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ABSTRAKT
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Konzultant: RNDr. Radka Podlipna, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Modulacia expresie a aktivity vybranych detoxikaénych

enzymov rastlin anthelmintikami

Anthelmintické lie¢iva kontaminujuce zivotné prostredie predstavuju rizikovy
faktor pre necielové organizmy zahrnujlce rastliny, ktoré s tymito lie¢ivami prichddzaja
do kontaktu na poliach prostrednictvom hnojenia hnojom od lieCenych zvierat alebo
na pastvinach prostrednictvom exkrementov lieCenych zvierat. Po prijati rastlinou mézu
tieto latky zvySovat produkciu reaktivnych druhov kyslika, s ¢im savisi riziko
oxidacného stresu a poSkodenia rastliny a taktiez mézu ovplyvnit’ antioxidacné enzymy.

Cielom tejto prace bolo sledovat’ vplyv dvoch Siroko vyuzivanych anthelmintik
ivermektinu a fenbendazolu na aktivitu a expresiu vybranych antioxida¢nych enzymov
u Soje fazulovej (Glycine max). Séja bola vypestovana v skleniku a zalievana 10 uM
roztokom vybraného lieCiva. Zmena aktivity a génovej expresie antioxida¢nych enzymov
bola sledovana vo vzorkach z korenov, listov, strukov a semienok.

Vysledky ukazuju, ze obe anthelmintikd sposobili signifikantny pokles aktivity
superoxiddismutazy, askorbatperoxidazy, peroxidazy, glutationperoxidazy
a glutation-S-transferdzy v korenioch rastlin. V struku bola zniZena aktivita
glutationreduktazy a askorbatperoxidazy. Obe lieCiva tiez spdsobili pokles aktivity
askorbatperoxiddzy v semienkach. ZvySend aktivita superoxiddismutdzy, peroxidazy
a glutation-S-transferazy bola namerand v listoch rastlin kultivovanych s fenbendazolom.
Statisticky vyznamné zmeny génovej expresie boli zaznamenané u rastlin kultivovanych
s fenbendzaolom a to narast expresie askorbatperoxiddzy v listoch, zvySend expresia
katalazy v strukoch a znizend expresia superoxiddismutdzy v koreni. U rastlin pod
vplyvom ivermektinu bola zaznamenand zniZend expresia katalazy v liste.

Vysledky ukézali, Ze obidve anthelmintikd pouZité v tejto praci mézu ovplyvnit
aktivitu a expresiu antioxidacnych enzymov, ¢o mdze viest' k oxidacnému poskodeniu

rastliny.
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Anthelmintics represent risk to environment as they may impact non-target
organisms including plants, which come into contact with these pharmaceuticals in fields
by fertilization with dung from treated animals or in pastures by excrements of treated
animals. After uptake, these substances can increase the production of reactive oxygen
species in plants, with the risk of oxidative stress and plant damage, and also affect the
antioxidant enzymes.

The aim of this work was to investigate the effect of two widely used anthelmintics
ivermectin and fenbendazole on the activity and expression of selected antioxidant
enzymes in soybean (Glycine max). Soybean was cultivated in a greenhouse and watered
with a 10 uM solution of the selected drug. The changes of activity and gene expression
of antioxidant enzymes were measured in root, leaf, pod and seed samples.

Results showed that both anthelmintics caused significant decrease of superoxide
dismutase, ascorbate peroxidase, glutathione peroxidase and glutathione S-transferase
activity in roots. Decreased activity of glutathione reductase and ascorbate peroxidase
were also detected in pods. Both anthelmintics caused decrease of ascorbate peroxidase
activity in seeds as well. In addition, activity of superoxide dismutase, peroxidase and
glutathione S-transferase was increased in leaves of plants cultivated with fenbendazol.
Significant changes of gene expression of antioxidant enzymes were observed as well.
Increased expression of ascorbate peroxidase in leaves, increased expression of catalase
in pods and decreased expression of superoxide dismutase in roots was detected in plants
treated with fenbendazol. Decreased expression of catalase was observed in the leaves of
plants treated with ivermectin.

The results showed, that both anthelmintics used in this work have an effect on activity

and expression of antioxidant enzymes, which can lead to oxidative damage of plant.
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1. UVOD

Anthelmintiké st lieCiva, ktoré sa vo veterinarnej medicine vyuzivaji vo velkom
mnozstve k lieCbe a k prevencii ochoreni spésobenych parazitickymi ¢ervami. Jednou
z moznych ciest vstupu tychto lie¢iv do zivotného prostredia a jeho kontaminécii je
prostrednictvom mocu a trusu zvierat lieCenych anthelmintikami, pretoze su to lieCiva,
ktoré st Casto neuplne metabolizované v organizme zvierata a ich fyzikalne vlastnosti
predisponuji ich dlhodobé zotrvavanie v Zivotnom prostredi. Tymto spdsobom
predstavuju potencidlne nebezpeCenstvo pre necielové organizmy (Holden-Dye, 2007;
Klatte et al., 2017). Jednym z tychto neciel'ovych organizmov ovplyviiovanych reziduami
lie€iv su aj rastliny, ktoré st schopné prijimat’ latky z prostredia (Boxall et al., 2006).

Ovplyvnenie aktivity antioxidacnych enzymov rastliny po expozicii anthelmintik
mdze naznacovat moznost’ ur¢itého rizika oxida¢ného poskodenia v rastline.

Tato praca sa zaoberala vplyvom ivermektinu (IVM) a fenbendazolu (FBZ),
lieCivami zo skupiny anthelmintik Siroko pouzivanych v lieCbe infekcii sposobenych
gastrointestinalnymi Cervami, pl'icnych a pecetiovych helmint6z u hydiny, hovidzieho
dobytka, oviec a koni, na aktivitu a expresiu vybranych antioxida¢nych enzymov soje
fazulovej (Glycine max), beznej plodiny pestovanej na poliach hnojenych mastalnym

hnojom liecenych zvierat.



2. TEORETICKA CAST

2.1. ANTHELMINTIKA

Anthelmintikd st lie¢iva vécSinou syntetického povodu, vyuzivané k terapii
helmint6z. Helmint6zy st infekéné ochorenia sposobené ervami alebo ich infekénymi
Stadiami. Tieto Cervy su charakteristické plochym alebo oblym pretiahnutym telom
arozdelujt sa na 2 kmene: kmen hlistovcov (Nematoda) akmen ploskavcov
(Plathelminthes), ktory sa d’alej deli na dve triedy: pasomnice (Cestoda) a motolice
(Trematoda) (Duchéacek & Lamka, 2008).

Hlisty byvaja v tele infikovaného zvierata lokalizované v traviacom trakte alebo
pltcach, pasomnice v dospelom S$tadiu sa nachadzaju vyhradne v ¢reve. Motolice
v definitivnom hostitel'ovi napadaji gastrointestinalny trakt, predzaladok, pecen alebo
pohlavné orgdny, vynimkou st schistozomy nachadzajuce sa vyhradne v krvi (Smyth &
Halton, 2018)

Vztah Cerva a hostitela je paraziticky, helmintézy sa negativne prejavuja
na zvieratdch priamymi aj nepriamymi stratami v ich uzitkovosti — chovatel'skej,
produk¢nej aj reprodukénej (Duchacek & Lamka, 2008). Ddélezitost’ eliminécie infekcie
tymito Cervami vzhI'adom na moznost’ napadnutia a nasledne znizenia produkcie a poctu
pol'nohospodarskeho chovu atiez zo socidlne-ekonomického hladiska prispieva
ku zvySujlicej sa spotrebe anthelmintik, ktoré su vo velkych mnozstvach pouzivané
farmakoterapeuticky aj farmakoprofylakticky (Holden-Dye, 2007).

Podl'a Uc¢innosti lieCiv proti parazitom z jednotlivych tried ¢ervov rozliSujeme
antinematoda, antitrematoda a anticestoda. Mnohé anthelmintika v§ak m6zu mat’ i¢inok
st¢asne proti viacerym triedam cervov. Zastupcovia anthelmintik moéZzu posobit’ proti
dospelym §tddidm alebo vyvojovym S§tddidm helmintov, niektoré moézu pdsobit

aj ovocidne na vajicka helmintov (Duchacek & Lamka, 2014).
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2.1.1. MAKROCYKLICKE LAKTONY

Makrocyklické laktony su latky biosyntetického pdvodu s antinematddnou
a antiektoparazitdrnou ucinnostou. Rozdeluji sa na avermektiny a milbemyciny.
Zastupcovia makrocyklickych laktonov zahfiiajd IVM, moxidektin, milbemycin,
doramektin, selamektin, abamektin a eprinomectin. NajcastejSie pouzivanymi
zli¢eninami tejto skupiny st abamektin a IVM. Chemicka Struktura avermektinov tizko
stuvisi so 16-Clennymi makrocyklickymi laktonmi, avSak avermektiny nemaju ani
antibakteridlny, ani antimykoticky u¢inok (Bai & Ogbourne, 2016).

Mechanizmus ucinku je zalozeny na ovplyvneni neurotransmisie na nervovych
vlaknach parazita. ViaZzu sa na glutamatové chloridové kanaly, ktoré st pritomné len
u nematdd a hmyzu, ¢im spdsobuji zvySent permeabilitu a hyperpolarizdciu nervovej
bunky (Crump & Omura, 2011; Fox, 2006). V pritomnosti tychto latok zostiva
chloridovy kanal otvoreny, ¢o vedie k blokovaniu signalu medzi neuré6nom a svalom.
Exponované parazity su nasledne paralyzované, o vedie k nekoordinovanému pohybu,
hladovaniu a nakoniec smrti (Bai & Ogbourne, 2016).

IVM je historicky prvym lieCivom zo skupiny avermektinov a stile jedno
z najvyznamnejSich lie¢iv  z makrocyklickych laktonov aj veterinarnych lieCiv
vSeobecne. IVM je fermentaény produkt mikroorganizmu Streptomyces avermitilis
(Holden-Dye & Walker, 2014). Jeho chemicka Struktara je uvedena na Obr. 1. Je aktivny
voc¢i viacerym nematodam v rdéznych zivotnych cykloch. Pouziva sa pri lieCbe viacerych
endoparazitickych aj ektoparazitickych infekcii, vratane napriklad hemonchézy,

toxokar6zy, onchocerkozy, svrabu, pedikuldzy a inych (Fox, 2006).

OCHa
HO. OCHs
0.
HaC” ~O Y CHa _CH3z
HsC” 0 Ho“ CHa
HaC” v

ivermektin B1a R= CH,CHj;
ivermektin B1p R= CHj3

CHa

H
OH

OBRAZOK 1 STRUKTURA IVERMEKTINU NAKRESLENA POMOCOU CHEMDRAW
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Velké percento IVM (az 98 %) je vylucované v nemetabolizovanej forme
prostrednictvom vykalov lieCenych zvierat, bez ohl'adu na spdsob podania (Beynon,
2012). Predpoklady pre jeho akumuléciu v prostredi spoc¢ivaju v jeho hydrofébnej povahe
a vysokej afinite k organickej hmote. Je vysoko toxicky pre neciel'ové druhy ako si vodné
bezstavovce a pddne bezstavovee (Prasse et al., 2009). Siroké spektrum ué¢innosti IVM
proti endoparazitom aj ektoparazitom zvySuje jeho potencidl vplyvu na necielové
organizmy (Beynon, 2012). Medzi neciel'ové druhy patria aj rastliny, preto je IVM jeden

7o sledovanych lie€iv v rastlinach.

2.1.2. BENZIMIDAZOLY

K benzimizadolom vyuzivanym vo veterinarnej praxi patri: FBZ, albendazol,
flubendazol (FLU), mebendazol, tiabendazol, triklabendazol a oxibendazol. Vo forme
prelieCiva sa pouziva febantel, ktory sa po aplikacii in vivo metabolizuje
na vlastni ucinnu latku FBZ (Duchacek & Lamka, 2008). Hlavny spdsob exkrécie
(mocom alebo trusom) zavisi od Specifickej zlic¢eniny (Floate et al., 2005)

Mechanizmus uc¢inku je zalozeny na inhibicii syntézy [-tubulinovych
subjednotiek, ktoré su potrebné pre tvorbu mikrotubulov v bunkéch parazitov. Inhibicia
syntézy tubulinu spdsobi inhibiciu energetického metabolizmu parazitujuceho Cerva
a narusuje tak transport a metabolizmus glukdézy. Dosledkom tohto rozvratu je
energetické vyCerpanie, strata pohyblivosti ¢erva a jeho postupné odumretie. Afinita
lieciv k parazitarnemu B-tubulinu je mnohondsobne vyssia ako k B-tubulinu hostitela, ¢o
umoznuje bezpecne davkovanie bez vedlajSich prejavov na oSetrovanych zvieratach. Pri
niektorych zastupcoch tejto skupiny je kontraindikované podanie laktujucim
prezavavcom s produkciou urcenou pre l'udskid konzuméciu a podanie kofiom chovanych
pre konzumaciu mésa (Duchacek & Lamka, 2014; Lacey, 1990).

FBZ je liecivo, Siroko pouzivané vo veterindrnej medicine na lieCbu systémovych
aj ¢revnych infekcii spdsobenych Cervami. PouZziva sa pri terapii infekcii sposobenych
Skrkavkami, plicnymi ¢ervami a pasomnicami (Floate et al., 2005). Jeho chemicka

Struktura je uvedend na Obrazku 2.
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OBRAZOK 2 STRUKTURA FENBENDAZOLU NAKRESLENA POMOCOU PROGRAMU
CHEMDRAW

V nedavnej dobe sa pouzivanie tychto lie¢iv zvySilo, o viedlo ku vysSej
kontamindcii Zivotného prostredia a moZnym negativnym efektom na organizmy (Wagil
et al., 2015). FBZ je podobne ako IVM vylu¢ovany najmai trusom, z mensej ¢asti mocom
a mlieckom (McKELLAR & SCOTT, 1990).

FBZ je vzhladom na jeho spotrebu a potenciondlny ekologicky dopad dalSim

lie¢ivom, ktorého vplyv na antioxida¢né enzymy rastliny som sledovala.
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2.2. OXIDACNE POSKODENIE BUNKY

2.2.1. OXIDACNY STRES

Dovody sposobujice oxidac¢ny stres zahfnaju najma:
L nerovnovahu medzi generaciou reaktivnych druhov kyslika (ROS)
a detoxikaciou v dosledku naruSenia "normalnej" fyziologie buniek
IL biosyntézu ROS de novo ako sucCast’ stresovej signalizacie a imunitnej

odpovede potrebnej na obranu a adaptaciu (Demidchik, 2015)

VonkajsSie podmienky, ktoré nepriaznivo ovplyviuji rastliny, mozu byt biotické
(sposobené inymi organizmami) alebo abiotické, ktoré vyplyvaji z prebytku alebo
deficitu vo fyzickom alebo chemickom prostredi (Apel & Hirt, 2004). Prikladom
abiotickych stresorov je sucho, salinita, podméacanie, extrémne teploty, radiacia,
nedostatok alebo nadbytok mineralov. Biotické stresory st stresory, ktoré sa vyskytuju
ako dosledok poskodenia rastlin inymi zivymi organizmami, ako su baktérie, virusy,
huby, parazity, prospesny a Skodlivy hmyz, burina (Saed-Moucheshi et al., 2014).
Napriek tomu, Ze reakcie rastlin na rozne nepriaznivé environmentalne faktory mézu
vykazovat' urc¢ité spolo¢né vlastnosti, zvySenie koncentracii ROS vyvolané bud
biotickym alebo abiotickym stresom je vSeobecne priradené réznym mechanizmom (Apel
& Hirt, 2004).

Rastliny odpovedaji na rdzne biotické aj nebiotické stresové faktory produkciou
vel'kého mnozZstva ROS. Tieto podmienky vytvaraju oxidacny stres, ktory ovplyviiuje
a znizuje funkciu rastlinnych buniek, inhibuje rast a rozvijanie rastliny, v najhorSom
pripade mdze spdsobit’ thyn rastliny. Rastlina si vSak rozvija antioxidacny ochranny
mechanizmus, ktorym ROS kontroluje a zniZuje na bezpecnu Uroven. Rastliny si
rozvijaji r6zne spdsoby, ktorymi sa vyhybaju, toleruju alebo adaptuji velkému spektru
nepriaznivych podmienok napr. environmentalneho poévodu (Apel & Hirt, 2004;

Atkinson & Urwin, 2012; Darmanti et al., 2016; Sharma et al., 2012a).

