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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo ovéfeni moznosti degradace ibuprofenu pomoci vybranych
rostlinnych kultur a stanoveni aktivit antioxidativnich enzymi (peroxidazy, kataldzy,
askorbat peroxidazy a glutation-S-transferazy), jakozto markerti oxidativniho stresu
zpiisobeného ibuprofenem. K experimentim byly pouzity Nicotiana tabaccum (kultivary
La Burley 21, SR 1 a jejich GMO) a Nicotiana glauca. Rychlost odstranéni ibuprofenu
u testovanych tabaku tedy klesala v potadi: N. tabaccum SR1 > N. tabaccum Zm-p60-1-T4
> N. tabaccum TRI 2T2 > N. glauca > N. tabaccum TRI 2T1 > N. tabaccum cv. La Burley
> N. tabaccum Zm-p60-1-TS. Jako nejvhodnéj$i se pro odstranéni ibuprofenu zdal
netransformovany N. tabaccum SR1. Dlouhodoby experiment ukazal, Ze rostlinny stres se
projevuje 1 po delSim case. Dle celkového srovnani aktivit enzymil v kulturdch
s ptitomnosti ibuprofenu s kontrolami se jako nejvice tolerantni k ibuprofenu jevil

N. tabaccum cv. La Burley 21 a jako nejméné tolerantni N.glauca.

Klicova slova: fytoremediace, ibuprofen, Nicotiana tabaccum, Nicotiana glauca, HPLC,

peroxidaza, kataldza, askorbat peroxidaza, glutation-S-transferdza



ABSTRACT

The aim of this study was to verify the possibility of ibuprofen degradation by selected
plant cultures and determination of activities of antioxidant enzymes (peroxidase, catalase,
ascorbate peroxidase and glutathione-S-transferase) as markers of oxidative stress caused
by ibuprofen. Nicotiana tabaccum (cv. La Burley 21, cv. SR 1 and their GMOs) and
Nicotiana glauca were used as experimental plants. The rate of removal of ibuprofen
tested by tobacco was decreasing in the following order: N. tabaccum SR1 > N. tabaccum
Zm-P60-1-T4 > N. tabaccum TRI1 2T2 > N. glauca > N. tabaccum TRI1 2T1 > N. tabaccum
cv. La Burley > N. tabaccum Zm-P60-1-T5. As the most suitable tobacco for the removal
of ibuprofen seemed untransformed N. tabaccum SR1. The long-term experiment showed
that plant stress is being manifested even after longtime. N. tabaccum cv. La Burley 21
seemed to be the most tolerant to ibuprofen in compare with the total enzyme activities
in cultures with the presence of ibuprofen and controls. N.glauca was the least tolerant

cultivar.

Keywords: phytoremediation, ibuprofen, Nicotiana tabaccum, Nicotiana glauca, HPLC,

peroxidase, catalase, ascorbate peroxidase, glutathion-S-transferase
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Seznam zkratek

APOX

ATB
BFR
CAT
cov
DDT
GC
GMO
GST
HPLC
IC
KCOV
LC
MS
NG
PAH
PCB
POP
POX
ROS
SPE

askorbat peroxidaza

antibiotika

pobromované retardatory hoteni
katalaza

Cistirna odpadnich vod
dichlordifenyltrichlormethylmethan
plynové chromatografie

geneticky modifikované organismy
glutation-S-transferaza

vysokotlaka kapalinova chromatografie
iontova chromatografie

kotenové Cistirny odpadnich vod
kapalinové chromatografie
hmotnostni spektrometrie
Nicotiana glauca

polyaromatické uhlovodiky
polychlorované bifenyly
perzistentni organické polutanty
peroxiddza

aktivni formy kysliku

extrakce na pevné fazi (Solid Phase Extraction)



1 UVOD

Léciva lze primarné definovat jako latky slouzici k pfedchdzeni, 1é¢eni a zmirnéni
projevii nemoci. VétSin€ populace vSak neni znamo, ze se také jedna o antropogenni
kontaminanty, které zne€ist'uji Zivotni prostiedi fadové desitky let. Po druhé svétoveé valce
kiivka ristu spotfeby 1ékli, vyvoland pravé touto udalosti, neklesla. Naopak miizeme
zpozorovat pretrvavajici rostouci trend, ktery s nejvyssi pravdépodobnosti bude pokracovat

také v budoucnu.

O samotny osud, piisobeni a dopad 1é¢iv na pfirodu se lidé zacali zajimat az relativné
nedavno. Léciva se tak zafadila mezi ,nové“ environmentdlni polutanty spolu
s pobromovanymi retardatory hofeni (BFR), pfipravky osobni hygieny, kosmetikou
a detergenty.' Polutanty, které nejsou vytvoieny piirozenou cestou, ale ¢lovékem, vaznd
zasahuji do Zivotniho prostfedi a na jejich odstranéni by mélo byt vynaloZeno vice sili,
nez tomu bylo doposud. Existuje fada G¢innych fyzikalné-chemickych metod, kterych lze
pouzit na odstranéni téchto latek z ptirody. Nevyhodou jejich realizace byva ekonomicka

naroc¢nost postupti.

Fytoremediacni metody, vyuZivajici zelené rostliny a spolu snimi asociované
mikroorganismy v rhizosféte, jsou vhodnou alternativou k odstranéni, stabilizaci ¢i
k transformaci kontaminanti z pifirody.” Mezi benefity fytoremediace patii
bezkonkuren¢né nizké finan¢ni ndklady, zlepSeni struktury a trodnosti pudy, esteticky
pfinos pro krajinu nebo 1 skutecnost, Ze lze zelené technologie kombinovat s tradicnimi
dekontamina¢nimi procesy. Metoda byvd povazovana jako konecnd pro dociSténi

kontaminované plochy na poZadovanou tirovet.”



