thaliana stresovanych FBZ bylo v kotfenech a listech identifikovano 12
ruznych metabolitli, pfevazné produktti hydroxylace, S-oxidace a glykosylace. FBZ také
vyznamn¢ ovlivnil expresi gentl i proteint rostlin Arabidopsis thaliana, expresi proteinil
v kotenech vice po 24 h a v listech po 72 h stresu. Nékteré z proteini jsou zapojeny do
ruznych biologickych procesii (transport elektronti, drahy generovani energie, signalni
transdukce, transport) a vreakci na stres (napf. cytochromy P450, UDP-
glykosyltransferazy, superoxiddismutéza, kataléza).

Rostliny Arabidopsis thaliana jsou schopné pfijmout IVM kotfeny a pfemistit ho do
svych nadzemnich ¢asti. V kotfenech bylo identifikovano 6 metabolitd IVM, v listech
pouze parentni latka. ITVM vyznamné dysreguluje transkripci genti v kofenech

1 vlistech. Pfestoze byla v listech nalezena zvySena exprese genl antioxidacnich

enzymu, IVM nezptisobil zmény v aktivité téchto enzymi.
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Charakterizovali jsme zdkladni enzymy ucastnici se biotransformace anthelmintik
u Plantago lanceolata a Arabidopsis thaliana. Mezi né patfi cytochromy P450,

UDP-glukosyltransferazy.

Vysledky prace poukazuji na pfipadné riziko oxidativniho poSkozeni rostlin
anthelmintiky a na snizeni jejich antioxidacni ochrany. Anthelmintika také mohou
negativné ovlivilovat mnohé fyziologické 1 metabolické procesy v rostlindch, to je
vyznamny divod pro omezovani kontaminace ekosystémil nejen hnojem obsahujicim
tato 1éCiva.

Celd prace zdiraziiuje negativni dopad pfitomnosti anthelmintik v Zivotnim

prostiedi.
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ABC
ABZ
CYP
FBZ
FLU
GST
IVM
MATE
UGT

ATP Binding Casette

albendazol

cytochrom P450

fenbendazol

flubendazol

glutathion-S-transferaza

ivermektin

multidrug and toxin extrusion protein

UDP-glykosyltransferaza
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