2.2.2. REAKTIVNE DRUHY KYSLIKA

ROS st skupina volnych radikdlov, reaktivnych molekil a i6nov, ktoré su
odvodené od O,. ROS zahtnaji volné radikaly, ako je superoxidovy anion (O2¢),
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hydroxylovy radikdl (*OH), perhydroxylovy radikal (O.He), ale aj neradikalové
molekuly, ako je peroxid vodika (H20:), singletovy kyslik (102) a tak dalej (Halliwell,
1999; Sharma et al., 2012a).

Organely s vysoko oxidujicou metabolickou aktivitou alebo s intenzivnym
prietokom elektrénov, ako st chloroplasty, mitochondrie, peroxizémy a endoplazmatické
retikulum, su hlavnymi zdrojmi produkcie ROS v rastlindch. ROS st produkované aj
peroxiddzami (pritomné v bunkovej stene), oxalatoxidazami a aminoxiddzami
nachadzajucimi sa v apoplaste a NADPH-oxid4dzou, ktora je viazand v plazmaticke;]
membrane a produkuje superoxid, ¢asto v reakcii na stresove signaly (Charan Tripathy &
Oelmiiller, 2012; Piterkova et al., 2005).

St vedlajSimi produktami aerdbneho rastlinného metabolizmu. Pri normalnych
podmienkach su tieto radikdly produkované len v malych mnozstvach a slizia ako
signdlne molekuly/sekundarni poslovia intracelularneho signalu, ktoré sprostredktivaja
rozne rastlinné reakcie na biotické a abiotické stavy. Syntéza velkého mnozstva je
spustena roznymi stresujucimi podmienkami. Tieto podmienky vo vysledku spdsobuju
prechod rastliny do oxida¢ného stresu. Tento stav méze predstavovat’ hrozbu pre bunky
tym, Ze sposobi peroxidaciu lipidov, oxidaciu proteinov, poSkodenie na nukleovych
kyselinach, inhibiciu enzymov, aktivaciu drahy programovanej bunkovej smrti, nakoniec
veducu k smrti buniek (Apel & Hirt, 2004; Sharma et al., 2012a; Soumen, 2005). To, ¢i
ROS slizia ako signaliza¢né molekuly alebo mézu spdsobit’ oxida¢né poskodenie tkaniv,
zavisi od jemnej rovnovahy medzi produkciou ROS a ich vychytdvanim. Uginné
zachytavanie ROS produkovanych pocas roznych environmentéalnych stresov, vyzaduje
ucinok viacerych neenzymatickych, ako aj enzymovych antioxidantov pritomnych
v tkanivach (Sharma et al., 2012a). V podmienkach fyziologického ustaleného stavu st
tieto molekuly zachytdvané roznymi antioxidaénymi obrannymi zlozkami, ktoré su casto
obmedzené na konkrétne oddelenia (Apel & Hirt, 2004).

Zatial' ¢o pri normalnych podmienkach rastu je produkcia ROS v bunkéch nizka
(240 uM s? O, a ustélend hladina 0,5 uM H,O» v chloroplastoch), vel’a stresorov, ktoré
narusuji buneéni homeostazu, zvysuju tvorbu ROS (240-720 pM s O a ustalend
hladina 5 az 15 uM H>O> ) (Mittler, 2002).

Bolo tiez zistené, Ze pritomnost’ superoxidu alebo peroxidu vodika v apoplaste ma
pozitivnu ulohu, to znamena, Ze je toxicky pre patogény. Ked’ rastlina rozpozna utociaci
patogén, jednou z prvych vyvolanych reakcii je rychlo produkovat superoxid alebo

peroxid vodika. Tym sa zabranuje Sireniu patogénu na iné Ccasti rastliny, ktoré

15



v podstate tvoria siet okolo patogénu, aby obmedzili jeho pohyb a reprodukciu
a obmedzuje Sirenie napadajucich organizmov bunkovou smrtou okolo infikovanych

buniek (Apel & Hirt, 2004; Atkinson & Urwin, 2012; Saed-Moucheshi et al., 2014).

2.2.3. POSKODENIE V BUNKE SPOSOBENE ROS

ROS modzu nespecificky interagovat’ s roznymi bunkovymi zlozkami, vyvolavat
peroxidacné reakcie a sposobovat’ znacné posSkodenie zivotne ddlezitych molekul, ako st
proteiny, lipidy a nukleové kyseliny (Halliwell, 1999; Mittler, 2002). Tieto reakcie mézu
menit’ vnitorné vlastnosti membrany, ako je fluidita, transport idnov, strata aktivity
enzymov, zosietovanie proteinov, inhibicia syntézy proteinov, posSkodenie
deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) atd’., ¢o nakoniec vedie k bunkovej smrti. V tejto
situacii sa vyskytuji pocetné skodlivé ucinky ROS na rast a metabolizmus rastliny. Preto
ich hladiny nesmu prekro¢it’ optimalnu hodnotu v bunkach (Saed-Moucheshi et al.,
2014).

Poskodenie lipidov spdsobené ROS prebieha na fosfolipidoch, ktoré su sucast'ou
bune¢nej membrany a organel. Su primarne citlivé k oxidacii al'ahko podlichaja
peroxidacii. Tento jav priamo spdsobuje nestabilitu bunecnej membrany a tiez zvysuje
jej permeabilitu. Zaroven lipidova peroxidacia zhorSuje oxida¢ny stres prostrednictvom
produkcie d’alSich radikalov odvodenych od lipidov, ktoré¢ moézu poskodzovat’ proteiny
a DNA. Polynenasytené¢ mastné kyseliny pritomné v membranovych fosfolipidoch st
obzvlast’ citlivé na napadnutie ROS. K oxidacii st nachylné najmé kyselina arachidonova
a kyselina dokozahexaénova, ktoré vedu k malondialdehydu a 4-hydroxynonenalu,
znamym markerom lipidového oxida¢ného rozpadu. Tieto reaktivne aldehydy sa nasledne
mdzu pripojit’ k proteinom a tak mozu zhorsit ich funkciu. Uroven peroxidacie lipidov sa
Casto pouziva ako indikator poskodenia bunkovych membran sprostredkovanych ROS pri
stresovych podmienkach. ZvySend peroxidacia (degradacia) lipidov bola zaznamenana
v rastlindch, ktoré rasti pod vplyvom environmentalnych stresov. Zvysenie lipidovej
peroxidacie pri tychto stresoch je paralelné so zvySenou produkciou ROS.

ROS mobzZe sposobit oxidacné poskodenie jadrovej, mitochondridlnej
a chloroplastovej DNA. DNA je geneticky material bunky a akékol'vek poskodenie DNA
moze viest k zmendm v kddovanych proteinoch, ¢o méze viest’ k poruche alebo plne;j
inaktivacii kodovanych proteinov. Oxida¢ny ttok na DNA ma za nasledok oxidaciu

deoxyribézy, zlomenie retazca, odstrdnenie nukleotidov, rozne modifikécie
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v organickych bazach nukleotidov a zosietovanie DNA-proteinov (Pisoschi & Pop, 2015;
Sharma et al., 2012b). ZvySena degradacia DNA bola pozorovana u rastlin vystavenych
réznym environmentalnym stresom, ako je salinita a toxicita kovov (Sharma et al.,
2012b).

Okrem lipidov, ROS spdsobuji oxidaciu proteinov modifikaciou ich kovalentne;j
viazby. V dosledku nadmernej produkcie ROS dochadza k lokélnej modifikacii
aminokyselin, fragmentacii peptidového retazca, agregacii zosietovanych reakénych
produktov, zmeneniu elektrického naboju a zvySeniu citlivosti proteinov na proteolyzu.
Tkaniva poSkodené oxidacnym stresom vo vSeobecnosti obsahuju zvySené koncentracie
karbonylovanych proteinov, ktoré st Siroko pouZivanym markerom oxidacie proteinov.
ZvySena modifikacia proteinov bola zaznamenana u rastlin s roznymi namahaniami.
Aminokyseliny v peptide sa liSia svojou nachylnostou na napadnutie ROS,
najnachylnejsie k poskodeniu su proteiny obsahujuce siru a thiolova skupinu (Pisoschi &

Pop, 2015).
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2.3. ANTIOXIDACNY MECHANIZMUS RASTLIN

Rastliny majua schopnost’ vychytavat/detoxikovat ROS tym, ze produkujii rozne
typy antioxidantov. Antioxidanty sa delia na dve skupiny ato na enzymatické
a neenzymatické antioxidanty. Oba tieto systémy maju ddlezitu rolu v ochranne rastliny
pred poskodenim spdsobenym oxida¢nym stresom. Medzi enzymové antioxidanty patri
superoxiddismutaza, katalaza, peroxiddza a niektoré d’alSie enzymy, ktoré su sucastou
askorbat-glutathionového cyklu, ako je askorbatperoxidaza,
monodehydroaskorbatreduktaza, dehydroaskorbatreduktéza a glutationreduktéza.

NajvyznamnejSie neenzymatické antioxidanty st glutation (GSH), askorbat (AsA)
-ktoré st sucastou askorbat-glutationového (AsA-GSH) cyklu, karotenoidy, tokoferoly,
flavony a antokyany (Saed-Moucheshi et al., 2014).

Aktivita mnohych enzymov antioxida¢ného obranného systému sa v rastlindch
zvySuje na boj proti oxidatnému stresu vyvolanému réznymi environmentalnymi
stresormi. Udrzba vysokej antioxida¢nej kapacity na zachytavanie toxickych ROS bola
spojend so zvySenou toleranciou rastlin voci tymto environmentalnym stresorom (Sharma

et al., 2012a).

2.3.1. STUDOVANE ANTIOXIDACNE ENZYMY RASTLIN

2.3.1.1. KATALAZA
Katalaza (CAT) je jednym z najddlezitejSich antioxida¢nych enzymov, ktorého
ulohou je metabolizovat’ stresovou reakciou vyprodukované ROS a potlacovat ich
toxické hladiny v bunke (Apel & Hirt, 2004). CAT Kkatalyzuje redoxnii reakciu,
pri ktorej rozkladom peroxidu vodika vznikd voda a kyslik (H202 na H20 a O2) (Saed-
Moucheshi et al., 2014). Ma vyznamnt tlohu nie len v rastlinnej obrane a metabolizme,
ale aj v signalnej percepcii (Anjum et al., 2016).

Je to tetramericky enzym a zaroven patri medzi hemové enzymy. Pritomnost’
hemovej prostetickej skupiny v molekule CAT je potvrdend moznostou inhibicie tohto
enzymu pomocou hemoproteinovych inhibitorov ako je kyanid, azid a hydroxylamin.

CAT je pritomna v peroxizomoch, glyoxyzémoch a pribuznych organelach, kde
sa nachadzaju enzymy generujice H>O (Dat et al., 2000). Taktiez su dokazy existencie
CAT v mitochondriach (Anjum et al., 2016).

Existuja tri hlavné izoformy: CAT1, CAT2 a CAT3. CAT1 su vysoko exprimované

v listoch, st zavislé od svetla a podiel'aji sa na odstranovani H>Oz pocas fotorespiracie.
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CAT2 sa nachddzaji hlavne v cievnych zvdzkoch. CAT3 sa podielaja hlavne
na odstranovani H:0: z glyoxyzomov a su vysoko zastipené v semendch
a v mladych sadeniciach (Dat et al., 2000).

CAT nevyzaduje pre svoju funkciu pritomnost’ redukénych cinidiel na rozdiel
od napriklad askorbatperoxidazy (APX) a preto méze byt necitlivd na redoxny stav
buniek a funkcia tohto enzymu nemusi byt’ pocas stresu ovplyvnena, na rozdiel od inych
mechanizmov. Je aktivna hlavne pri pomerne vysokych koncentraciach peroxidu vodika

pocas stresu (Mittler, 2002).

2.3.1.2. SUPEROXIDDISMUTAZA

Superoxiddismutdza (SOD) je jeden z antioxidacnych enzymov, chraniacich
rastlinné bunky pred potencidlnym posSkodenim prostrednictvom ROS. Chrani bunky
katalyzou premeny cytotoxického radikalu O." "~ na O. a H.O2 (Obr. 3). Odstranenim
tohoto radikalu, SOD zniZuje riziko vzniku OH" Princip funkcie SOD je uvedeny
v nasledujucej rovnici : 2 O2~ + 2H*—H:20: + O2. Vysledkom reakcie je produkcia H20-,
ktory tiez patri medzi ROS a moze byt ucinne detoxikovany antioxidacnou ochrannou,

napriklad enzymom CAT.

20, + 2H* H20,.0;

h
a
A

SOD

OBRAZOK 3 ZNAZORNENIE FUNKCIE SOD

PretoZze SOD st multimérne metaloproteiny, majii rdzne izoformy, zalozené
na kovovych kofaktoroch pritomnych na ich aktivnych miestach. Najbeznejsie izoformy
SOD, ktoré st zname, st SOD obsahujica med a zinok (Cu/Zn-SOD), mangan
obsahujuca SOD (Mn-SOD), SOD s obsahom Zeleza (Fe-SOD) a nikel obsahujica SOD
(Ni-SOD). Cu/Zn-SOD je lokalizovana v cytosole, chloroplastoch a peroxizomoch, kym
Fe-SOD je lokalizovana z najvicSej Casti v chloroplastoch a v ur¢itom rozsahu aj

v peroxizomoch a apoplaste. Mn-SOD sa vyskytuje hlavne v mitochondriach. Vsetky
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izoformy SOD st kodované nuklearne av pripade potreby su transportované
do prislusnych organel.

V Cu/Zn-SOD st disulfidickou nekovalentnou vdzbou spojené bivalentné atomy
Cu a Zn. Z tychto dvoch atdbmov je atdm medi povazovany za ddlezitejsi ako atoém zinku,
pretoze substiticia medi za iny kov (alebo jej odstranenie zo Struktiry) spdsobi
inaktivaciu enzymu. Rola Zn je skor Strukturdlna ako funkcénd, pretoze podla viacerych
zdrojov jeho substiticiou za napriklad Co?*, Hg**, Cd**, Cu?*" alebo dokonca tplnou
eliminaciou neddjde k signifikantnému ovplyvneniu enzymatickej aktivity.

Indukcia SOD v reakcii na r6zne stresové prostredie odzrkadluje jej ddlezita
ulohu v rastlinnych bunkéch v reakcii na rdzne stresové prostredie a odraza jej dolezita
ulohu v obrannom mechanizme rastlin. Stresové podmienky vSeobecne zvySuju aktivitu
SOD na zachytavanie superoxidovych radikélov (Fridovich, 1975; Fridovich, 1986; Gill
et al., 2015) .

2.3.1.3. ASKORBATPEROXIDAZA

KlIacovym enzymom vychytdvajicim peroxid vodika je APX. Vyskytuje sa
v chloroplastoch, cytosole, mitochondriach a peroxizoémoch. APX uc¢inne odstrafiuje aj
vel'mi nizke koncentracie peroxidu vodika.

APX je sucastou AsA-GSH cyklu. Pri redukcii H20. na H.O vyuziva ako
Specificky elektronovy donor AsA (Saed-Moucheshi et al., 2014). Pri premene H:0-
na H>O je AsA oxidovand na monodehydroaskorbovu kyselinu, ktord méze byt
regenerovand monodehydroaskorbatreduktdzou za sucasnej spotreby NADPH.
Regeneracia AsA je stimulovand oxiddciou GSH na jeho oxidovani formu (GSSG).
Poslednym krokom je regeneracia GSSG na GSH pomocou glutationreduktazy (GR)
vyuzivajuc redukéné ¢inidlo NADPH (Mittler, 2002).

Kedze izoformy APX vykazuji vys$$iu hodnotu afinity pre peroxid vodika ako
CAT, predpokladd sa, Z¢ APX sa podiela najmd na moduldcii hladiny H>O»
za fyziologickych podmienok a CAT redukuje prebytky H>O vznikajuce pri oxidativnom
strese (Cruz de Carvalho, 2008).