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fytoremediace

Jedna z definic fytoremediaci popisuje tyto metody jako uziti zelenych rostlin
k presunu, akumulaci nebo odstraiiovani kontaminantt Zivotniho prostedi.’ Jejich aplikaci
lze snizit kontaminaci pochézejici z antropogenni c¢innosti. Z vodnich a pidnich
ekosystému €i z ovzdusi lze tedy odstranit konkrétni kontaminanty jako jsou tézké kovy
(kadmium, olovo, chrom, arsen atd.), radionuklidy (uran, tricium, cesium, kobalt
a stroncium), explosiva (trinitrotoluen, nitroglycerin atd.), barviva a jejich prekurzory,
pesticidy, PCBs, PAHs, farmaka, viiné nebo detergenty.2

Remediacni techniky uplatiiuji rizné biologické procesy a fyzikalni jevy rostlin
na podporu dekontaminace v misté sanace. Ve védeckych c¢lancich se objevuji synonyma
jako zelend, botanickd, vegetativni remediace, nebo agroremediace.4 V poslednich letech
se tyto techniky dostavaji do poptedi, mezi metody ostatni.”® Rostliny disponuji schopnosti
adsorpce a absorpce anorganickych i organickych kontaminantli z pidnich a vodnich
systémull. Adsorpce a metabolicka transformace polutantl rostlinami jsou pro fytoremediaci
velmi vhodny a potencialné vyuZitelny zptisob dekontaminace zasazenych ploch.” Nékteré
rostliny mohou vynikat schopnosti piezivat i na chudych a kontaminovanych ptdach,®
je ale nutné, na zakladé vyzkumu vybrat ty druhy, které jsou schopné vytvaret dostatecné
mnozstvi biomasy, absorbovat kontaminujici latky a soucasné jsou schopné témto
nepiiznivym podminkam ¢&elit.” Rostlinnd biomasa tak zaji§tuje nejen dekontaminaci
postizenych oblasti, ale stimuluje i aktivitu mikroorganisma v ptid€, ¢imz dale pomaha
degradovat polutanty v blizkosti kofenového systému rostlin.

Vyzkumy fytoremedianich metod se v poslednich letech zamé&fuji na zvySeni jejich
efektivity. DlleZitou mozZnosti, jak zvysit efektivitu fytoremediace, je aplikace geneticky
modifikovany rostlin. Rostlinné geny, které jsou zodpovédné za nadmérnou akumulaci
kovli u hyperakumulatort, jsou vneseny do béznych, rychle rostoucich druht rostlin. Tento
transfer ¢i overexprese genti vede ke zvySeni pfijmu kovd, jejich lepsi translokaci, uloZeni
nebo mezibunéénému zaclenéni. Transgenni druhy mohou byt perspektivni cestou, jelikoz
transgenni rostlina je schopna remediovat vyss§i koncentrace kontaminantu za relativné
kratky &asovy usek.” Modelové rostliny Nicotiana tabaccum nebo Arabidopsis thaliana
jsou bézné vyuzivané pro genetické modifikace. Rostliny Nicotiana tabaccum s vlozenym
genem pro tvorbu metallothioneinu jsou schopny overexprese genu pro metallothionein,
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coz ma za nasledek vétsi toleranci vici kadmiu. Arabidopsis thaliana s vlozenym genem
pro overexpresi genu pro redukci rtutnatého iontu je zase schopna tolerovat vyssi

koncentrace rtuti nez rostliny A.thaliana nemodifikované.’

2.2 Fytoremediaéni techniky

Komplexné se jedna o kontinuum fytoremediacnich procest, které lze rozdélit podle
druhu polutantu, jeho koncentrace, zplisobu zpracovani rostlinami, rozdilnych podminek
a druhu médii ¢i zplsobu zachazeni s kontaminantem na nékolik nize detailnéji popsanych
typi.*

Obecné lze fici, ze remediacni procesy stavi zejména na dvou zakladnich strategiich
a to na dekontaminaci (fytodegradace, fytoextrakce, fytovolatilizace, rhizofiltrace,
rhizodegradace) a stabilizaci (fytostabilizace, hydraulickd kontrola).>® Schematické

znazornéni jednotlivych technik shrnuje Obr. 1.

Obr. 1 Schematické zobrazeni fytoremedicnich technik - fytoextrakce (1), rhizofiltrace,

rhizodegradace, imobilizace (2), fytoakumulace, fytodegradace (3), fytovolatilizace (4).
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2.2.1 Fytodegradace

Pii fytodegradaci rostliny pifimo preméiuji kontaminanty a vzniklé produkty
zabudovavaji do svych bunéénych struktur.’ Metoda nachdzi vyuZiti piedevsim
pro organické polutanty'® typu PAHs, PCBs, detergenty, a vybusniny. Z druhti vhodnych
pro fytodegradaci jsou zkoumané ptedevSim stromy rodu Populus, které je mozno
geneticky modifikovat tak, aby byly schopny degradovat t€ékavé uhlovodiky, TCE, vinyl
chlorid, chloroform & benzen.® Stromy lze pouit i pfi odstranéni ropnych uhlovodika

vvvvvv

polutant pied zahdjenim degradace. Je tedy nezbytné provadét laboratorni experimenty.