2.3.1.4. PEROXIDAZA

POX st hem-obsahujice enzymy, lokalizované vo vakuolach a bune¢nych stenadch

(Almagro et al., 2009). Hraju ddlezitu tillohu pri produkcii a vychytadvani ROS katalyzou
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oxidoredukcie medzi H>O a réznymi organickymi a anorganickymi zlu¢eninami. Okrem
toho mozu rastlinné POX oxidovat’ r6zne substraty, produkujic radikaly (Wang et al.,
2015). POX redukuje molekulu H-0: na vodu a sucasne oxiduje substrat : H202+2RH —
2H20+2R- (Shigeto & Tsutsumi, 2016). V pripade, Ze je substratom molekula ako
napriklad thiol alebo kyselina salicylova, z ktorych mozu vznikat’ ROS, radikal derivatu
reaguje s molekulou O: za vzniku superoxidového radikalu (Shigeto & Tsutsumi, 2016).
POX sa tiez podiel'aju na lignifikécii, predlzeni buniek, obranyschopnosti proti stresu
a kliceni semien (De Gara, de Pinto, & Tommasi, 2003)

Aktivita alebo expresia POX je indukovana baktériami, virusmi a hubami s cielom
obmedzit’" Sirenie infekcie patogénom bunkami prostrednictvom vytvarania
Strukturdlnych bariér alebo vytvarania vysoko toxickych prostredi masivnym
produkovanim ROS (Almagro et al., 2009)

Hoci kliCovou funkciou rastlinnych POX je oxidacia fenolovych substratov
na tkor H>O,, POX moze paradoxne a prechodne generovat” O»/H»0O; (Almagro et al.,
2009). Preto funkcia POX nepozostava len z oxidéacie cielovych molekul priamo
s pouzitim H>0O», ale je aj kIicovym faktorom pri tvorbe ROS (Shigeto & Tsutsumi,
2016).

2.3.1.5. GLUTATIONPEROXIDAZA

Medzi dal§ie vyznamné antioxidacné enzymy patri glutationperoxidaza (GPX),
ktora sa uplatituje predovSetkym pri zabraneni peroxidacii membranovych lipidov
(Piterkova et al., 2005). GPX je selén-dependentny cytosolovy enzym katalyzujtci
redukciu H20., organickych hydroperoxidov a peroxidov lipidov na vodu a alkoholy,
s pouzitim GSH ako kofaktoru. Pri tejto redukcii peroxidu vodika na vodu zaroven
dochadza k oxidécii redukovaného GSH na jeho oxidovant formu GSSG (Obr. 4) (Hayes
& McLellan, 1999).

H.0: 7 GSSG 7> NAD(P)*

| GPx | GR

H0 & GSH ¢ NAD(P)H
OBRAZOK 4 ZNAZORNENIE FUNKCIE GPX AKO ANTIOXIDACNEHO ENZYMU
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2.3.1.6. GLUTATIONREDUKTAZA
Spolu s tripeptidom GSH ddlezitou sucast'ou cyklu AsA-GSH je enzym GR, ktory
ma podstatntl ulohu pri ochranne buniek pred ROS a ich désledkami (Obr. 5). GR a GSH
st spolu prepojené, ked’ze GR je NADPH-dependentny enzymaticky antioxidant (Singh
Gill et al., 2013). GR katalyzuje redukciu GSSG naspét’ na jeho redukovant formu GSH
v AsA-GSH cykle apri reakcii GPX =za sucasnej oxidacie redukovaného
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH+). GR tymto spdosobom pomaha
udrziavat’ spravny pomer GSH/GSSG (oznacovany aj ako bunkova redoxna rovnovaha),
ktory ma vyznamnu ulohu pri transdukcii signalu stresu (Saed-Moucheshi et al., 2014;
Singh Gill et al., 2013).
GR je lokalizovana hlavne v chloroplastoch (70-80 %), ale malé mnoZstvo sa
nachadza aj v mitochondriach a cytosole.
Hlavnym zapojenim GR do odolnosti vo¢i stresu je recyklacia GSH a udrZiavanie

pomeru GSH/GSSG v rastlinnej bunke (Singh Gill et al., 2013).

| NADP+ | | NADEH |

(wo | [(wo |

OBRAZOK 5 SCHEMATICKE ZOBRAZENIE FUNKCIE APX A GR POCAS ASA-GSH

CYKLU.

DHAR = DEHYDROASKORBATREDUKTAZA; DHA = DEHYDROASKORBAT; MDHA = MONODEHYDROASKORBOVA

KYSELINA
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2.3.1.7. GLUTATION-S-TRANSFERAZA

Glutation-S-transferdza (GST) je enzym, ktory moze katalyzovat konjugéciu
GSH so zlaceninami, ktoré obsahuju elektrofilné centrum cez tvorbu tiol-éterovej viazby
medzi atdmom siry, GSH a substratom (Carlberg & Mannervik, 1985; Hayes &
McLellan, 1999; Mannervik, 2006). Okrem syntézy glutationovych S-konjugatov, GST
katalyzuju redukciu zlucenin obsahujucich peroxid, ktoré moézu byt inak toxické
pre bunku (Carlberg & Mannervik, 1985).

Klasicky sa predpokladd, Ze enzymy GST hraja hlavni alohu vo faze II
metabolizmu liekov, kde prispievaji k prezitiu buniek detoxikaciou cudzich zlucenin.
V tejto tlohe Cinnost’ GST nasleduje po fazi I metabolizmu liekov, ktora je Casto
katalyzovana ¢lenmi nadrodiny cytochrému P450.

Okrem detoxikacie cudzich zlu€enin existuje mnozstvo Skodlivych endogénnych
zluCenin, ktoré sa tvoria ako vedlajSie produkty normalneho metabolizmu, ktoré su
substratmi GST. Mnoh¢é tieto endogénne substraty GST sa tvoria ako ddsledok
modifikacie makromolekul reaktivnymi druhmi kyslika a transferazy sa preto povazuji
za sluZiace antioxidacnej funkcii. GST maju schopnost’ redukovat’ tieto zIic¢eniny, ¢im sa
stavaji neSkodnymi. Tiez pdsobia na detoxikdciu naslednych produktov oxida¢ného
poskodenia, ako st reaktivne aldehydy 4-hydroxynonenal a akrolein (Carlberg &
Mannervik, 1985; Hayes & McLellan, 1999).

Peroxidazova aktivita GST si vyzaduje GSH. Ide o dvojstupiiovu reakciu. Prvym
krokom je enzymatickd redukcia peroxidu na alkohol pri stbeznej vyrobe
hydroxylovaného glutationu. Druhy krok zahffia spontannu reakciu hydroxylovaného
glutationu s molekulou GSH na vodu a GSSH. Priklady tohto typu substratu zahfiiaja
hydroperoxidy mastnych kyselin a fosfolipidov (Anderson et al. , 2001).

Tieto biochemické tdaje naznacuji, Ze GST neposkytuje prvu liniu obrany proti
vol'nym radikdlom, ¢o je zabezpecené SOD, CAT a GPX. GST vSak predstavuje druhti
obranni liniu proti vysoko toxickému spektru latok produkovanych reakciami
sprostredkovanymi ROS a kvoli ich Sirokej substratovej Specifite su pre tuto ulohu

vhodné (Hayes & McLellan, 1999).
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2.4, KUMULACIA LIECIV V ZIVOTNOM PROSTREDI
A EKOTOXICITA

Napriek tomu, ze v humdnnej a veterinarnej medicine sa pouziva Sirokd Skala
roznych druhov lie¢iv, len malo z nich sa povazuje za dolezité pre zivotné prostredie
z dovodu objemu ich spotreby, toxicity a pretrvavania v Zivotnom prostredi. Jedna sa
o beta-blokatory, cytostatické a onkologické lieky, analgetika a protizapalové latky,
steroidné hormony, neuroaktivne zliceniny, antiparazitika, lie€iva zniZujice hladinu
lipidov v krvi a antibiotikd (Fent, Weston, & Caminada, 2006; Morley, 2009).

Hoci vedlajSie U€inky na zdravie l'udi a zvierat sa zvyc€ajne skiumaju v dokladnych
bezpecnostnych a toxikologickych Studidch, potencialne vplyvy vyroby a pouZivania
liekov na zivotné prostredie su menej dobre pochopené a len nedavno sa stali témou
vyskumného zaujmu (Breton & Boxall, 2003; Daughton, 2007; Fent et al., 2006). Okrem
toho produkty rozkladu a kombinacia roznych biologicky aktivnych zla¢enin méZu mat’
neocakdvané UCinky na zivotné prostredie. Hoci je pravdepodobné, ze tieto latky
podstatne neskodia 'ud’om, nedavno sa zacalo skimat’, ¢i a ako ovplyviuju Siroka Skalu
organizmov v zivotnom prostredi a ¢o to znamena pre zdravie zivotného prostredia
(Boxall, 2004).

Environmentéalny osud anthelmintickych liekov a ich metabolitov zavisi od ich
fyzikalne-chemickych vlastnosti. Pred vstupom do prostredia sa moézu lieCiva
metabolizovat’ v zivych organizmoch na metabolity fazy I alebo fazy II. Reakcie fazy I
s zvycCajne oxidécia, redukcia alebo hydrolyza a metabolity su Casto reaktivnejSie
a toxickejsie ako povodné lieCivo. Reakcie fazy II Casto vedu k neaktivnym zltic¢eninam.
Pri vstupe do zivotného prostredia sa lieky podrobia biodegradacii, chemickej degradacii
a fotochemickej degradacii, ktoré prispievaju k ich eliminécii alebo su transformované
v reakcidch s inymi zli¢eninami. Degradécia, ktorou prechaddzaja zliceniny v prostredi
vytvara metabolity, ktoré st Casto totozné s metabolitmi vyskytujicimi sa v organizme.
Metabolity niektorych zlucenin ako si napriklad metabolity chloramfenikolu,
sulfadiazinu, estrogénu a sulfametazinu sa méZu premenit’ spat’ na pdvodnl zliceninu,
akonahle sa dostan do Zivotného prostredia (Jjemba, 2002b).

Kombinacia ¢asu a frekvencie aplikacie s roznymi charakteristikami lieciv (aktivna
zlozka, zlozenie, davka a stupen v akom sa metabolizuja v hostitel'ovi) ovplyviiuju cestu

vylu€ovania a perzistencie v prostredi (Horvat et al., 2012).
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Nie je prekvapenim, ze neddvne monitorovacie Studie zistili nizke hladiny Sirokého
spektra lieCiv, vratane hormoénov, steroidov, antibiotik a antiparazitik v pode,
povrchovych vodach a podzemnych vodach (Fent et al., 2006). Uvadzané koncentracie
si zvyc€ajne nizke - zvyCajne menej ako 1 pg/l v povrchovych vodach — niektoré latky
boli vSak pozorované pocas celého roka v roznych hydrologickych, klimatickych
a uzemnych podmienkach. Tieto zistenia vyvolali otdzky o tom, ako tito zmes
veterindrnych a humannych liekov v pdde a povrchovych vodach ovplyviiuje organizmy
v zivotnom prostredi a l'udské zdravie (Boxall et al., 2006).

Viacsina dostupnych informacii o anthelmintikdch v Zivotnom prostredi sa tyka
makrocyklickych laktonov. Vo vicSine pripadov sa az 98% makrocyklickych laktonov
vyluCuje v nezmenenej forme stolicou alebo ako aktivne metabolity. Hoci su vysoko
lipofilné a slabo rozpustné vo vode, ale l'ahko rozpustné vo vicSine organickych
rozpustadiel, preukazali sa, Ze maji vplyv na reprodukciu, biologicka funkciu a prezitie
necielovych suchozemskych a vodnych organizmov (Horvat et al., 2012). IVM je
relativne perzistentnd zlicenina v hnoji a pode s tdajnym pol¢asom rozpadu v pode
7-14 dni v lete a91-217 dni v zime (Boxall et al., 2004). Stadie preukazali vysoku
toxicitu pre necielové organizmy v pdde, v sladkovodnych a morskych prostrediach
(Horvat et al., 2012). V pode na tzemi USA boli detegované stopové mnozstva IVM
o koncentracii 0,1-2 pg /kg v hornej vrstve pody, kde bol vykrmovany hoviadzi dobytok
28 dni predtym lieCeny IVM (Boxall et al., 2004).

Makrocyklické laktony mézu ovplyvnit’ larvy bezstavovcov v truse pri pomerne
nizkych koncentraciach. Studie ekotoxicity na Zivych organizmoch ukéazali, Ze
makrocyklické laktony ovplyviiujii mortalitu lariev bezstavovcov v hnoji s hodnotou 50%
letalnej koncentracie nizSou ako 0,036 mg/kg (Horvat et al., 2012). Okrem toho sa
ukazalo, ze makrocyklické laktony vyvolavaji mnoho subletadlnych odpovedi
u bezstavovcov v hnoji, ako je zniZzené kifmenia, narusenie vodnej rovnovahy, znizenie
rychlosti rastu a naruSenie parenia. KedZe hnoj z hospodarskych zvierat obsahuje
rozmanitl faunu a poskytuje plodny biotop pre iné druhy, makrocyklické laktony mézu
nepriamo ovplyviiovat’ ostatné druhy tym, Ze znizuja kvalitu a kvantitu ich potravinového
zdroja (Boxall, 2004).

Xenobiotické U¢inky na rastlinich zahfniaji nielen biochemické a fyziologické
narusenie zaloZené na interakcii s makromolekularnymi alebo bunkovymi ciel'mi, ale aj
narusenie signalizaénych dradh. Xenobiotikd maju schopnost’ indukovat’ zmeny

na Urovni expresie génov, reguldcie a prenosu signalu. NavySe niektoré Specifické
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xenobiotikd interagujii s rastlinnymi horménovymi receptormi a signalnymi dradhami
rastlinnych horménov. Modifikacie génovej expresie, odhalené vdaka rozvoju analyzy
transkriptomiky a proteomiky, sa ukazali ako dolezit¢é mechanizmy reakcie rastlin

na xenobiotika (Bartikova et al., 2016).

2.4.1. MOZNOSTI  VSTUPU LIECIV DO ZIVOTNEHO
PROSTREDIA

Humanne a veterinarne lieCiva sa uvolfiuji do Zivotného prostredia roznymi
cestami. NajvyznamnejSie zdroje zneCistenia zivotného prostredia s predovsSetkym
rezidué z terapie zvierat (hospodarskych zvierat, spoloCenskych zvierat a z terapie
v akvakulture), d’alej nevhodné zneSkodnovanie pouZitych kontajnerov a nepouZitych
liekov alebo krmiv pre zvieratd. Intenzivne oSetrenie hospodarskych zvierat
a akvakultary sa povazuje za vyznamnejsi zdroj ako lieCenie spoloCenskych zvierat.
Aplikovanie liekov intenzivne chovanym hospodarskym zvieratdm predstavuje hlavnu
cestu vstupu do suchozemského prostredia, zatial o akvakultirna terapia ma vysoky
potencial na dosiahnutie vodného prostredia, pretoze lieCiva sa pridavaju priamo
do zivotného prostredia. VyluCovanie liekov a/alebo ich metabolitov do mocu a fekalii
dobytka, zmytie z topicky oSetrenych hospodarskych zvierat a priame vypustanie
produktov akvakultury su pravdepodobne najddlezitejSim vstupom do prostredia.
Nepouzité¢ veterinarne lieky aich obaly zvySuji mnozstvo veterinarnych lieCiv
kontaminujucich pédu a vodu. Cast’ rezidui mbze byt dosledkom emisii z vyrobnych
procesov (Boxall et al., 2004; Daughton, 2007). Jednym z dalSich spdsobov
kontaminacie je =znelistenie zchovnych zariadeni, ktoré vyuZivaju podavanie
veterinarnych lie¢iv vo forme praSku, kedy moze dojst’ k rozptylu tohto prasku
vo vzduchu, ktory je néasledne vzduchotechnikou odvadzany do okolitého prostredia
(Klatte et al., 2017).

Zhrnutie moznych spdsobov kontaminécie zivotného prostredia anthelmintikami

zobrazuje Obrazok 6.
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OBRAZOK 6 SPOSOBY VSTUPU ANTHELMINTIK DO ZIVOTNEHO PROSTREDIA

Priamou cestou kontaminécie je likvidacia liekov a pouzivanie veterinarnych lieckov
u zvierat chovanych na pasienkoch, ktoré vyluCuji rezidua liekov priamo
do Zivotného prostredia. Nepriama cesta pozostava z pouzitia hnoja a kalu
pochéadzajuceho z oSetrenych zvierat na podu. V tomto pripade metabolit lieku nevznika
iba u zvierat, ale zlic¢eniny sa mozu pocas skladovania hnoja d’alej rozkladat. Doba
perzistencie veterindrnych liekov v hnoji sa moze lisit’ od dni na mesiace a zavisi aj od
typu hnoja (Bartikova et al., 2016; Daughton, 2007).

Znacné mnozstva tychto lieiv a ich metabolitov su vyluCované, splachnuté cez
odtok, odhodené ako odpad alebo zostavaji v krmive zvierat. Ked vstupuji
do kanalizécie, niektoré z tychto zIi¢enin nie su dostatocne eliminované metédami, ktoré
sa v stcasnosti pouzivaju pri Cisteni odpadovych vod. Podstatné mnozstva biozlozZiek
ahnoja od hospodérskych zvierat skoncia na polnohospodarskej pdde (Obr. 7).
V laboratérnych stadiach bol rast a vyvoj rastlin ako napriklad vyvoj fazule obycajnej
(Phaseolus vulgaris L.), s0je fazulovej (Glycine max), lucerny siatej (Medicago sativa),
kukurice siatej (Zea mays) a niekol’kych d’alSich rastlin, ovplyvneny niektorymi bezne
pouzivanymi terapeutikami (Jjemba, 2002a).

Pri podani ordlne alebo parenterdlne sa antiparazitikd pred vylicenim z vicsej
Casti metabolizuji, kym pri podani pour-on sa vylucuji vo velkej miere nezmenné.
Zmytie topicky aplikovanych zlucenin z runa, rozliatie pocas aplikdcie a nevhodné

zlikvidovanie zluc¢enin poskytuju d’al§ie dolezité vstupné body pre Zivotné prostredie.
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Kontaminédcia nie je obmedzend na podu a hnoj; liecky sa moézu vyltihovat
do podzemnej vody a dostat’ sa do vodnych ploch cez povrchové odtoky alebo sa vylucit
alebo splachnut’ z osetrenych zvierat priamo do vodného toku (Beynon, 2012).

Okrem toho sa degradacia vyrazne liSi v zavislosti od chémie, biologie
a klimatickych podmienok. Napriklad pol¢as rozpadu antiparazitarneho IVM v zimnych
podmienkach je Sestkrat vyssi ako v lete a rychlost’ rozpadu moéze byt ovplyvnena
aj typom pody (Boxall, 2004).

Takato expozicia moze alebo nemusi mat’ vplyv na rast a vyvoj danych rastlin,
vplyv vicSinou zavisi od typu zluCeniny, davkovania, kinetiky sorpcie (adsorpcie

a desorpcie) a mobility v pdde (Jjemba, 2002a).
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OBRAZOK 7 ZNAZORNENIE NIEKTORYCH MOZNYCH PRICIN KONTAMINACIE
A SPOSOBY ICH PRIENIKU DO ZIVOTNEHO PROSTREDIA. UPRAVENE A PRELOZENE
Z BOXALL, 2004

2.4.2. DOSLEDKY KONTAMINACIE ZIVOTNEHO PROSTREDIA

Aj ked’ nie je dokaz o tom, ¢i bioakumulacia niektorych terapeutickych zlic¢enin

predstavuje vyznamné zdravotné riziko pre spotrebitelov napadnutych rastlin, nie je
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pochyb o tom, Zze niektoré zliceniny poskodzuji rast rastlin, Co je zrejmé
z kontrolovanych laboratornych pokusov (Jjemba, 2002a).

Dopady na Zivotné prostredie sa tazsie posudzuju. Od roku 1980 pozaduje Urad
pre potraviny a lie¢iva (FDA, USA) hodnotenie environmentalnych rizik pre humanne
a veterinarne lieky o uc¢inkoch na vodné a suchozemské organizmy skor, ako umoznia
vstup vyrobku na trh a Eurépska Unia zaviedla podobné opatrenia v roku 1997. Tieto
studie o vplyve na zivotné prostredie skiimaju potencidlne negativne uc¢inky na ryby,
dafnidy, riasy, baktérie, dazd’'ovky, rastliny a na bezstavovce pritomné v hnoji (Boxall,
2004).

Vyskumnici sa preto zacali detailnejSie zaoberat niektorymi ucinkami
sposobenymi dlhodobou expoziciou nizkymi koncentraciami lieCiv. Doteraz bolo
zaznamenané Siroké spektrum vplyvov vratane uclinkov na oocyty a dozrievanie
semennikov, vplyv na fyziologiu a spravanie hmyzu, G€inky na dekompoziciu hnoja,
inhibiciu alebo stimuladciu rastu vodnych rastlin a rias a vyvoj antibakteridlnej rezistencie
v podnych mikréboch (Boxall, 2004).

Koncentracie, ktoré sa dostanu do organizmov, sa premietaji do ucinkov, ktoré
mozno klasifikovat’ do troch skupin. Prva skupina zahffia normalne toxické ucCinky
typické pre vSetky xenobiotikd. M6ézu sa vyskytnit’ na 'ubovolnej irovni biologicke;j
hierarchie: na bunkach, organoch, organizmoch, populaénych ekosystémoch. U¢inky
druhej skupiny, typické pre antibiotika aj anthelmintika, stvisia s vyvojom rezistencie.
Pri¢iny zmien st dlhodobé, vysoko nezvratné a vyvijané pri velmi nizkych
koncentraciach. Uginky tretej skupiny zahffiaji tzv. endokrinné disruptory,
t.j. chemikalie, ktoré mozu narusit’ normalnu funkciu horménov, opét pri vel'mi nizkych
davkach (Bartikova et al., 2016).

Znalost fytotoxicity je dolezita, pretoze niektoré rastlinné druhy mézu byt citlivé
na xenobiotické ucinky a vyskyt lieCiv v ur€itych oblastiach moze viest k znizenej
biodiverzite (Bartikova et al., 2016).

MoZnosti, ako sa tieto rezidud mozu dostat’ aZ k ¢loveku zahfniaju napriklad:

= spotrebu plodin, ktoré maji akumulované latky z pody v désledku expozicie
kontaminovanym hnojom a kalom;

= prostrednictvom potravinového retazca konzumaciu potravin z hospodarskych
zvierat, ktoré maji akumulované veterindrne lieky alebo konzumaéciu ryb

vystavenych lie€be pouzivanej v akvakulture (Boxall et al., 2006).
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2.4.3. MOZNOSTI ZNIZOVANIA KONTAMINACIE

Spdsoby k znizeniu mnozstva veterinarnych lie¢iv uvolilovanych do prostredia:

= gseparacia lieCenych zvierat od nelieCenych

= gpravne odstranovanie nepouzitych lie¢iv a kontajnerov/nadob

= skladovanie kalov (napriklad tylosin sa degraduje vel'mi rychlo pocas
skladovania kalov) mdze byt mechanizmom k zniZzeniu uvolfiovania
do pody

= poradenstvo pre chovatela o spdsoboch pouzivania lie¢iv a chove zvierat
na zniZenie vystavovania Zivotného prostredia moZznymi liekovymi
kontaminantami (napriklad zvierata na pastvinadch by nemali byt povolené

pri vodnych utvaroch poc¢as X dni po podani liecby,...) (Boxall, 2004)

Kvoli ekonomickému vyznamu kontroly parazitov sa doposial’ necielové vplyvy
antiparazitik povazovali za prijatelné. ZvySovanie rezistencie parazitov a zaciatky
poznatkov o dlhodobych uc¢inkoch na druhy, spolocenstva a fungovanie ekosystémov
vedu k zaverom, ze je potrebné preskimat udrzatelnejSie pristupy vyuzivajuce
konvencné antihelmintikd aj alternativne metody. Vyskum potencidlnych vplyvov
novych anthelmintickych tried (napr. monepantel) na zivotné prostredie, ako aj nové
spdsoby aplikacie (napriklad dlhodobo pdsobiace injekcie) su zrejmé vyskumné priority.
Nie je pochyb o tom, ze veterinarne anthelmintikd su délezité pre trvalo udrzatelnu
produkciu hospodarskych zvierat, ale aby sa prediZila ich G¢innost’ a znizil ich vplyv

na zivotné prostredie, mali by sa preskumat’ iné stratégie. (Beynon, 2012).
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2.5. SOJA FAZULOVA - GLYCINE MAX

Sé6ja fazulova (Obr. 8) je jednorocnd bylina pestovand v subtropoch a tropoch
celého sveta (aj v teplych oblastiach Ceskej republiky) patriaca do &elade Fabaceae
(Jahodat, 2011).

S6jové boby su jednou z hlavnych zakladnych potravin pre l'udi a poskytuju vysoko
kvalitny protein a jedly olej. Je to jedna z najviac pestovanych plodin na svete

s historiou pestovania, ktora siaha az do 11. storocia pred nasim letopoctom.

OBRAZOK 8 SOJA FAZUI'OVA - GLYCINE MAX (Soy Plant, n.d.)

Sekundarne listy st trojpocetné a striedaveé, prilezitostne su pritomné listy zloZené
zo Styroch alebo viacerych listkov. Korenovy systém sa skladd z hlavného korena
z ktorého sa vynara bo¢ny korefiovy systém. Rastliny vdcSiny kultivarov st pokryté
jemnymi trichdmami. Struk je rovny alebo mierne zakriveny, li§i sa dizkou
od dvoch do siedmich centimetrov. Tvar semena, zvycajne ovalny, sa méze 1iSit’ medzi
kultivarmi od takmer gulatého az pozdizneho a splosteného (CFIA, 2012).

S6ja sa pestuje primarne na produkciu semien, ma Siroké vyuZitie
v potravinarskom a priemyselnom sektore a predstavuje jeden z hlavnych zdrojov jedlych
rastlinnych olejov a bielkovin na pouzitie v krmivéach pre hospodarske zvieratd (CFIA,
2012). Potraviny zo sdje st uz dlho uznavané ako zdroje vysoko kvalitnych bielkovin

a zdravého tuku, avSak za poslednych 25 rokov sa tieto potraviny intenzivne skumali
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kvoli ich tlohe pri prevencii a liecbe chronickych ochoreni. Existuji napriklad dokazy
o znizeni rizika korondrnej choroby srdca a rakoviny prsnika a prostaty.

Vicsina zamerania na s6jové vyrobky je preto, ze su jedineCne bohatymi zdrojmi
izoflavonoidov. Izoflavonoidy sa vyskytuju v séjovych boboch takmer vylu¢ne ako
glykozidy, ale po poziti sa cukor hydrolyzuje, ¢o umoziuje absorpciu. Tri izoflavonoidy
genistein, daidzein a glycitein (Struktira uvedena na Obr. 9) a ich prislusné glykozidy
predstavuju priblizne 50 %, 40 % a 10 % celkového obsahu izoflavonoidov v s¢jovych

boboch (M Messina & Messina, 2000).

GENISTEIN DAIDZEIN

GLYCITEIN

OBRAZOK 9 STRUKTURA IZOFLAVONOIDOV (GENISTEINU, DAIDZEINU A GLYCITEINU )
VYSKYTUJUCICH SA V SOJI (NAKRESLENYCH POMOCOU CHEMDRAW)

[zoflavonoidy maji chemicku Strukturu podobni hormonalnemu estrogénu, tato
Struktira im preto umoznuje viazat' sa na estrogénové receptory (ER) -ERa a ERB.
Z tohto dovodu su za urcitych podmienok schopné vyvolat’ uc¢inky podobné estrogénu
a tak sa oznacuji ako fytoestrogény. Preferencia izoflavonoidov pre ERB je primarny
dovod, pre ktory su izoflavonoidy povazované za schopné mat selektivne ucinky
na tkanivo a dovod, preco su klasifikované ako selektivne modulatory estrogénovych
receptorov (SERMs). V tkanivach, ktoré maja estrogénové receptory, SERM vykazuju

v niektorych pripadoch ucinky podobné estrogénu, avSak v inych, ucinky nevykazuji
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vobec alebo mézu byt tiez antiestrogénne (M Messina & Messina, 2000; Mark Messina,
2016).

Soja fazulova ako pol'mohospodarska plodina patriaca medzi najviac pestované
plodiny, je hnojena a prostrednictvom hnoja lieCenych zvierat’ sa mdze dostat’ do
kontaktu s anthelmintikami. Tieto lie¢iva tak mézu vyvolat’ v rastline stres a ovplyvnit’

antioxidacny systém.

33



3. CIELE PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit' vplyv anthelmintik IVM a FBZ

na aktivitu a expresiu vybranych antioxidaénych enzymov rastliny sdje fazulovej

(Glycine max).

Vypestovanie rastlinnych kultar Glycine max aich kultivacia/inkubacia
s anthelmintikami FBZ a IVM

Spracovanie rastlinného materialu (koren, list, struk, semeno) na subcelularne
frakcie

Stanovenie koncentracie bielkovin

Meranie aktivity vybranych antioxidacnych enzymov u kontrolnych
a anthelmintikami ovplyvnenych rastlin

Meranie génovej expresie vybranych antioxidacnych enzymov u kontrolnych
a anthelmintikami ovplyvnenych rastlin

Vyhodnotenie a Statistické spracovanie vysledkov
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. CHEMIKALIE

Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) (Sigma Aldrich)
1-chlor-2,4-dinitrobenzén (CDNB) (Penta)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich)

FBZ (Sigma Aldrich)

GSH (Biochemica)

Glutation disulfid (Sigma Aldrich)

Hovédzi sérovy albumin (BSA) (Sigma Aldrich)

IVM (Sigma Aldrich)

AsA (Sigma Aldrich)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma Aldrich)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovany (NADPH) (Sigma Aldrich)
Polyvinylpyrrolidon (PVP) (Sigma Aldrich)

4.2. PRISTROJE

Analytické vahy, Sartorius

Autoklav, H+P Labortechnik Steam sterilizer Varioklav 75 T
Automatické pipety Eppendorf

Centrifuiga, Biofuge Stratos Heraeus

Laminarny box, Holten Laminair model 1.2

Magnetické mieSadlo, IKA Color Squid Wildcat Stirrer
NanoDrop spektrofotometer ND-1000

pH meter, WTW InoLab

Pristroj pre Real-time PCR — QuantStudio 6 Flex
Spektrofotometer, TECAN Infinite M200

Thermomixer, Eppendorf comfort

Trepacka, MS2 Minishaker IKA

Ultrazvukovy homogenizator, Bandelin Sonoplus HD 2070
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4.3. PROGRAMY

Pocitacovy program i-control
Microsoft Excel
GraphPad Prism 8.0.2 — $tatistické spracovanie metddou one-way ANOV A, signifikantne

vyznamny rozdiel s hodnotou p<0,05

4.4. ZASOBNE ROZTOKY

Priprava pufrov, ktoré boli vyuzité pri priprave subcelularnych frakeii :
Zasobny pufer (50 mM Na-fosfatovy pufer s pH 7,0)
500 ml 50 mM Na;HPO4+12H2-0 tj.  8,95g/500 ml
250 ml 50 mM NaH2PO42 HO  tj. 1,95 g /250 ml

Jednotlivé roztoky boli pripravené do odmernych baniek a nasledne po rozpusteni
zlievané za staleho mieSania na magnetickej mieSacke za kontroly pH do pozadovane;j
hodnoty pH=7 .

Pred izolaciou subcelularnych frakcii z rastlin bol pufer upraveny:

200 ml 50 mM Na-fosf. pufru, pH 7

2 g PVP

77 mg dithiothreitol (DTT)

6 mg EDTA
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4.5. PRIPRAVA BIOLOGICKEHO MATERIALU

4.5.1. KULTIVACIA RASTLIN V SKLENIKU

Priprava biologického materidlu = pestovanie sdje ajej nasledne zalievanie
roztokmi vybranych anthelmintik — IVM a FBZ prebiehalo v Laboratoriu rastlinnych
biotechnologii na Ustave experimentélnej botaniky Akadémie vied Ceskej republiky
v Prahe.

Pre pestovanie rastlin v skleniku boli semienka pripravené nasledujucim sposobom:

Semienka soje sa spolu s 1 ml 70% etanolu 2 minuty pretrepavali. Po odpipetovani
etanolu bol pridany 1 ml 10% SavaOriginal (4,7% chlornan sodny) a pretrepavali sa 10
min. Nasledne po odpipetovani Sava sa 3 krat preplachli destilovanou vodou a umiestnili
na filtracny papier do Petriho misky. Semienka boli zaliate 5 ml zriedovacej vody,
uzavreté parafilmom aumiestené do tmavého boxu, kde boli kultivované pri
kontrolovanych podmienkach (Obr. 10). Zried'ovacia voda bola tvorena 4 zasobnymi
roztokmi soli.