2.2.2 Fytoextrakce

Principem fytoextrakce je absorpce kontaminantu kofenovym systémem rostliny
s naslednou akumulaci kontaminantu v nadzemni ¢asti. Rostliny jsou poté sklizeny
a zpracovany termalné¢ nebo chemickou cestou. Tato metoda je vhodnd jak pro
anorganické, tak pro organické kontaminanty.”

Aby metoda dobfe fungovala je nutno ji aplikovat na rostlinné druhy
s hyperakumulac¢ni schopnosti. Ty rostlinné druhy, které jsou schopny akumulovat kovy
ve stokrat vyS$Si koncentraci nez bézné neakumulujici rostliny, se nazyvaji
hyperakumulatory (pt. Asteraceae, Brassicaceae, Crassulaceae, Fabaceae, Rubiaceae,
Scrophulariaceae, Chenopodiaceae, Sapotaceae, Solanaceae).” Prvni definice byla pouzita
pro rostliny obsahujici vice nez 1000 mg niklu v kilogramu sufiny.'' Proto je tieba
s nékterymi sklizenymi pryty zachazet jako s odpadem. Metoda s uspéchem nachazi
vyuziti pii sanaci tézkych kovi, polokovi, radionuklidii a nekovi.> '

Zajimavé vyuziti fytoakumulace ptiblizuje také fytomining. Jedna se o vyuZiti rostlin
k ziskani lukrativnich prvka z pidy. Postup fytominingu je takovy, ze hyperakumulujici
rostlinné druhy akumuluji ve svych pletivech dany prvek (napf. indium, kadmium, méd’,

olovo, stifbro, zinek a jiné)">, ktery se pak ziska spalenim ziskané biomasy."
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2.2.3 Rhizofiltrace

Pfi odstraiovani kontaminantli z povrchovych, splaSkovych nebo vycerpanych
podzemnich vod se pouziva metoda rhizofiltrace. Na rozdil od fytoakumulace jsou cilovou
casti kofeny rostliny. Metoda je finan¢né vyhodnd v ptfipadé dekontaminace velkych
objeml vody s malymi koncentracemi polutantl. Z rostlinnych druhil se v praxi pouZzivaji
vodni a mokiadni rostliny (orobinec, fasy, paroznatka, apod.)'’ nebo kupiikladu sluneénice

(Helianthus annuus).”

2.2.4 Fytovolatilizace

Pfi pfijmu polutanti kofeny rostlin a jejich transportu do nadzemnich ¢asti mize
u nekterych latek dojit k transpiraci tékavého kontaminantu ¢i jeho produktu do ovzdusi.
Metodu je vhodné aplikovat pfi odstranéni organickych polutantii, ale je vhodna
i pro odstranéni anorganickych prvka, jako je rtut’ nebo selen.” Z rostlinnych druhti jsou
schopné fytovolatilizovat moktadni rostliny, ale také Brassica juncea nebo stromy rodu

Populus.?

2.2.5 Fytostabilizace

Pii fytostabilizaci se kontaminanty v ptidé a vod¢ imobilizuji pomoci kotfenti rostlin, ¢imz
se snizi jejich transport do podzemni vody a tudiz i1 potravniho fetézce ¢lovéka. Kofenovy
systém prostrednictvim adsorpce, absorpce, komplexace a precipitace eliminuje vymyvani
kontaminantl z piidy. Svym vzriistem zabranuje piipadné vodni a vétrné erozi a tim padem
rozptylu kontaminantu na povrchu. Proto se pro aplikaci pouzivaji druhy travnatych rostlin
s vlaknitymi kofeny (napt. Agrostis tennis, Festuca rubra). * Soutasné se zde uplatiiuje
i vliv produkce huminovych latek kofeny rostlin, které vazi kontaminant v pads.”
Pti vybéru rostliny vhodné pro fytostabilizaci je také podstatné, aby rostlina
netransportovala kontaminant do svych nadzemnich ¢asti, a aby se tak kontaminace

nesifila dale do potravniho fetézce ¢loveka.
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2.2.6 Hydraulicka kontrola

Jedna se o pouZiti vegetace k ovlivnéni pohybu podzemnich a plidnich vod. Rostliny
jsou schopny svymi koteny cerpat podzemni vodu, u nékterych druht napt. dievin
az z hloubky n€kolika metrii. Tato technika muze diky rostlindm ovlivnit pfesun
a potencialné¢ pojmout velké mnoZzstvi podzemni vody, omezit nebo zabranit pronikani
a louZeni kontaminantii a vyvolat vzestupny proud vody z hladiny podzemni vody skrze
nenasycené zony.' Vysazenim né&kterych rychle rostoucich dfevin, napf. topold
(Populus sp.), jejichz kofenovy systém dosahuje hloubky nékolika metrl, lze tedy
regulovat pritok kontaminované podzemni vody plidnim sedimentem a minimalizovat tak
nebezpeéi mozné kontaminace vodote¢i.” V tomto piipadé jsou dillezité chemické analyzy
vzorkli zeminy a podzemnich vod odhadujici rychlost a smér migrace kontaminanti.'®
Dle védeckych odhadl jsou 5 let staré topoly schopny absorbovat 100-200 litrG vody
denné.'” Dobrého vysledku dosahuji i nékteré druhy bavlnikéi a hybridnich topold

pii remediaci podzemnich vod kontaminovanych pesticidy.'®

Vyhody fytoremediace

V porovnani s klasickymi fyzikalné-chemickymi metodami maji fytoremediace
tyto vyhody:

- mnozstvi kontaminovaného materidlu, ktery je potieba likvidovat, je znané nizsi
(kontaminant se transportuje do rostlin, které 1ze spalit);

- aplikace in situ (kontaminovanou ptiidu neni tfeba odvazet na misto dekontaminace);

- vyuziti solarni energie (fotosyntéza);

- pfesun kontaminantt je rychlej$i nez u pfirodni atenuace;

- vysoka akceptovatelnost z pohledu spolecnosti;

- dochézi ke sniZeni plynné ¢i vodni emise a prasnosti;

- dekontaminovand puda zistdva na misté a lze ji dale vyuZit (napf. pro energetické

nebo technické plodiny).>®
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Nevyhody fytoremediace

Na druhou stranu maji tyto metody také nevyhody, jako:

mnoho sloucenin je ve vysokych koncentracich pro rostliny toxickych
(nizka tolerance rostlin vii¢i polutantiim);

nizky transport kontaminantti z kofenového systému do nadzemnich ¢asti rostliny;
druhy schopné remediace mivaji maly vzrist (nizka produkce biomasy);

obtizna kalkulace nakladl (zavisi na lokalit¢ a kontaminantech);

rozhod¢i organy nejsou piili§ obeznameni s touto novou technologii;

potieba specialnich skladek nebo fizené¢ho spalovani pro sklizeny kontaminovany
material;

hrozba kontaminace potravniho fetézce vlivem spasani zvéte;

znecCisténi, které je pod dosahem kofenové zony, neni sanaci ovlivnéno;

sana¢ni doba byva dlouhd (rostliny jsou schopny akumulovat pouze omezené
mnozstvi kontaminantu);

biologicky nedostupné formy kontaminantl nejsou rostlinami pfijimany;

v Ceské Republice je absence rostlinnych druhii, vhodnych pro metodu

. 2
fytoremediace.

2.3 Léciva jako environmentalni polutant

Primérnim zdrojem odpadnich 1éCiv a jejich metabolitli jsou jednoznacné uzivatelé.

Ve srovnani s tradi€né znamymi polutanty se distribuce 1é¢iv v zékladu lisi. Schéma toku

1é¢iv a jejich metabolitli je zndzornéno na Obr. 2. Aktivni latky, obsazené v 1éCivech, jsou

z téla vyluovany v nezménéné podobé nebo ve formé jejich metabolith prostrednictvim

vykali a moc¢i, odchazeji obsazené¢ ve splaskach do Cistiren odpadnich vod. Zde jsou

aktivni latky bud’ zachyceny, nebo ptechazeji dale do ekosystému, kde negativné piisobi

~rw s . r .7 w7 v ~ 1 L r
na fiéni biocendzu ¢i se transportuji do dalSich slozek ZP." Dochéazi tak dale

ke kontaminaci povrchovych a podzemnich vod, pitnych zdroji, pidy, sedimentd

1 zemé&d€lské plochy, kde se Cistirenské kaly pouzivaji jako druhotné hnojivo.
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Obr.2 Tok farmak a jejich metabolitii do Zivotniho prostiedi'

Vyznamnym zdrojem zneciSténi jsou téZz léky s proSlou trvanlivosti, které se
do kolobéhu dostavaji ve formé priisaki ze sklddek nebo diky splachnuti do odpadu.

. . ey . s iqe , X . ) , ’ wr 1
Mezi minoritni zdroje patii stabilizovany kal z COV nebo farmaceutickd vyrobni zatizeni.

V komundlnich odpadnich vodach se 1éCiva a jejich zbytkové metabolity b&zné
vyskytuji v mikrokoncentracich. Mezi latky, pfitomné v jiz komundlnich odpadnich
vodach, lze zahrnout nékolik skupin 1ékd, jako jsou antibiotika, antidepresiva,
antiflogistika, sympatolytika, antiepileptické 1éky, cytostatika, psychofarmaka, regulatory
tukdi, léky snizujici hladinu cholesterolu a hormondlni antikoncepce.” Nebezpeénost
aktivnich latek viiéi ZP je pak hodnocena podle jejich degradability. Podle odolnosti vii&i
zivotnimu prostiedi Ize tedy l1écivé latky rozdélit do tii skupin. Prvni skupinou jsou latky
lehce odbouratelné (napt. kyselina acetylsalicylova), druhou latky stalé a hydrofilni
(bezafibrat) a tieti latky stalé a lipofilni (ofloxacin). O pfislusnosti urcité latky k jedné

ze skupin rozhoduje souhrn jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, nejvice rozpustnost,
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rozdélovaci koeficient 1-oktanol — voda (Kow), disocia¢ni konstanta (pK,) a Henryho
konstanta (Ky).! Hife odbouratelna 1é&iva (predeviim latky patiici do tieti skupiny)

se mohou dostat az do potravniho fetézce lidské populace.

2.3.1 Légiva a zivotni prostiedi CR

V soucasnosti je v Ceské Republice o vyskytu 1é&iv ve vodnich ekosystémech
a celkové v Zivotnim prostiedi velmi malo informaci. Nicméné CR naleZi pfevazné horni
toky fek a diky tomu je zatizeni ZP 1é&ivy relativné niZ§i neZ v ostatnich statech EU.'

Ze statistickych udajii Statniho ustavu pro kontrolu léCiv Ize zjistit mnozstvi 1é¢iv
dodavanych do lékaren a jejich vydej. Za ptedpokladu, ze by vSechna baleni byla
zakazniky spotfebovana, 1ze odvodit rocni priimérnou spotiebu 1é¢iv na jednoho obcana.
K roku 2011 tato hodnota &inila p¥iblizné 28,8 baleni.***' V Tab. 1 je uvedeno, ktera b&zné
na trhu dostupna farmaka byla v roce 2010 v CR nejprodavandjsi. Je ale velmi t&7ké
odhadnout, do jaké miry jsou posléze tyto piipravky pouzity a dale, v jaké mife jsou

schopny ekosystémy Ceské republiky ovlivnit.