ZloZenie zasobnych roztokov pre zried'ovaciu vodu:

e Zasobny roztok ¢.1: 117,6 g CaCl,-2H,0 (p.a) sa rozpusti a doplni do 1 litra
destilovanou vodou.

e Zasobny roztok ¢.2: 49,3 ¢ MgSO4-7H,0 (p.a) sa rozpusti a doplni do 1 litra
destilovanou vodou.

e Zasobny roztok ¢.3: 25,9 g NaHCOs3 sa rozpusti a doplni do 1 litra destilovanou
vodou.

e Zasobny roztok ¢.4: 2,3 g KCl (p.a) sa rozpusti a doplni do 1 litra destilovanou

vodou

Druhy pokus bol prevedeny bez oSetrenia Savom a etanoloma vzhladom

na zivotnost’ semienok bol vyhodnoteny ako lepsi postup.
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OBRAZOK 10 SEMIENKA GLYCINE MAX NA FILTRACNOM PAPIERI

Po piatich dioch, kedy bola vicSina semienok ciastocne vyklicena, boli
premiestnené do svetelného boxu (25 °C) a po d’alSich dvoch dnoch nasledne naklicené
semienka (Obr. 11) nasadené do zeminy (po jednom do samostatnych kvetinacov)

a umiestnené do skleniku.

OBRAZOK 11 SEMIENKA SOJE PO 7 DNOCH ( PRED PRESADZOVANIM DO
KVETINACOV)

Po 7 ditoch v skleniku bolo rastucich 21 rastlin z 25. Po 45 diloch od zasadenia boli
rastliny rozdelené po Sest kusov do troch skupin (kazda oddelent tacku-kontrolné
rastliny, rastliny zalievané IVM, rastliny zalievané FBZ (Obr. 12) a zaliate 10 uM
roztokom anthelmintika v 1/5 Hoeglandovu médiu alebo médiom s DMSO (kontrolné
rastliny). Rastliny boli takto oSetrené kazdé 2 dni.

Roztoky anthelmintik pouzité na zalievanie rastlin:

:10 uM =FBZ (2,99 mg/I tj 1 ml zasobného roztoku o koncentrécii 2,99 mg/10 ml

sa pridal do 100 ml média na zalievku kvetinaca)
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:10 uM =IVM (8,75 mg/1 tj. 1 ml zadsobného roztoku o koncentrécii 8,75mg/10 ml
sa pridal do 100 ml média na zalievku kvetinaca)

Navazky anthelmintik boli rozpustené v 300 pl DMSO a doplnené vodou
na pozadovanu koncentraciu.

Po 2 mesiacoch boli zozbierané korene rastliny, listy a plody (pri priprave frakcii
rozdelené na struk a semienko) a zmrazené (-80 °C) do pripravy subcelularnych frakcii.

Série zo 6 rastlin — FBZ, IVM a kontrolna skupina.

OBRAZOK 12 RASTLINY ROZDELENE DO 3 SKUPIN : KONTROLNA SKUPINA,

SKUPINA S IVM, SKUPINA S FBZ

4.5.2. KULTIVACIA RASTLIN V STERILNYCH PODMIENKACH

Sucastou prace bola tiez priprava regenerantov sdje v sterilnych podmienkach.
P6vodne boli semienka s6je nasadené na pripravené kultivaéné média typu MS-H a B5
(Obr. 13). Vzhl'adom na to, ze pri médiu B5 sa im darilo omnoho lepSie (Obr. 14), boli
pripravené média B5 s anthelmintikami, do ktorych mala byt nésledne soja presadena.
Kultivaéné média boli pripravované podl'a navodu navdzenim jednotlivych zloziek,
médium B5 podl'a Gamborga, 1968 a Murashige-Skoog médium -H (bez rastovych
horménov) podla Murashige & Skoog, 1962. Po upraveni pH boli média rozliate
do vysterilizovanych sklenenych nddob a umiestnené do autoklavu. Po vychladnuti boli
do nich v aseptickom prostredi v laminarnom boxe zasadené semienka. Semienka boli
oSetrené viacerymi sposobmi s cielom ndjst’ ¢o najvhodnejs$iu kombinaciu. Boli pouZité
roztoky SavaOriginal dvoch r6znych koncentracii — 10% a 20% a boli pouzité 4 rézne

doby pdsobenia Sava: 5, 10, 15 a 20 min. Po uplynuti stanoveného ¢asu boli semienka
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oplachnuté v sterilizovanej vode a vlozené¢ do médii. Nasledne umiestnené do svetelnej
kultiva¢nej miestnosti.
Po druhom presadeni vSak véc¢§ina rastlin splesnivela a nebolo mozné ich pouzit

k stanoveniu.

OBRAZOK 14 KULTIVACIA NA MEDIU MS -H PRE POROVNANIE S MEDIOM B5

4.6. PRIPRAVA SUBCELULARNYCH FRAKCIi

Jednotlivé typy rastlinného materialu, vzdy zo 6 rastlin dokopy (koren, list, struk
a semienko + IVM/FBZ/KON) boli rozdrvené a homogenizované pomocou trecej misky,
ti¢ika a suchého Padu. Nasledne bol zvazeny materidl prevedeny do centrifugacnej
kyvety, zaliaty pufrom k izolacii subcelurdnych frakcii (postup pripravy uvedeny
v kapitole 4.4.) s pomerom hmotnosti materidlu k objemu pufru 1:3 (1 gram materialu na
3 ml pufru), zhomogenizovany ultrazvukovym homogenizdtorom a umiestneny
do centrifigy (stoCenie pri 20 000 g, 30 min pri 4 °C). Vzniknuty supernatant bol
v chladiacej miestnosti eSte premieSany na magnetickej miesacke a rozpipetovany po 0,5

ml do jednotlivych skimaviek, nasledne zmrazeny (-80 °C) do pouzitia k meraniu aktivity
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enzymov. Priprava materidlu na polymerdazova retazovu reakciu (PCR) je uvedena

v kapitole 4.9.1.

4.7. STANOVENIE KONCENTRACIE BIELKOVIN PODLCA
BRADFORDOVE]

Koncentracia proteinov vo vzorkach bola stanovena metédou podl'a Bradfordove;.
Metoda je zaloZzena na principe reakcie farbiva CBBG a proteinu. Po naviazani
na protein dojde k zmene zafarbenia (Cerveno-hnedd forma sa meni na modru)
a maximum absorbancie sa po naviazani meni z 465 nm na 595 nm. Intenzita zafarbenia
je priamo Umerna koncentracii proteinov (Jones et al., 1989).

Ako Standard, z ktorého bola vytvorend kalibra¢na krivka bol pouZity roztok BSA
o koncentracii 2 mg/ml. Koncentracia Standardov bola v rozmedzi 0 - 1400 pug/ml
(Tabul’ka 1).

TABUIKA 1 PRIPRAVA ROZTOKOV STANDARDOV KU KALIBRACNEJ KRIVKE

Koncentracia Objem roztoku Objem pufru
BSA (2 mg/ml)
1 0 pg/ml 0 pl 500 pl
2 200p g/ml 50 pl 450 pl
3 400 pg/ml 100 pl 400 pl
4 600 pg/ml 150 pl 350 ul
5 800 pg/ml 200 pl 300 pl
6 1000 pg/ml 250 ul 250 ul
7 1200 pg/ml 300 pl 200 pl
8 1400 pg/ml 350 pul 150 pl

Stanovenie bolo prevedené na mikrotitracnej dosticke GAMA, do jednotlivych
jamiek bolo napipetované 5 pl vzorku bielkovin a nasledne multikanalovou pipetou
200 pl farbiva CBBG. U slepého vzorku sa namiesto bielkoviny pouzilo 5 pl pufru.

Nasledne bola zmerana absorbancia pri 595 nm na pristroji Tecan.
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4.8. STANOVENIE AKTIVITY ANTIOXIDACNYCH ENZYMOV
4.8.1. STANOVENIE AKTIVITY KATALAZY

Princip metddy je zalozeny na tvorbe zltého komplexu molybdenanu amonného
s peroxidom vodika. Jeho absorbancia je merand na mikrotitratnich dostickach
pri vlnovej dizke 405 nm (Goth, 1991). ZloZenie jednotlivych blankov a vzorky je
uvedené v Tabulke 2.
Postup pripravy jednotlivych pouZivanych roztokov:
1. Sodno-draselny fostatovy pufer; 60 mM, pH 7,4:
postupné zmieSavanie 500 ml roztoku pripraveného rozpustenim 10,74 g
NaxHPO4+12H-0 v redestilovanej vode s 500 ml roztoku 4,08 g KH>PO4 v redestilovanej
vode, pri merani pH aby vysledna hodnota bola rovna 7,4
2. H202; 6,5 mM :
14,78 ul 30 % H202 v 20 ml sodno-draselného pufru
3. Molybdenan amonny; 32,4 mM :
navazenych 0,8 mg molybdenanu amonného ((NH4)sM07024°4H>0) rozpustit’
v 20 ml H>0O

TABUIKA 2 ZLOZENIE JEDNOTLIVYCH BLANKOV (1-3) A VZORKY

Blank 1 Vzorka Blank 2 Blank 3
1 100 pl H-O: 100 pl H-O: 100 pl H-O: 100 pl pufru
2 100 pl molybd 20 pl biol. f. 20 pl pufru 20 pl pufru
3 inkubacia pri 25 °C 1 minitu
4 - 100 pl molybd. 100 pl molybd. 100pul molybd.
5 nechat’ stat’ po dobu 1 minuty
6 20 pl biol. f. - - -
7 zmerat’ absorbanciu pri 405 nm

Vsetko az na biologicku frakciu pipetované multikandlovou pipetou, biologicka
frakcia pipetovana o najrychlejSie — po Castiach, ndsledne ithned’ zmerana absorbancia
pri vinovej dizke 405 nm a teplote 25 °C.

Vzorec na vypocet aktivity :

Aktivita = (Abll — Avz)/ (Abl2-Abl3)-32,5 (umol/min)
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Avz — absorbancia vzorku

Abll — absorbancia blanku 1
AbI2 — absorbancia blanku 2
AbI3 — absorbancia blanku 3

4.8.2. STANOVENIE AKTIVITY SUPEROXIDDISMUTAZY

Na meranie aktivity SOD bol pouZity set SOD AssayKit-WST (Sigma Aldrich),
ktory vyuziva vo vode rozpustni Dojinho tetrazoliovu sol’ WST-1, ktorej redukciou
so superoxidovym aniontom sa vytvara formazanové farbivo (“SOD Protocol,” n.d.).

Pouzivané zasobné roztoky z prislusného setu na stanovovanie SOD:

e Roztok tetrazoliovej soli rozpustnej vo vode (WST): 1 ml WST zriedeny 19 ml
pufrom na riedenie zo setu SOD

e Pracovny roztok enzymov (EWS): 15 pl roztoku enzymu, zriedeny pufrom
na riedenie

e Pufer na riedenie

Po napipetovani vzoriek a jednotlivych reagensov podl'a Tabul’ky 3, bola dosticka
inkubovana 20 min pri teplote 25 °C. Nasledne bola zmerand absorbancia

pri 450 nm na GAMA mikrotitra¢nej dosticke s vypuklym dnom.

TABULKA 3 MNOZSTVO JEDNOTLIVYCH ROZTOKOV PRE VZORKU A BLANK1-3

Vz Blank 1 Blank 2 Blank 3
Biol. frakcia 20 pl - 20 ul -
Redestilovana H-O
- 20 pl - 20 pul
(ddH,0)
WST 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Zried’ovaci p. - - 20 pl 20 pl
EWS 20 ul 20 ul - =

Vzorec pre vypocet aktivity :
c=[(ABL1-ABL3)-(Av,-ApL2)]/€ - 1
A=c-V-50-10°/t
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¢ = koncentracia

Av,=absorbancia vzorky

AgL1 =absorbancia Blankul

Agr2 =absorbancia Blanku 2

AgLs =absorbancia Blanku 3

€ = extinkény koeficient ( 3700 M!-cm™)
1 = vyska reakcnej zmesi v jamke (0,9 cm)
A = aktivita

V = objem reak¢nej zmesi (0,00024 1)

T = ¢as (20 min)

4.8.3. STANOVENIE AKTIVITY ASKORBATPEROXIDAZY

Metdda je zalozend na oxidacii AsA v pritomnosti peroxidu vodika na askorbat.
Zmena absorbancie bola merana pri 290 nm v UV transparentnej mikrotitracnej dosticke
po dobu 5 min. Rozdiel absorbancie za Cas pouzity pre vypocet aktivity bol zisteny
z oblasti linearneho poklesu. Specificka aktivita bola vyjadrena na mg proteinu (Nakano
& Asada, 1987; Ne Vanacker et al, 1998).

Do kazdej jamky bolo napipetované 20 ul biologickej frakcie a nasledne
multikandlovou pipetou 144 ul 50 mM fosfatového pufru, 18 pul 6 mM roztoku AsA
(roztok pripraveny z 9 ml vody: 1 ml 0,5 M fosfatového pufru a 10 mg AsA) a 18 ul 2
mM roztoku peroxidu vodika (pripraveny z 9 ml vody, 1 ml 0,5 M fosfatového pufru
a 2 pl peroxidu vodika)

4.8.4. STANOVENIE AKTIVITY PEROXIDAZY

V priebehu reakcie, ktora je katalyzovand POX, je rozkladany peroxid vodika
a dvojica pyrokatechol-anilin sliZi ako vodikovy donor pre stanovenie aktivity POX.
Anilin-pyrokatechol sa meni na produkt [4-(fenylamino)benzen-1,2-diol] s ruZovym
zafarbenim. Prirastok tohto produktu je zaznamenavany spektrofotometricky pri vlnove;j
dizke 510 nm (Molaei Rad et al., 2007).
Pouzivané zasobni roztoky a ich postup pripravy :

1. 0,2 M sodno-fosfatovy pufer (pH=7,00)
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Roztok Na,HPO4¢12H-0 (35,8 g rozpustit’ v 500 ml redestilovanej vody) a roztok
NaH,PO4 (7,8 g do 250 ml redestilovanej vody) zlievat’ do ciel'ovej hodnoty pH 7
2. H20: (1,7 mM)
3,87 ul (30 % zasobného roztoku) do 20 ml pufru
3. Substrat
0,1872 g pyrokatecholu +2,28 pl anilinu + 10 ml pufru ( mnozstvo na 1 dosti¢ku)
Z dovodu nestélosti pyrokatecholu je nutné ho nariedit’ tesne pred pouzitim
a nechavat’ ho v tmavych miestach.
Do kazdej jamky bolo napipetované 90 nl substratu (anilin a pyrokatechol
v pufri) a 100 pl H:20.. Dosticka sa nechala predinkubovat 4 min pri 25°C
v thermomixéri. Nasleduje pridanie 10 pl biologickej frakcie (0,1 M sodno-draselny
fostatovy pufer u slepého vzorku) ¢o vedie k nastartovaniu reakcie. Vzorky sa pridavali
postupne aby nedoSlo k privelmi dlhym ¢asovym rozdielom. Tvorba produktu je
sledovana v oblasti linedrneho rastu absorbancie pri vlnovej dizke 510 nm po dobu
7 min v minatovych intervaloch. K vypoctu bol pouzity molarny extinkény koeficient

produktu (e =5 mM'.cm?) .
4.8.5. STANOVENIE AKTIVITY GLUTATIONPEROXIDAZY

V priebehu reakcie, ktora je katalyzovana GPX je GSH oxidovany na GSSG. Tento
vzniknuty GSSG je priebezne redukovany pomocou GR, ktord zabezpecuje konstantn
hladinu GSH. Zaroven je spotrebovany NADPH, ¢o je fotometricky monitorované
poklesom absorbancie pri 340 nm (Handy et al., 2009).

Do vSetkych jamiek dosticky bolo napipetovanych 50 pl vzorku (vynimku tvoria
jamky so slepou vzorkou, ktoré namiesto cytosolu obsahuju 50 pl pufru) a 130 pl

mastermixu obsahujiceho:

Pufer (0,1 M K-fosfatovy pufer, pH=7,00) 10,8 ml
EDTA (20 mM) 1,2 ml
GR (10 U/ml) 1,2 ml
GSH (103 mM) 2,4 ml

Po predinkubécii (10 min pri 25 °C na Thermomixéri) bolo multikanidlovou pipetou
pridanych 10 pl 4 mM NADPH a nasledne bola sledovana spotreba NADPH (nezévisla
na hydroperoxide) po dobu 5 min. Reakcia bola nastartovana pridanim 10 pul 70 % t-butyl
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hydroperoxidu taktiez pomocou multikanalovej pipety a bol sledovany pokles

absorbancie pri 340 nm po dobu 5 min.

4.8.6. STANOVENIE AKTIVITY GLUTATIONREDUKTAZY

Princip metddy je zalozeny na premene GSSG na GSH. Sti¢asne s touto premenou
dochadzka k oxidacii NADPH, ktorého spotreba je sledovana pomocou poklesu
absorbancie meranej pri 340 nm po dobu 6 minat na Tecane (Carlberg & Mannervik,
1985).