Tab.1: TOP 10 lécivych pripravkii dle distribuce v poctech baleni za rok 2010 %

Poradi Nazev skupiny Poc(eI:l:)lfl)lenl
1. Paracetamol 12,47
2. Ibuprofen 9,503
3. Elektrolyty 8,920
4. Paracetamol, kombinace kromé psycholeptik 5,263
5. Atorvastatin 3,872
6. Kyselina acetylsalicylova 3,743
7. Ramipril 3,705
8. Metformin 3,368
9. Omeprazol 3,318
10. Xylometazolin 3,260

Jako piiklad sou¢asné kontaminace ZP 16¢ivy slouzi vysledek ze studie provadéné
na tocich Vltavy. V fece byla zjisténa pfitomnost estrogentl, pfi¢emz nejvyssi koncentrace

byla naméfena v blizkosti vytoku COV v Uhiinévsi (345 ng.1™).!
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2.3.2 Analytické stanoveni lé&iv ve vzorcich z ZP

V sou¢asnosti je jen v CR registrovano pres 1200 riiznych 1é¢iv, z toho lze v ZP dobie
urit a kvantifikovat kolem 100 z nich.'

Analytické stanoveni 1é¢iv ve vzorcich odpadnich i tekoucich vod komplikuje pomérné
slozitd matrice. Jako problematickd se jevi interakce farmak s huminovymi kyselinami
a velmi nizké koncentrace samotnych xenobiotik (v ¥adu pg.I" a nizdich), vyzadujicich

LB vzorek se tak

pfedbéznou Upravu vzorkii pomoci extrakce na pevné fazi (SPE).
zakoncentruje a zaroveil se zbavi neZddoucich ruSivych latek. Pro detekci IéCiv
se nejcasteji pouziva v zavislosti na charakteru latky kombinace kapalinové chromatografie
s hmotnostni  spektrometrii (LC-MS), ¢i plynové chromatografie shmotnostni

spektrometrii (GC-MS).'

2.3.3 Odstranéni a omezeni $ifeni lé¢iv v ZP

O samotném puisobeni ucinnych latek na lidsky organismus ziskava spolecnost
informace diky klinickym studiim a toxikologickym testim, které jsou legislativné
nezbytné. P¥i posuzovani dopadu jednotlivych légivych ptipravki na ZP viak nelze
spoléhat jen na informace souvisejici s objemem jejich distribuce, nebot tyto udaje
nevypovidaji o sloZzeni a ucinnosti konkrétnich aktivnich latek, jejich degradabilité
a biologické aktivité. P hodnoceni negativniho piinosu léiv na ZP je stéZejni
ekotoxikologicky charakter aktivni latky spolu s jejimi metabolickymi a degrada¢nimi

produkty.’

Léky jsou vyrabény takovym zplUsobem, aby reagovaly se specifickymi systémy
organismu. Diky své specifi¢nosti se oproti odpadim z primyslu a agrochemikaliim
projevuji vysokou biologickou aktivitou. Transformaci vychozi latky mutze biologicka
aktivita az nékolikandsobné vzriist, coz se pii dekontaminaci polutantu jevi jako znaéné
nevyhodné. Kvili moznym expoziénim dasledkiim je zvySend pozornost sméfovana
zejména k antibiotikim a peroralnim hormonalnim kontraceptivim.' Z hlediska ochrany
zivotniho prostiedi jsou nejvice nebezpeéné latky stalé a latky lipofilni.' Inhibice expanze

jejich vyskytu v zivotnim prostiedi tedy neni zcela snadny tkon.

S napravou a pozastavenim expanze je rozumné zacit u COV. Problémem soucasnych

klasickych komunalnich COV je ovem nedostateéna primarni konstrukce neuzpiisobena
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k odstraniovani 1é¢iv z odpadnich vod. Zakladni metody, zahrnujici koagulaci a flokulaci,
jsou k odstranéni organického zne&i§téni naprosto nedostadujici.' Hlavni metodou vhodnou
k odstranéni organického znecisténi z vod je sorpce na aktivovany kal, ktery vznika
v aerobnim biologickém stupni COV. Problém ale nastava v tom, Ze tyto kaly mohou byt
dale vyuzivany v zemd&délstvi, takze xenobiotika zvod se mohou vratit zpdt do ZP.
Ve Svycarsku je dokonce legislativng zakazano pouzivani &istirenskych kalti jako hnojiv
pro zem&délské plochy.** V CR se pouziti kalti na zemé&dglskych padach tidi vyhlagkou
382/2001 Sb.,”> kde jsou uvedeny maximalni piipustné koncentrace sledovanych latek

(tezké kovy, AOX, PCB) v kalech. Bohuzel dalsi polutanty sledovany nejsou.

Alternativou ke klasickym COV by mohly byt kofenové ¢&istirny, které pisobi
na principu jiz zminované rhizofiltrace, kdy dochazi k precipitaci kontaminantu
nebo absorpci piimo v kofenech.” Kofenové &istirny odpadnich vod jiz dnes prokazuji
vynikajici vysledky co se ty¢e problematiky odstranéni organického znecisténi
a nerozpustnych latek.”® Napiiklad schopnost degradace antibiotik ve vysokych
koncentracich byla prokazana u vodnich rostlin Azolla filiculoides®, Myriophyllum
aquaticum a Pistia stratiotes.” Tyto moderni technologické postupy jednoznaéné vykazuji

[ RA4

koncentracemi farmak.!

V eliminaci Sifeni ,,novych® environmentalnich polutantii Zivotnim prostfedim
by mohly hrat roli také daldi vySe definované fytoremediaéni metody”, napf.

fytodegradace, rhizodegradace nebo fytovolatilizace.

2.4 Prijem a detoxifikace organickych xenobiotik v

rostlinach

Xenobiotikum muze byt stabilizovano nebo degradovano piimo v rhizosfére,
adsorbovano nebo kumulovéano v kotenech ¢i transportovano do nadzemnich ¢asti rostliny,
kde mtize byt dale degradovano a ulozeno uvnitt rostlinnych tkani nebo volatilizovano.™®
Pijjem a degradacni mechanismus xenobiotik pomoci rostlinnych systémil detailnéji
popisuje Obr. 3. Rhizosféra je zona bohatd na mikroorganismy, které jsou v pfimém
kontaktu s kofenovym systémem rostlin. Rostliny na kontaminovanych lokalitich mohou

pomoci sekrece organickych kyselin vyrazné ovlivnit redoxni podminky pidy,
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obsah organickych latek a ptidni vlhkost a tim i druhovou rozmanitost mikroorganismt,
které mohou degradovat organické kontaminanty obsazené v pidé.’ Samotny pifjem
organickych xenobiotik probihd pfimou absorpci koteny (z pidy) €i listy (z atmosféry)
s naslednym transportem, detoxifikaci a zabudovanim produkt, vzniklych pii detoxifikaci,

do rostlinnych pletiv.

}
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Obr. 3 Mechanismus prijmu a premény xenobiotik v rostliné. Fytodegradace
xenobiotik zahrnuje 3 faze, kdy faze I. a Il probihaji v cytoplasme, faze III. ve vakuole
bunky. Aktivni transportéry uplatnujici se v Il. a Ill. fazi jsou oznaceny v zelenych boxech
(GST = glutathion S-transferdazy, GT = glukosyltransferazy, Mt = malonyltransferazy, OA
= organické kyseliny).’

Zaklad detoxifikace v rostlinach pak spociva v pfeméné polutantu na latku pro rostlinu
pokud moZzno netoxickou. Rostlina vznikly produkt ulozi do rostlinnych kompartmentd,
pfi¢emz eliminuje jeho potencionalni toxicitu. Metabolismus xenobiotik v rostlinach lze
pfirovnat k metabolickym degradacnim pochodim v jatrech savcl. Dle typt reakci

a katalyzujicich enzymi 1ze metabolismus rozdélit na tfi nize popsané faze: **°% %!
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1. Transformace (enzymaticka modifikace)

Detoxifikace organickych xenobiotik za¢ina v mitochondriich a v endoplazmatickém
retikulu. Zde dochazi k oxidaci, redukci nebo hydrolyze cizorodych latek. B€éhem prvni faze
procesu odbouravani se do xenobiotik zac¢lenuji skupiny hydrofilni povahy, naptiklad skupina
hydroxylova —OH, karboxylovda —COOH nebo thio—SH a amino skupina —NH,. Diky témto
skupindm se xenobiotikum stava polarnéjsi a je mozné jej konjugovat. Pomoci katalytického

uginku cytochromii P-450 monooxigenasy (cytP450s)’> >

¢i karboxylesterasy jsou poté
vysoce lipofilni slouceniny transformovany a detoxifikovany. Uvedené skupiny enzymil jsou
tedy ucastniky dealkylacnich, demethylacnich, hydroxylacnich, dehalogenacnich,

deaminacnich a epoxidacnich reakci. Nejdulezitéjsi rostlinné enzymy s katalytickym ucinkem,

hrajici roli v transformaci organickych xenobiotik, jsou vyjmenovany v Tab. 2.

Tab. 2: Rostlinné enzymy podilejici se na transformaci organickych latek **

Skupina enzymii Xenobioticky substrat Piirozeny substrat
cytochrom P — 450 4-chlor-N-methylanilin kyselina skoficova
Glutathiontransferazy fluordifen, atrazin, alachlor kyselina skoficova
Karboxylesterazy diethylhexylftalat lipidy, acetylcholin
O-glukosyltransferazy chlorované fenoly ﬂavono idy,
koniferylalkohol
B-D-glukosidy pentachlorfenolu a B-D-glukosidy
O-malonyltransferdzy | 4-hydroxy-2,5-dichlorfenoxy- flavonoida a
octové kyseliny isoflavonoidi
N-glukosyltransferdzy | chlorované aniliny a metribuzin kyselina nikotinova
I-aminocyklopropyl
N-malonyltransferazy chlorované aniliny karboxylova kyselina, D-
aminokyseliny

11. Konjugace
Konjuga¢ni reakci kontaminantu s glutathionem, glukosou ¢i s aminokyselinami

se zvysi hydrofilita a snizi mobilita xenobiotik.
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Enzymy, fadici se do skupiny glykosyltransferasy, maji v této fazi katalytické ucinky
a pfipojuji sacharid ptrevazné pfes — NH, nebo — OH skupinu xenobiotik. Dalsi enzymy
podilejici se na konjugaci jsou gluthation S-transferasy. Tyto enzymy se vyznacuji Sirokou
substratovou specifitou a katalyzuji konjugaci xenobiotik s tripeptidem glutathionu
pres jeho thiolovou skupinu v cysteinu.>

Dalsi typické konjugace II. fadze metabolismu degradace xenobiotik v rostlinach jsou
konjugace cizorodé latky s kyselinou malonovou nebo s nerozpustnymi konjugaty. Ty jsou

poté vazany na slozky bun&éné stény jako napf. celulézu, lignin &i pektiny.