Do jamiek GAMA dostic¢ky bola pipetovana vzorka o objeme 50 ul (kazda vzorka
5 krat) alebo pufer — slepa vzorka. Nésledne tesne pred meranim, multikandlovou pipetou
bol pridany mastermix (150 pl), ktory na 1 dosticku obsahoval 6 ml 0,1 M K-fosfatového
pufru s pH 7,00; 4,8 ml 5 mM roztoku EDTA; 6 ml 4 mM roztoku GSSG a 1,2 ml 2,5
mM roztoku NADPH.

Zmena asborbancie bola sledovana pri 340 nm po dobu 6 minit v minitovych
intervaloch. K vypoctu bola pouzitd zmena absorbancie za minatu zistend v oblasti

linearneho poklesu.

4.8.7. STANOVENIE AKTIVITY GLUTATION-S-TRANSFERAZY

Meranie aktivity GST je zaloZzené na tvorbe konjugatu GSH s CDNB. Tento
konjugat ma absorpéné maximum pri vinovej dizke 340 nm (Ye & Zhang, 2001).

Do dosti¢iek GREINER s plochym dnom bolo napipetované 6 pl vzorky-cytosolu
(6x). V kazdom stipci boli tiez jamky so slepou vzorkou, ktoré obsahovali 6 pl pufiu.
Nésledne bolo k vzorkam multikanidlovou pipetou napipetované 194 pl mastermixu, ktory
bol pripraveny tesne pred stanovenim z dovodu nestability. Mastermix
na 1 dosticku obsahoval 4 ml roztoku 5,15mM GSH; 0,4 ml 51,5mM roztoku CDNB
a 15,6 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru. Zmena absorbancie bola merana na pristroji Tecan
pri teplote 25 °C pri 340 nm, 6 krat po minatovych intervaloch. Pre vypocet aktivity bol
pouzity rozdiel absorbancie za ¢as (AA/min), ktory bol zisteny z oblasti linearneho

vzrastu absorbancie.
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4.9. STANOVENIE EXPRESIE

Dalsim cielom prace bolo porovnanie expresie génov uréitych antioxidaénych
enzymov [APX, CATI1/2, FeSOD areferenénych genov glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazy (GADPH), aktinu alpha 3 (ACT3)] medzi kontrolnou skupinou rastlin
a skupinou ovplyvnenou anthelmintikami FBZ a IVM. Vo vsetkych troch skupinach
rastlinného materidlu najprv prebehla izolacia ribonukleovej kyseliny (RNA), ktora

nasledne bola reverznou transkripciou prepisana do komplementarnej DNA (cDNA).
4.9.1. IZOLACIA RNA A MERANIE KONCENTRACIE RNA

Po rozomleti rastlinného materidlu v trecej miske bolo do 1,5 ml skiimavky
navazene 50 mg vzorku (od kazdého typu materidlu z 3 jednotlivych rastlin pre kazdu
skupinu — kontrola, IVM, FBZ) a pridané 350 pl pufru z Kitu Ribospin™. Vzorky boli
oznacené a zmrazené pri teplote mraziaceho boxu -80 °C.

K izolacii bol vyuzity postup v materialoch, ktoré boli sucast'ou Kitu Ribospin™,
Priprava prebiehala v lamindrnom boxe s pouzitim rukavic, aby sa zabrénilo
kontaminacii. Po rozmrazeni vzorku, bol rozdrveny material preneseny na EzPure™
filter. V tomto kroku boli odstranené velké Casti rastlinného materidlu a vacSina
genomickej DNA bola prefiltrovand. Po centrifugacii pri izbovej teplote (30 s;
nad 10,000 g) bol supernatant premiestneny do novych 1,5 ml mikroskumaviek, ktoré
boli sucastou kitu. Po pridani 350 pl 70% etanolu a premieSani bola tdto zmes
premiestnena na minispin kolonku. Po opéatovnej centrifugacii (30 s, 10,000 g, izbova
teplota) bol odstraneny filtrat a kolonka zavedena do povodnej skimavky. Po pridani 500
pl pufru z Kitu Ribospin™. bol proces centrifugacie a odstranenia filtratu zopakovany.
Dalsim krokom bolo pridanie 70 pl reakénej zmesi deoxyribonukledzy (DNazy) I
do stredu minispin kolonky, k odstraneniu moznej neziaducej DNA. Této reakénd zmes
bola pripravena z 2 pl DNazy a 70 ul pufru z Kitu Ribospin™. Po inkubécii pri izbove;j
teplote po dobu 10 minut bol opét’ pridany pufer (500 pl), ktory sa nechal posobit’
2 minuty na inaktivaciu DNazy I a premytie. Opit’ bola vykonana centrifugécia rovnako
ako v predoslych pripadoch. Nésledne bol pridany pufer z Kitu Ribospin™ (500 pl)
a opdt’ centrifugécia, nasledne opakovanie tohto kroku. Pre odstranenie rezidui pufru sa
kolonka centrifugovala d’al§iu minutu a po tomto kroku sa previedla do novych 1,5 ml

skimaviek. Na stred membrany kolonky bolo pridané 30 pl Nuclease-free vody
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a stocenie. Vzorka zo skimavky obsahujica vycistenu a izolovani RNA sa ihned’ vyuzila
k zmeraniu koncentracie RNA na spektrofotometri NanoDrop. Zaroven sa zmeranim

absorbancie pri 260, 280 a 230 nm overila kontaminacia DNA a fenolom.

4.9.2. REVERZNA TRANSKRIPCIA

Principom reverznej transkripcie je prevedenie RNA na jednoretazovii cDNA
s pouZitim primeru.

Prvym krokom postupu je priprava zmesi obsahujucej 8 pul RNA (nariedena
na 250 ng/pul) a1 pl ndhodnych hexamerov pipetovanych elektronickou pipetou. Po
sklepnuti kvapiek a zamieSani boli vzorky prevedené do PCR cykléru s teplotou 65 °C.
Po 5 minitach boli vzorky premiestnen¢é do  mraziaceho  stojanu
na schladenie. Behom tohto zahrievania a chladenia bol pripraveny mastermix

s reverznou transkriptazou (RT). Jeho zlozZenie je zobrazené v Tabulke 4.

TABUI’)KA 4 ZLOZENIE MASTERMIXU NA REVERZNU TRANSKRIPCIU

Mastermix RT

4 ul pufru

2 ul DTT

2 ul deoxynukleotidtrifosfatov (ANTPs)
0,5 ul RT

2,5 ul Nuclease-free vody

Do vychladnutych skimaviek bolo ku kazdej vzorke pridanych 11 pl mastermixu
RT, nasledne opit’ stocenie a vratené naspiat’ do PCR-cykléru, kde sa najprv 50 mintt
zahrievali na 42 °C (prebiehala syntéza cDNA) a potom 5 mintt pri 80 °C (denaturécia
RT). Na zaver sa do zmesi pridalo 80 pl redestilovanej H-O, ¢im doslo k 5-ndsobnému
zriedeniu pripravenej cDNA. Takto upravované vzoky boli uchovavané do nasledujuceho

merania.
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4.9.3. KVANTITATIVNA POLYMERAZOVA RETAZOVA
REAKCIA V REALNOM CASE (qRT-PCR)

Pred vlastnym meranim expresie, bola skontrolovand ucinnost’ primerov.
Efektivita alebo ucinnost PCR reakcie je meradlom celkovej vykonnosti reakcie. Je
vyjadrovand ako percentudlna hodnota a v praxi by sa ucinnost mala pohybovat’
v rozmedzi 90 % az 110 %. Uinnost mdze byt zniZena napr. pritomnostou etanolu,
EDTA alebo naopak zvySena pri chybnom pipetovani. Pri vypocte G¢innosti sa vyuziva
smernica kalibracnej krivky, ktord znazorfiuje zavislost Cr hodnoty (os y)
na koncentracii cDNA zriedovacej rady v logaritmickom prevedeni (os x).
Pre zostrojenie krivky a vypocet uC€innosti bola vyuzitd zmieSand cDNA, ktora
obsahovala 20 ul z kazdej pripravenej cDNA. Z tohto zmieSané¢ho vzorku bola nasledne
pripravena riediaca rada:

Do prvej skimavky bolo pipetované 10 pl zmieSanej cDNA a 40 pl ddH:0. Z tejto
premieSanej zmesi sa odobralo 10 pul, ktoré boli nasledne rovnako nariedené. Tento krok
bol opakovany esSte 3-krat. Takto bolo pripravenych 5 rdéznych koncentracii, ktoré boli
nasledne v duplikatoch pipetované do 96 jamkovej PCR dosticky.

Kazda jamka obsahovala celkovo 20 ul: 15 pl reakénej zmesi (Specifickej pre kazdy
primer) a 5 ul cDNA vzorky/vody.

ZloZenie reakcnej zmesi:

10 pl MasterMixu

0,8 ul (0,4 pul forward +0,4 ul reverse) nariedené¢ho primeru

4,2 ul vody

Princip PCR je podobny principu replikacie DNA, ku ktorému dochéadza
v bunkach. Dvojvlaknovd DNA je pri vysokej teplote denaturovand, tym sa ziskaja
jednoretazové vladkna sluziace ako matrice pre Specifickti amplifikaciu toho tiseku DNA,
ktory je ohrani¢eny 2 typmi primerov a to tzv. reverse a forward primermy. Kazdy z nich
ma inl sekvenciu a nasadd na komplementarne vldkna DNA templatu. PCR prebieha
v termocykléri, €o je zariadenie ktoré dokazZe rychlo a presne menit’ teplotu podl'a zadania
(Schmittgen & Livak, 2008).

Z vysledkov bol v prvom rade spocitany priemer z duplikatov a urobeny rozdiel
medzi jednotlivymi hodnotami duplikatov. Vzorky, pri ktorych rozdiel medzi dvomi
hodnotami bol prili§ vysoky, boli oznac¢ené za nevyhovujice a neboli pouZzité do d’alSich

vypoctov.
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Pre vypocet relativnej génovej expresie bola pouzita relativna kvantifikacia. Tato
metdda porovnava vysledky zistovanych vzoriek s kalibratorom (exogénna kontrola)
aj s normalizatorom (referencny gén). Pri tejto metdde st najprv hodnoty C; pre cielovy
gén (APX, CATI1/2, FeSOD) v testovanej vzorke aj pre kalibrator normalizované
k referencnému génu (GAPDH, ACT3), nasledne sa normalizuje AC; cielového
testovaného génu ku AC; kalibratoru. Ako prvé boli vypocitané aritmetické priemery Cr
hodnét duplikatov pre vietky gény. Nasledne boli hodnoty dosadené do 224, (Nolan, et
al., 2006; Schmittgen & Livak, 2008).

Komparativha metéda k vyslednym hodnotdm vzoriek z kontrolnej skupiny
vzt'ahuje hodnoty vzoriek ovplyvnenych anthelmintikami. Indukcia génovej expresie
oproti kontrolnej skupine sa prejavi zvySenou expresiou a naopak inhibicia expresie sa

prejavi znizenou expresiu oproti kontrolnej skupine.
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5. VYSLEDKY

5.1.

KONCENTRACIA BIELKOVIN

Koncentracia bielkovin v subcelularnych frakciadch bola stanovena podla postupu

uvedeného v kapitole 4.7. Na zékladne hodnot absorbancie roztokov Standardov

pripravenych podl'a prislusnej tabulky bola zostrojena kalibra¢na krivka, ktora vyjadruje

zévislost’ absorbancie na koncentracii bielkovin (Obr. 15).

Absorbancia

Kalibracna krivka

0,8
y =0,0003x + 0,3949 PY

0,7 R2=0,9841

0,6
0,5
0,4
03
0,2

0,1

0 200 400 600 800 1000 1200

Koncetracia pg/ml

OBRAZOK 15 ZAVISLOST ABSORBANCIE NA KONCENTRACII BIELKOVIN.
HODNOTY ABSORBANCIE SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3 NEZAVISLYCH MERANI.

Pomocou rovnice linearnej regresie (y=0,0003x+0,3949 s korelanym

koeficientom R?* = 0,9841) bola vypocitand koncentracia bielkovin v korenioch,

listoch, strukoch a semienkach kontrolnej skupiny vzoriek séje, soje kultivovane;j

s FBZ asoje kultivovanej s IVM. Z vysledkov troch nezavislych merani bola

vypocitana priemernd hodnota pre kazdi vzorku atieto priemery boli pouzité

k vypoctu Specifickej aktivity stanovovanych enzymov. Koncentracie bielkovin v s6ji

st uvedené v Tabul’ke 5, porovnanie medzi jednotlivymi vzorkami zobrazuje Obr. 15.

51



TABULKA 5 Koncentracia bielkovin v séji v jednotkach mg/ml

IVERMEKTIN FENBENDAZOL KONTROLA
Koren 0,14 + 0,03 0,31 + 0,04 0,07 £0,01
List 0,84 £0,23 0,37 £ 0,05 0,97 £ 0,16
Struk 0,54 + 0,04 0,34 + 0,03 0,36 + 0,05
Semienko 2,82 +£0,01 3,46 £ 0,03 2,65+0,13

Porovnanie koncetracie bielkovin
3,5
2,5

1,5

0,5
T -i' T III

koren list struk semienko

Koncentrécia bielkovin [mg/ml]
N

H|VM ®mFBZ mKON

OBRAZOK 16 POROVNANIE KONCETRACIE BIELKOVIN
HODNOTY KONCENTRACIE BIELKOVIN SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3

NEZAVISLYCH MERANI.

Na Obr. 16 je mozné vidiet,, Ze koncentracia bielkovin je najvysSia v semienkach

rastliny. NajmenS$ia koncentracia je zjavna v korenoch.
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5.2. AKTIVITA ANTIOXIDACNYCH ENZYMOV
5.2.1. AKTIVITA KATALAZY

Na stanovenie aktivity CAT bola pouzitda metdéda s molybdenanom amonnym.
Vypocet a stanovenie aktivity nebolo mozné uskutocnit’ z dovodu negativnych hodnot
rozdielov absorbancie blankov. Je mozné, ze to bolo sposobené vyraznym zafarbenim
subcelularnych frakcii a preto tdto metdda stanovenia nebola vhodna. Vzhl'adom
na neuspech tejto metdody by vhodnejSim stanovenim mohlo byt titracné stanovenie

(vhodné pre zafarbené vzorky) a kalorimetrickda metoda (Anjum et al., 2016).
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5.2.2. AKTIVITA SUPEROXIDDISMUTAZY

Aktivita SOD bola zistena podl'a metody SOD assay Kit, ktora je podrobnejSie
uvedena v kapitole 4.8.2. Hodnota enzymatickej aktivity bola vypocitand z namerane;j
absorbancie podl'a prislusného vzorca a prepocitand na Specifick enzymaticku aktivitu

uvedenu v jednotkach nmol/min/mg (Tabulka 6).

TABULKA 6 Specificka aktivita SOD uvedena v jednotkach nmol/min/mg

IVERMEKTIN FENBENDAZOL KONTROLA
Koren ‘ 90,24 +13,92* 36,91 + 5,43* 155,01 + 7,42
List ‘ 15,41 £ 1,60 31,19 £ 4,40* 9,74 £ 1,41
Struk ‘ 21,38 £ 2,19 32,60 £4,95 27,11 £ 3,05
Semienko ‘ 3,80+ 1,09 3,36 £ 0,38 3,84 £0,41
Porovnanie Specifickej aktivity SOD
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OBRAZOK 17 POROVNANIE AKTIVITY SOD V JEDNOTLIVYCH VZORKACH
HODNOTY SPECIFICKEJ AKTIVITY ENZYMU SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3
NEZAVISLYCH MERANI. SIGNIFIKANTNA ZMENA ( P<0,05) OPROTI KONTROLNEJ SKUPINE JE OZNACENA
HVIEZDICKOU (%)

Pri grafickom zn4zorneni rozdielu aktivit (Obr. 17) je mozné vidiet,, Ze signifikantny
pokles aktivity SOD spdsobil FBZ aj IVM v koreni. V liste rastliny ovplyvnenej FBZ bol
namerany ndrast aktivity vo¢i kontrolnej skupine. Ostatné rozdiely nie st povaZzované

za Statisticky vyznamné.
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5.2.3. AKTIVITA ASKORBATPEROXIDAZY

Aktivita APX bola stanovend podla metédy zalozenej na oxidacii AsA
v pritomnosti peroxidu vodika na askorbat. Absorbancia bola zmerand pri 290 nm.
Z oblasti linearneho poklesu bol zisteny rozdiel absorbancie pocas 5x mintatovych
intervalov. Vysledné Specifické aktivity pre jednotlivé vzorky su uvedené v Tabulke 7,

grafické porovnanie zobrazuje Obr. 18.