1I1. Kompartmentace (sekvestrace)

Vzhledem k tomu, Ze rostliny nevlastni vyluCovaci aparat, ukladaji cizorodé latky
do vakuol nebo bun&énych stén.’’ Konjugace s glutationem probiha v cytosolu,
ale vysledny konjugat je ukladan ve vakuole,™ nebo je zaglenén do biopolymerd, jako je
lignin ¢i celuléza. Pro transport konjugatu z cytosolu do mista ulozeni rostlina vyuziva
transmembranové proteiny, tzv. ABC transportéry (,,ATP-binding cassette®), které vynikaji

schopnosti pienaset latky pfes membranu vakuol za spotieby ATP.*

2.4.1 Vliv organickych xenobiotik na metabolismus rostlin

Léciva jsou pro rostliny cizorodé latky, které navic mohou byt pro rostlinu toxické.
Takova organicka latka je v rostlinném aparatu degradovana tak, aby se stala pokud mozno
netoxickou a dale vyuzitelnou (viz. kapitola 2.4). Muze se ale stat, ze degradacni produkt
je také toxicky a rostlina je tak vystavena stresu abiotické povahy. Plsobeni stresovych
faktori miize vyvolat u rostlin oxidativni stres, ktery je charakteristicky tvorbou velkého
mnozstvi aktivnich forem kysliku (ROS).*” Zdrojem toxickych vedlejsich produkti
metabolismu je fada redoxnich reakei v mitochondriich nebo fotolyza vody
chloroplastovym elektronovym transportnim fetézcem.*' Ptitomnost singletového kysliku
nasledns stimuluje vznik peroxidu vodiku, superoxidového nebo hydroxylového radikalu.*?
Tyto dal$i reaktivni formy kysliku, zejména hydroxylovy radikal, ptisobi destruktivné
na lipidy, nukleové kyseliny a proteiny. Ochranu pfed oxida¢nim poskozenim organismu

vlivem ROS zajist'uji antioxidacni obranné systémy, které jsou lokalizovany v bunéénych
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strukturach. Tyto obranné mechanismy zahrnuji neenzymové a enzymové systémy.
Velmi u€¢innymi antioxidanty jsou askorbat, B-karoten, redukovany glutation a a-tokoferol.
Specializované enzymy, mezi néz fadime superoxiddismutasu, peroxidasu, katalasu
a enzymy askorbat-glutathionového cyklu, zabezpecuji univerzalni obranu rostlin,

tzn. chrani rostlinu pie abiotickych i biotickym stresem.*

2.5 |buprofen

Lécivo ibuprofen patfi mezi nejpopularnéjSi a nejuzivanéjSich u nds 1 ve svéte.
Farmakum patii do skupiny analgetik a antiflogistik, takZze najde vyuZiti pfi bolestech
riizného piivodu, zvysené teploté &i pti zanétech. Uinna latka, se systematickym nazvem
kyselina 2-(4-isobutylfenyl) propionova se strukturni vzorcem uvedenym na Obr. 4,
se vyskytuje jako bily krystalicky prasek nebo jako bezbarvé krystaly. V prodeji je
pod komer¢nimi ndzvy Apo-Ibuprofen, Brufen, Dolgit, Ibalgin, Ibumax, Nurofen aj.
Samotna uc¢innd latka je téméf nerozpustnd ve vodé, snadno se ale rozpousti v acetonu,
etheru, methanolu a dichlormethanu. Lze ji také rozpustit ve ziedénych roztocich

alkalickych hydroxidii a uhli¢itant.**

H5;C

H w

neaktivni R forma CHs; H3C aktivni S forma

Obr. 4 Strukturni vzorce enantiomerii kyseliny 2-(4-isobutylfenyl) propionové

Z historického hlediska byl ibuprofen poprvé uveden na trh v roce 1964 britskou
firmou Boots Pure Drug Company. Skutecnost nizké toxicity s minimalnimi ucinky
na gastrointestindlni trakt dostala 1ék do poptedi oblibenych analgetik a dnes patii mezi
nejpouzivangjsi.*> Docenéni si tento derivat kyseliny propionové zaslouzil takeé
pro relativné rychly néstup ucinkd, kdy vrchol plazmatickych koncentraci nastava za jednu
az dv€ hodiny. Tato ucinnd latka snadno prochazi placentarni bariérou a dostdva se poté

do synovialni tekutiny, kde zistivdi i po poklesu plazmatickych hladin.*
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Ptiprava ibuprofenu probihd dvéma zplsoby. Obr. 5 popisuje soucasné postupy firem
novéjSim, procesem syntézy s katalyzou, je proces firmy Hoechst. V piipadé obou syntéz
je vychozi latkou isobutylbenzen s uzitim Friedel-Craftovy acylace. Ibuprofen se
syntetizuje a podava jako racemat, avsak lidské télo dokaze az se 100% ucinnosti pfeménit

neaktivni (R) formu stereoisomeru na aktivni (S).*’

HO
H,C H3C H.C N/
2 kr
oky H,NOH °
H,C o] H;C OH hd
3
CHs X
o CH;
CH,COCI -H,0
kat.
HsC HsC )
isobutylbenzen
CHs
CH,COCl .
lkat. H,0
H,C o H3C o
_HL> &»
HsC kat. H3C kat.
OH )
CHs CH; ibuprofen CHs

Boots proces

——» Hoechst proces

Obr. 5 Piiprava ibuprofenu podle postupii firem Boots a Hoechst '