TABULKA 7 Specificka aktivita APX v jednotkach pmol/min/mg

IVERMEKTIN FENBENDAZOL KONTROLA
Koren ‘ 1,78 £ 0,39* 1,06 +0,39* 3,09 + 0,80
List ‘ 0,66 +£0,27 0,91 £0,18 0,56 £0,13
Struk ‘ 0,38 £ 0,02* 0,38 £ 0,06* 0,55+ 0,08
Semienko ‘ 0,10+ 0,01* 0,05+0,01%* 0,17 £0,03
Porovnanie Specifickej aktivity APX
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OBRAZOK 18 POROVNANIE AKTIVITY APX V JEDNOTLIVYCH VZORKACH
HODNOTY SPECIFICKEJ AKTIVITY ENZYMU SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3
NEZAVISLYCH MERANI. SIGNIFIKANTNA ZMENA (P<0,05) OPROTI KONTROLNEJ SKUPINE JE OZNACENA
HVIEZDICKOU (*)

Na Obr. 18 je moZné vidiet, Ze kultivacia s anthelmintikami ovplyvnila aktivitu
APX v koreni, kde obe tieto liecivd spdsobili zniZenie aktivity. Rovnako Statisticky
vyznamny pokles aktivity APX sposobili obe anthelmintika v strukoch aj semienkach

rastlin. Aktivita nebola signifikantne zmenena v liste.

55



5.2.4. AKTIVITA PEROXIDAZY

Aktivita POX bola stanovend pomocou anilin-pyrokatecholu a metdédy uvedenej
v kapitole 4.8.4. Ziskané hodnoty enzymatickej aktivity boli nasledne prepocitané na
miligram bielkoviny vo vzorku, ¢im sme ziskali hodnotu Specifickej aktivity enzymu

v jednotkach nmol/min/mg (Tabulka 8).

TABULKA 8 Specificka aktivita POX v jednotkach nmol/min/mg

IVERMEKTIN FENBENDAZOL KONTROLA
Koreit | 1,78 +0,39* 1,06 =0 ,39* 3,09 + 0,80
List \ 0,66 + 0,27 0,91 +0,18* 0,56+ 0,13
Struk \ 0,38 + 0,02* 0,38 + 0,06 0,55 + 0,08
Semienko 0,10 + 0,01 0,05 + 0,01 0,17 £0,03

Porovnanie Specifickej aktivity POX
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OBRAZOK 19 POROVNANIE AKTIVITY POX V JEDNOTLIVYCH VZORKACH
HODNOTY SPECIFICKEJ AKTIVITY ENZYMU SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3
NEZAVISLYCH MERANI. SIGNIFIKANTNA ZMENA (P<0,05) OPROTI KONTROLNEJ SKUPINE JE OZNACENA
HVIEZDICKOU (%)

Obr. 19 zobrazuje rozdiel medzi aktivitami POX v jednotlivych vzorkach.
Z nameranych vysledkov je mozné posudit’, Ze aktivity sa signifikantne liSia v korenoch,
kde obe anthelmintikd FBZ a IVM sposobili zniZenie aktivity POX oproti kontrolnej
skupine. V struku zniZenie aktivity spdsobil len IVM. V liste skupiny ovplyvnenej FBZ
je aktivita POX zvySend oproti KON skupine aj oproti IVM. V semienku nie je

zaznamenana Ziadna Statisticky vyznamna zmena.
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5.2.5. AKTIVITA GLUTATIONPEROXIDAZY

Hodnoty aktivity GPX boli merané¢ podla metdédy uvedenej v kapitole 4.8.5.
Vypocet bolo mozné uplatnit’ len pri vypocte aktivity GPX v koreni a struku (Tabul'ka
9).

Vzhladom na negativitu vysledku u vsetkych troch nezavislych merani
a nemoznost vypocltu vo vicSine vzorkach, bol pre vylucenie chybnosti metddy
prevedeny rovnaky skuasobny postup so vzorkami potkanej pecene (cytosol,

mitochondrie). Vysiel na rozdiel od séje kladne.

TABULKA 9 Specificka aktivita GPX v jednotkach pmol/min/mg

IVERMEKTIN FENBENDAZOL KONTROLA

Koren ‘ 0,21 £ 0,002* 0,10+ 0,01* 0,43 £ 0,001
Struk | 0,05 £ 0,001 0,0679" 0,04 + 0,001
POZNAMKA K TABULKE 9 ' V STRUKU FBZ NEBOLO MOZNE SPRAVIT ARITMETICKY PRIEMER

A VYHODNOTIT SPECIFICKU AKTIVITU VZHLADOM NA POUZITELNOST LEN JEDNEJ HODNOTY

Porovnanie Specifickej aktivity GPx
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OBRAZOK 20 POROVNANIE AKTIVITY GPX V JEDNOTLIVYCH VZORKACH
HODNOTY SPECIFICKEJ AKTIVITY ENZYMU SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3
NEZAVISLYCH MERANI. SIGNIFIKANTNA ZMENA (P<0,05) OPROTI KONTROLNEJ SKUPINE JE OZNACENA
HVIEZDICKOU (*)

IVM a FBZ spdsobili zniZenie aktivity v koreni rastliny (Obr. 20). V struku nedoslo

k signifikantnej zmene aktivity. V listoch ani semenéch rastlin sa aktivitu nepodarilo

stanovit’.
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5.2.6. AKTIVITA GLUTATIONREDUKTAZY

Stanovenie aktivity enzymu GR je zaloZené na sledovani spotreby NADPH pri
premene GSSG na GSH, ¢o sa prejavuje zmenou absorbancie meranej
pri 340 nm. Vysledné priemerné hodnoty Specifickej aktivity z troch merani su uvedené
v Tabulke 10 spolu so smerodajnymi odchylkami.

Aktivitu v liste nebolo mozné spocitat’ kvoli nelinearnemu poklesu absorbancie,

preto nebola zahrnuta v porovnani.

TABUEKA 10 Specificka aktivita GR v jednotkach nmol/min/mg

IVERMEKTIN FENBENDAZOL KONTROLA
Koreri | 57,10+ 17,16 17,25 £ 0,81%* 82,83 + 18,79
Struk | 9,99 + 1,22% 17,35 £ 5,36* 4231 + 12,66
Semienko | 13,63 + 1,46 12,82 +0,72 14,18+ 0,21

Porovnanie Specifickej aktivity GR
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OBRAZOK 21 POROVNANIE AKTIVITY GR V JEDNOTLIVYCH VZORKACH
HODNOTY SPECIFICKEJ AKTIVITY ENZYMU SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3
NEZAVISLYCH MERANI. SIGNIFIKANTNA ZMENA (P<0,05) OPROTI KONTROLNEJ SKUPINE JE OZNACENA
HVIEZDICKOU (*)

Na Obr. 21 je mozné vidiet, Ze aktivita sa 1iSi v koreni aj v struku, kym u semienka
nie. Pri vzorkéach z korena je mozné vidiet’, Ze aktivita GR je vyrazne zniZena u FBZ.

Vo vzorkach struku je aktivita GR zniZena pri skupine IVM aj FBZ.

58



5.2.7. AKTIVITA GLUTATION-S-TRANSFERAZY

Princip merania aktivity GST spocival v tvorbe konjugatu GSH-CDNB.
Absorbancia tohto konjugatu bola vyuzitd k vypoctu aktivity enzymu, ktord bola d’alej
prepocitand pomocou koncentracie proteinu na Specificku aktivitu enzymu v jednotkach

nmol/min/mg. Tabulka 11 uvéadza priemerné hodnoty zo Styroch réznych merani.

TABULKA 11 Specificka aktivita GST v jednotkach nmol/min/mg

IVERMEKTIN FENBENDAZOL KONTROLA
Koren ‘ 64,07 £4,56* 27,83 £ 8,12* 103,39 + 13,32
List \ 12,44 £ 2,83 22,58 £4,23* 11,58 £ 1,85
Struk \ 19,73 £ 0,55 22,94 + 3,59 21,45 +2,03
Semienko ‘ 13,86 £ 0,28 12,69 + 1,46 13,74 £ 2,06
Porovnanie Specifickej aktivity GST
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OBRAZOK 22 POROVNANIE AKTIVITY GST V JEDNOTLIVYCH VZORKACH
HODNOTY SPECIFICKEJ AKTIVITY ENZYMU SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3 NEZAVISLYCH
MERANI. SIGNIFIKANTNA ZMENA (P<0,05) OPROTI KONTROLNEJ SKUPINE JE OZNACENA HVIEZDICKOU (*)

Podla Obr. 22 je mozné vidiet, Ze aktivita GST sa odliSuje len pri vzorkach
z korena a listu. V korenioch soje ovplyvnenej anthelmintikami je aktivita GST niZSia
oproti kontrolnej skupine. Toto zniZenie je zjavné u oboch lie¢iv FBZ aj IVM, priCom
vyraznejSie zniZenie je v skupine rastliny pestovanej pod vplyvom FBZ. FBZ spdsobil

zvysenie aktivity v liste.
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5.3. EXPRESIA ENZYMOV

5.3.1. HODNOTENIE = KONCENTRACIE, CISTOTY RNA A
UCINNOSTI PRIMEROV

Na vyhodnotenie koncentracie a Cistoty RNA bol pouzity spektrofotometer
NanoDrop. Nanodrop vyhodnotil jednotlivé koncentracie RNA z konkrétnych vzoriek
a zaroven zhodnotil ¢istotu RNA podl'a pomeru absorbancie A260/A280 (vyjadrujiceho
kontaminaciu proteinmi a jeho hodnota by mala byt vicsSia ako 1,8) a podl'a pomeru
A260/230 (vyjadrujaceho kontaminaciu fenolom, hodnota pomeru by sa mala nachadzat’
v rozmedzi 1,8-2,2).

Nasledujica Tabulka 12 udava hodnoty koncentracie jednotlivych vzorkov

v jednotkach ng/ul.

TABULKA 12 Koncentracie RNA uvedené v jednotkach ng/ul

TYP KOREN [ng/ul]  LIST [ng/ul] STRUK [ng/ul] SEMIENKO [ng/ul]
Kontrola 1 161,7 133,8 4,5 98,8
Kontrola 2 64,4 173,1 75,1 146,3
Kontrola 3 64,4 73,2 442 119,9
Fenbendazol 1 4.9 2143
Fenbendazol 2 45,7 40,7 4,6

Fenbendazol 3 88,1 216,7 5,1 60,4
Ivermektin 1 36,9 60,8 61,5 107,5
Ivermektin 2 62,8 76,1 85,0 181,3
Ivermektin 3 55,0 51,5 287,9

Poznamka k Tabulke 12 :cervenou farbou su zvyraznené hodnoty, ktoré neboli pouzité k PCR kvoli

prilis nizkej koncentracii RNA vo vzorkdch a oranZovou farbou hranicné hodnoty koncentrdcie
TABUIKA 13 Percentuilne vyjadrenie uc¢innosti primerov

GADPH ACT3 APX CAT FeSOD
94% 105% 87% 94% 92%
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Dal§im krokom bolo stanovenie Gi¢innosti primerov pre referenéné aj pre cielové
gény. Primery pre APX, CAT a FeSOD su primery pre cielové gény enzymov. GADPH
a ACT3 st referencné gény, uktorych nedochddza vplyvom experimentalnych
podmienok ku zmenam stability alebo variability génovej expresie. Casto su to tkz.
housekeeping gény, ktoré su nevyhnutné pre zaistenie zdkladnych biochemickych
procesov a mali by byt’ stabilné za r6znych podmienok. K tymto génom sa vztahuje
expresia Studovaného génu.

V Tabulke 13 st uvedené hodnoty u€innosti primerov v percentach. Hodnoty by
mali byt v intervale 90-110 %. VSetky primery zo stanovenych vyhovuji tomuto

rozmedziu.
5.3.2. ANALYZA EXPRESIE VYBRANYCH GENOV

Na porovnanie expresie jednotlivych enzymov (APX, CAT, FeSOD) bola pouzita
relativna komparativna metdda, podrobnejSie rozpisana v kapitole 4.9.3. K vyslednym
hodnotam kontrolnych vzoriek neovplyvnenych anthelmintikami (kalibrator), boli
vztiahnuté hodnoty vzoriek ovplyvnenych IVM alebo FBZ. Vysledky su teda vyjadrené
ako nasobky, ktoré vyjadruju kolkokrat je hladina génovej expresie niz§ia alebo vyssia
oproti kontrolnej vzorke.

Vysledné aritmetické priemery a smerodajné odchylky st uvedené v Tabulke 14.
Uvedena hodnota predstavuje priemer z troch roznych vzoriek rovnakej Casti rastliny
a rovnakej skupiny. Porovnanie medzi jednotlivymi skupina zobrazuje Obrazok 23.

V strukoch sb6je ovplyvnenej FBZ sa nepodarilo vyhodnotit’ expresiu enzymov

z dovodu nizkej koncentracie RNA.
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TABULKA 14 Vysledky stanovenia expresie antioxidaénych enzymov pomocou
relativnej komparativnej metody

KON FBZ IVM
APX koren 1+0,6 1,53+1,0 0,79 £0,31
struk 1+0,12 n.d. 2,24 +2,03
list 1+0,2 3,71 £0,37* 1,53 +0,31
semienko 1+0,39 0,40 £ 0,24 0,48 +0,35
CAT koren 1+0,32 4,08 £2,05 3,11 £1,17
struk 1+0,15 n.d. 0,96 + 0,37
list 1+0,13 1,36 £ 0,07* 0,67 £0,15*
semienko 1+0,56 4,10+ 2,36 0,50 +£0,38
FeSOD koren 1+0,51 0,16 £ 0,05* 0,50 +0,11
struk 1+0,09 n.d. 1,09+0,12
list 1+0,44 0,75 +0,43 0,92 +0,38
semienko 1+0,44 0,83 +£0,27 1,34 £ 0,92
POZNAMEKA K TABULKE 14 N.D.=NEBOLO STANOVENE
Porovnanie expresie enzymov APX, CAT a FeSOD
7,00
6,00
5,00
4,00 -
3,00
2,00 *
1,00 i [ - ' I I I i s *II [ { I z ii[ iI
koren struk list semienko koren struk list semienko koren struk list semienko
APX CAT FeSOD

HIVM mFBZ mK

OBRAZOK 23 GRAF PREDSTAVUJE POROVNANIE EXPRESIE MEDZI KONTROLNOU

SKUPINOU SOJE A SKUPINOU SOJE OVPLYVNENOU IVM ALEBO FBZ.
HoDNOTY SU VYJADRENE AKO ARITMETICKE PRIEMERY Z 3 RASTLIN. SIGNIFIKANTNA ZMENA
(P<0,05) OPROTI KONTROLNEJ SKUPINE JE OZNACENA HVIEZDICKOU (*)

Zhodnotenie expresie APX: Vzhl'adom na velkost smerodajnych odchylok,

k signifikantnej zmene expresie doslo iba v listoch sdji ovplyvnenej FBZ. FBZ spdsobil
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narast expresie oproti kontrolnému vzorku. V strukoch nebolo mozné porovnat’ expresiu,
pretoze vzorky FBZ neboli pouzitelné kvoli nizkej koncentracii RNA.
Zhodnotenie expresiec CAT: Ovplyvnenie expresie je viditelné v listoch,
v skupine FBZ je expresia zvySena oproti kontrole, kym v skupine IVM naopak je
expresia znizena.
Zhodnotenie expresic FeSOD: V porovnani expresic FeSOD doslo k rozdielu

v koreni, kde v skupine ovplyvnenej anthelmintikom FBZ je znizené expresia FeSOD.
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6. DISKUSIA

Veterinarne lie¢iva su kontaminanty, ktoré sa dostavaju do Zivotného prostredia
priamo prostrednictvom oSetrovanych zvierat alebo aj nepriamo hnojenim pody alebo
pouzitim kontaminovanej vody. Environmentalny dopad a riziko tychto lieCiv nie je
skimané tak ¢asto ako je to u humannych lie¢iv (predovsetkym u antibiotik, steroidnych
lieciv a hormoénov), avSak aj veterinarne lieCiva mozu byt prijimané rastlinami a tak
predstavovat’ potencidlne nebezpecenstvo (Jjemba, 2002a).

Ked’ sa biomasy obsahujuce nemetabolizované alebo Ciasto€ne metabolizované
zluCeniny aplikuji ako podne hnojiva, zlu¢enina moze byt dostupna k absorpcii
rastlinami. Takato expozicia méZe ovplyvnit’ rast a vyvoj tychto rastlin, pricom vplyv
z4visi najmd od typu latok, davky, sorp¢nej (adsorptnej a desorpcnej) kinetiky
a mobility v pdde. Zatial’ Co nie je ziadny dokaz o tom, ¢i bioakumulacia niektorych
terapeutickych zlicenin predstavuje vyznamné ohrozenie zdravia pre spotrebitelov
poskodenych rastlin, je nepochybné, Ze niektoré zluceniny su Skodlivé pre rast rastlin,
ako to dokazuju kontrolované laboratorne pokusy. Stidie in vitro ukazujt, e niekol’ko
terapeutickych latok ma nepriaznivé ucinky na rastliny (Jjemba, 2002a).

Bioakumulécia terapeutickych latok rastlinami bola preukazana. Taktiez bola
prevedena Studia v ktorej bola sledovana moznost vstupu liekov do potravinového
retazca prostrednictvom prijmu z pody do potravinarskych rastlin. Vysledky ukazuju, ze
po aplikacii hnoja s obsahom veterinarnych liekov na pddu v ekologicky realnych
koncentraciach su vybrané latky prijimané rastlinami na zistitel'nych trovniach. Tato
Studia sa konkrétne zaoberala vyskytom lieCiv v korenoch mrkvy a listoch Salatu.
V listoch $alatu bola detegovana napriklad pritomnost’ florfenikolu (c=15 pg-kg?),
levamisolu (c= 170 pg-kg') a trimetoprimu (c=6 pg-kg'). V koreni mrkvy bol zisteny
okrem florfenikolu, trimetoprimu aj enrofloxacin. Tieto hodnoty nepredstavujt riziko pre
¢loveka ako konzumenta (pretoZe st nizsie ako akceptovatel'né denné prijmy), ale narusili
rast a vyvoj rastliny (Boxall et al., 2006).

Okrem toho, Ze lie¢iva v prostredi predstavuju riziko vzniku rezistencie a moznost’
ohrozenia zdravia populacie cez potravinovy retazec, patria k jednym zo stresovych
faktorov pre rastliny vyvolavajlc stresové podmienky stimulujice produkciu ROS, ktoré
pre rastliny predstavuju nebezpecenstvo oxida¢ného stresu, poskodenia az thynu.

Rastliny st vSak chrdnené antioxidacnym systémov pozostdvajucim z enzymovych
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a neenzymovych antioxidantov, ktoré maju schopnost’ zachytavat a eliminovat’ ROS
a znizovat’ ich koncentraciu na fyziologickl hodnotu.

V porovnani s ostatnymi stresovymi faktormi (ako je napriklad vplyv
nizkych/vysokych teplot, vlhkosti, nedostatku zivin, salinity, tazkych kovov, ...), stadii
a prac, ktoré by sa zaoberali vplyvom lieCiv ako stresovych faktorov na antioxidacné
enzymy je omnoho menej, pripadne su zamerané hlavne na vplyv antibiotik.

Podla studie Stuchlikova et al., (2018) uskutoénenej na in vitro regenerantoch
rastliny skorocelu kopijovitého (Plantago lanceolata), v ktorej bol pozorovany vplyv
FBZ a FLU, je rastlina schopna tieto anthelmintika prijat z prostredia/pody
a transponovat’ ich do nadzemnych Casti rastliny. TaktieZ v rastline dochadza k ich
metabolizacii a FBZ a FLU sposobuju oxidac¢ny stres a znizuji antioxida¢ni ochranu
rastliny. Pozorovany bol vplyv tychto lieiv na aktivitu enzymov CAT, APX, SOD, POX,
GST. Vplyv anthelmintik IVM a FBZ na aktivitu enzymov CAT, POX, APX, GR, GST,
SOD u suspenznych kultar rastliny ardbkovky thalovej (Arabidopsis thaliana) bol
sledovany v ramci diplomovej prace Hanulikovej, (2018). V oboch tychto pracach bol
zaznamenany vplyv lie€iv na aktivitu antioxidacnych enzymov.

Pri porovnani vplyvu FBZ v oboch rastlindch (Arabidopsis thaliana, Plantago
lanceolata) nebol pozorovany vplyv na aktivitu APX, kym v s0ji vSak bol zaznamenany
pokles aktivity APX v koreni, struku aj semienkach a zaroven Statisticky vyznamne
zvySena génova expresia APX v listoch. FBZ mierne zvysil aktivitu APX v listoch.
Aktivita d’alSich enzymov sa taktiez odliSuje. Aktivita SOD v korenioch soje bola znizena,
podobne ako aj urastliny Plantago lanceolata. Naopak u Arabidopsis thaliana bol
pozorovany ndrast aktivity SOD. Narast aktivity SOD bol zaznamenany tieZ v listoch
Glycine max pod vplyvom FBZ. Podobne to bolo aj u aktivity GST, ktord bola
u skorocelu zvySend (taktieZ v listoch soje pod vplyvom FBZ) a zniZzend u ardbkovky
rovnako ako v korenioch soje. Rovnaky vplyv je moZné pozorovat’ pri aktivite POX soje
ovplyvnenej FBZ. Zmena aktivity POX sa vyskytla u skorocelu kde bola opét” aktivita
znizena, u arabkovky nebola zaznamenana zmena aktivity po expozicii FBZ.

Rozdiely mézu byt’ sposobené medzidruhovou odliSnost’ou, dlhodobejsim vplyvom
anthelmintik (u suspenznych kultiir max 72 hodin vs. u rastlin pestovanych v skleniku 45
dni) a posobenim viacerych vplyvov vzhladom na pestovanie rastlin v skleniku
(prostredie viac odpovedajiice podmienkam pestovania) oproti pestovaniu v sterilnych

podmienkach na kultivacnych médiach.
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Vplyv IVM bol analyzovany v ramci diplomovej prace u suspenznych kultur
arabkovky thalovej. Aktivita SOD, GR a GST bola podobne ako u séje znizena. Rozdiel
je vaktivite POX, ktora bola u ardbkovky signifikantne vyssia, kym u sdje bol
zaznamenany pokles aktivity. Rovnako bol u s6je zaznamenany inhibi¢ny vplyv
na aktivity enzymu APX a GPX na rozdiel od ardbkovky, kde nebola pozorovana zmena
aktivity tychto enzymov voci kontrolnej skupine rastlin.

Aktivita SOD ako jedného z antioxidacnych enzymov bola signifikantne znizena
v koreni pod vplyvom oboch lie€iv, vyraznejsi pokles je zjavny pod vplyvom FBZ. V liste
naopak narast aktivity vplyvom FBZ, uIVM je aktivita taktieZ zvySena ale nie
signifikantne. V strukoch a semienkach aktivita nie je lieCivami ovplyvnena a je takmer
zhodna s aktivitou v kontrolnej skupine. Vel'mi podobne ako SOD je aktivita ovplyvnena
u enzymu POX: aktivita v koreni je v oboch pripadoch zniZend a opit’ je vplyvom FBZ
zvySena aktivita v liste, kym u IVM je takmer rovnakd ako v kontrolnej skupine. IVM
vSak spdsobil pokles aktivity v strukoch. V semienkach nie je Ziadny rozdiel aktivity
medzi skimanymi skupinami a kontrolou. Podobny vplyv je vidiet’ u aktivity APX, kde
je taktiez vyrazne znizend aktivita v korenoch rastlin kultivovanych s anthelmintikami
oproti kontrolnej skupine rastlin. V liste nie je zmena dostato¢na aby bola Statisticky
vyznamna, ale pri oboch lie¢ivach (viac pri FBZ) je narast aktivity. V strukoch aj
v semienkach je u oboch lieCiv Statisticky vyznamny pokles aktivity. Aktivitu enzymu
GPX sa podarilo zhodnotit' len v korenioch, kde podobne ako u predchadzajucich
enzymoch bola vyrazné nizsia aktivita vplyvom IVM aj FBZ a v strukoch, kde nedoslo
k zmene aktivity voci kontrole. Podobné zmeny aktivity boli zaznamenané aj u enzymu
GR. Pokles aktivity sa vyskytol v korefioch ale tentokrat Statisticky vyznamny rozdiel
sposobeny len FBZ. V struku obe lie¢iva zapriCinili pokles aktivity a aktivita
v semienkach bez zmeny. Obe anthelmintikd opdt sposobili pokles aktivity GST
v korenoch a v liste narast aktivity vplyvom FBZ. Struky a semienka bez zmeny voci
kontrole.

Obecne je mozné vidiet, ze aktivita bola ovplyvnena lie¢ivami predovSetkym
v korenoch, kde bol zaznamenany pokles aktivity u vSetkych enzymov vplyvom oboch
lie¢iv (vynimkou je GR kde Statisticky vyznamny pokles len FBZ). Pri¢inu tendencie
k zniZeniu aktivity hlavne v korefioch rastlin kultivovanych s IVM a FBZ, je mozné
vysvetlit' tym, ze rastliny boli roztokmi lie¢iv zalievané a prijimali tieto lieCiva z pody
prostrednictvom koretiov, takZze v korefloch bola pravdepodobne koncentracia

anthelmintik najvyssia.
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Dalsim déovodov méze byt, Ze niektoré z antioxidaénych enzymov maji rdzne
izoformy vroéznych organeldch v korefioch a listoch atieto rdézne izoformy moézu
rozdielne reagovat’ na pritomnost’ anthelmintik.

Najmenej ovplyvnené boli aktivity enzymov v semienkach a v strukoch. Rozdiel
aktivity v semienkach bol namerany len pri aktivite APX, kde vplyvom oboch lie¢iv bol
zaznamenany Statisticky vyznamny pokles. V strukoch bola rovnako znizend aktivita
APX a navyse tiez zniZzena aktivita GR vplyvom oboch lie¢iv a IVM sposobil pokles
aktivity POX.

Zmenou pritomnou vo viacerych pripadov je narast aktivity vplyvom FBZ v listoch
zaznamenany u enzymu SOD, POX a GST, u APX taktieZ ale nie dostatocné vyznamny.
V pripade GR aktivita v liste nebola stanovend. Pri vplyve IVM bola aktivita u tychto
enzymov nezmenena alebo zvySend len minimalne - nie dostatocne aby bola Statisticky
vyznamna.

Statisticky vyznamna zmena expresie pozorovana v troch enzymoch sa vyskytla
v Styroch pripadoch. Spolo¢ny javom je zvysSena expresia v listoch u enzymu APX a CAT
vplyvom FBZ. V pripade APX zvysSena aktivita odpoveda zvysSenej aktivite, ktord vSak
nebola dostatocne vyraznd aby bola Statisticky vyznamna. Ked'ze aktivitu CAT sa
nepodarilo namerat, nie je mozné zhodnotit’ korelaciu medzi expresiou a aktivitou.
V pripade CAT je vSak aktivita v liste ovplyvnend aj IVM - expresia je vSak naopak
zniZzena oproti kontrolnej skupine. Vplyv FBZ v koreni na enzym SOD je zhodny,
v pripade expresie aj aktivity doslo k poklesu.

Z nameranych dat je zjavné, Ze anthelmintikd IVM aFBZ maja vplyv
na antioxidacné enzymy Glycine max a to na ich aktivitu aj expresiu, ¢o moze sposobit’
vysSie riziko oxidaéného poskodenia rastliny s ¢im suvisi aj riziko negativneho
ovplyvnenia rastu az thynu. Podla vysledkov je mozné usudit’, Ze vplyv ma najmé FBZ,
ktory vyraznejSie a vo viacerych pripadoch ovplyvnil aktivitu aj expresiu enzymov oproti
IVM.

S globalnymi klimatickymi zmenami a zne€istovanim Zivotného prostredia vSak
existuje zvySené riziko vystavenia rastlin viac ako jednému stresu v polnych
podmienkach. Za prirodzenych rastovych podmienok st preto rastliny ¢asto vystavené
viac ako jednému stresu sucCasne alebo postupne (Atkinson & Urwin, 2012). Pre
komplexnejsie informacie o vplyve anthelmintik na antioxida¢né enzymy rastlin by bolo
vhodné vysledky $tadii overit’ na rastlinach vyskytujlcich sa v prirodzenych prostrediach

ako su pastviny a hnojené polia, kde dochadza k expozicii rastlin vplyvu anthelmintik.
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7. ZAVER

V tejto diplomovej praci bola prevedena analyza vplyvu anthelmintika IVM a FBZ

na aktivitu a expresiu vybranych antioxida¢nych enzymov u séje fazulovej (Glycine max)

Rastlinné kultary Glycine max boli vypestované a ovplyvnené zvolenymi
anthelmintikami. K analyze boli vyuzité rastliny pestované v skleniku.

Zozbierany rastlinny materidl bol rozdeleny na jednotlivé Casti: korene, listy, struky
a semienka z ktorych boli pripravené subcelularne frakcie

Metddou podl'a Bradfordovej bola stanovena koncentréacia proteinov v jednotlivych
vzorkach. Koncentracia sa vyuzila k vypoctu Specifickej aktivity enzymov.

Aktivita u siedmych antioxida¢nych enzymov (CAT, SOD, APX, POX, GPX, GR,
GST) bola zmerana a vyhodnotend, pricom u CAT sa nepodarilo aktivitu namerat’.
U oboch skupin rastlin ovplyvnenych anthelmintikami IVM a FBZ bol zaznamenany
Statisticky vyznamny pokles aktivity enzymu SOD (v koreni), POX
(v koreni), APX (v koreni, struku a v semienkach), GR (v struku), GPX (v koreni)
a GST (vkoreni). Pokles aktivity v skupine rastlin ovplyvnenych IVM bol
zaznamenany u enzymu POX (v struku). U rastlin exponovanych FBZ sa zmena
aktivity vyskytla pri enzymoch: SOD, POX a GST kde bol zaznamenany Statisticky
vyznamny narast aktivity v listoch a u enzymu GR pokles aktivity v koreni.
Vyuzitim qRT-PCR bola porovnana expresia troch enzymov (FeSOD, APX a CAT)
u rastlin ovplyvnenych anthelmintikami voci kontrolnej skupine. Vyhodnotenim je
porovnanie — indukcie/inhibicie expresie enzymov rastlin pestovanych pod vplyvom
anthelmintik ku kontrolnej neovplyvnenej skupine.

Statisticky vyznamna zmena expresie bola zaznamena len v Styroch pripadoch.
ZvySena expresia APX v listoch, zvySena expresia CAT v strukoch a zniZzena expresia
SOD v koreni sa vyskytla uskupiny rastlin pestovanych pod vplyvom FBZ.
Signifikantny pokles expresie SOD v koreni skupiny rastlin ovplyvnenych FBZ
koreluje s poklesom aktivity SOD v koreni, zvySena expresia APX v listoch
odpoveda zvySenej aktivite, ktord vSak nebola Statisticky vyznamna. U rastlin pod

vplyvom IVM bola zaznamenana zniZena expresia CAT v liste.
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8. ZOZNAM SKRATIEK

ACT3
APX
AsA
AsA-GSH
BSA
CAT
CBBG
cDNA
CDNB
ddH-0O
DDT
DMSO
DNA
DNaza
dNTPs
DTT
EDTA
ER
EWS
FBZ
FLU
GAPDH
GPX
GR
GSH
GSSG
GST
IVM
NADPH
PCR
POX
PVP

aktinin alpha 3
askorbatperoxidaza
kyselina askorbova
askorbat-glutationovy cyklus
bovinny sérovy albumin
katalaza
Coomassie Brilliant Blue G-250
komplementarna DNA
1-chlor-2.4-dinitrobenzén
redestilovana voda (double distilled water)
dichlordifenyltrichloretan
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukledza
deoxynukleotidtrifosfaty
ditiotreitol
kyselina etyléndiaminotetraoctova
estrogenovy receptor
pracovny roztok enzymov (Enzyme Working Solution)
fenbendazol
flubendazol
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
glutationperoxiddza
glutationreduktaza
glutation
oxidovany glutation
glutation-S-transferaza
ivermektin
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
polymerazova retazova reakcia (PolymeraseChainReaction)

peroxidaza

polyvynilpyrolidon
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ROS
RT
SERM
SOD
WST

ribonukleova kyselina

reaktivne druhy kyslika

reverzna transkriptaza

selektivny modulator estrogenovych receptorov
superoxiddismutaza

tetrazoliova sol’ rozpustna vo vode (water-soluble tetrazolium salt)
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