2.51 Uginek ibuprofenu a jeho degradace

Mechanismus ucinku ibuprofenu spoc¢iva v inhibici aktivity enzymu cyklooxygenazy.
Jedna se o esencidlni enzym, ktery tvoii prostaglandiny lokalizované na endoplazmatickém
retikulu bunky, ¢imZz zvySuji citlivost perifernich zakonfeni nocieptort na chemické

mediatory bolesti a podileji se také na zanétlivé reakci. Molekula enzymu obsahuje aktivni
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misto, kde se miize navazat kyselina arachidonové a zde dojde k jeji pfeméné na aktivni
latku. Po aplikaci léku se misto kyseliny arachidonové navaze prave ibuprofen.
Protizanétlivy ucinek spociva v inhibici syntézy leukotrient spolu s nékterymi funkcemi
neutrofild a lymfocyta.*®

Z téla odchazi 1 az 8% nesteroidniho protizanétlivého 1éku v nezménéné formé,
dalSich 14% je vyluovano ve formé derivati kyseliny glukuronové. Ibuprofen nalezeny
v Cistirnach odpadnich vod tedy predstavuje jednu z nejvyznamnéjSich farmaceutickych
necistot. Pfestoze b&hem prichodu odpadnimi vodami dojde k jeho 90ti% ztratdm,
je mnozstvi ibuprofenu b& n& méfitelné i ve vzorcich fi¢nich vod.* Ztrata je dana
degradaci ibuprofenu vlivem pisobeni svételného zafeni’ Laboratorni experimenty
v zahraniéni ukézaly, Ze se ibuprofen jevi jako snadno degradovatelny.”' Ve vzorcich vod
z zivotniho prostfedi a Cistiren odpadnich vod byly jako hlavni metabolity ibuprofenu

identifikovany dvé latky — hydroxy-ibuprofen a karboxy-ibuprofen.’>>’

I presto,
7e se ibuprofen vyskytuje ve vodach v koncentraci do 5 pg/l,>* ptisobi na nékteré vodni
organismy toxicky.””> Z toho diivodu je tfeba dale studovat mechanismy, které pomohou

zamezit Sifeni tohoto polutantu.

2.6 Rostliny rodu Nicotiana

Rod Nicotiana zahrnuje asi 65 rostlinnych druht, rostoucich v subtropické Americe,

Australii a Tichomofti, které patii k zdkladnim surovinam tabakového primyslu.

Rostliny tohoto druhu produkuji jedovaty alkaloid nikotin, ktery se sklada z pyridinu
a N-methylpyrolidinovych kruhd. Nikotin je syntetizovan primarné v kofenovém
systému’®, pii¢emz obchodni tabakové kultivary obsahuji v su§iné 2 az 5% nikotinu.
Jeho mnozstvi v rostlinnych buiikach je ovlivnéno dusikovou fertilizaci, rostlinnou

., ] .. o 57
dekapitaci, vodnim rezimem nebo axilarnim pupenem.

2.6.1 Nicotiana tabaccum

Tabak virginsky (Obr. 6) zceledi Solanaceae je jednoletd, v tropech i viceleta,

zlaznat¢ chlupata bylina plivodem zJizni Ameriky. Do Evropy byl druh importovan
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v prvni poloving 16. stoleti, v CR je p&stovan od konce 17. stoleti. Rostlina zplaiiuje jen
vzacné a navic pouze prechodné. Lodyha je ptima, 80 az 300cm vysokd, malo vétvena
a na bazi mize dievnatét. Listy jsou pfisedlé, pouze dolni kratce fapikaté, az 60 cm dlouhé,
tvarem vejCité az kopinaté. Kvéty rostou v koncovych kvétenstvich, koruna dlouze
nalevkovita, korunni trubka barevné bud’ nazelenala, bild nebo nazloutla, korunni lem

peticipy, Casto rizove az Cervené zbarven. Rostlina kvete v letnich mésicich a jejim

plodem je poté tobolka. Nicotiana tabaccum vznikla spontannim zktizenim Nicotiana
58

sylvestris a Nicotiana tomentosa.

Obr. 6 Nicotiana tabaccum

2.6.2 Nicotiana glauca

Celym systematickym ndzvem Nicotiana glauca Graham (Obr. 7) je ket ¢i az strom
s mékkou dfevinou, Zivotni strategii stale zelené trvalky a kvetouci po cely rok. Lodyha je
vzpiimend, fidce vétvend, obvykle dorlstda 4 m, ale jsou zaznamendny i 8 m dlouhé
exemplate.”

Rostlina piilezitostné syntetizuje jedovaty nikotin jako obranu proti herbivoram®'
k béZzné¢ produkovanému anabasinu (pyridinovy alkaloid), ktery je vysoce toxicky
pro bylozravce a lidskou populaci.62 Nicotiana glauca ptivodem z oblasti Jizni Ameriky se
nékdy péstuje jako okrasna rostlina® a udajné byla pouzivana jako insekticid pravé kvili

jiz zminénému alkaloidu anabasinu, ktery je velmi uginny proti msicim.®* V Severni
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Americe se nachdzi na vlhkych, pustinnych mistech, krajnicich cest, v zemédélskych
oblastech, podél potokil, v mé&lginach, bahng, a na suchych kanalizacich.®® Nicotiana
glauca je mrazuvzdorna az do -5°C.°° Jedna se o velmi odolny druh, piizpasobivy
k vodnimu deficitu se schopnosti kolonizovat do okrajovych pid. Velkych produkci

nadzemni biomasy dosahuje i v chudych padach a suchém podnebi.®’

Obr.7 Nicotiana glauca Graham®
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CILE PRACE

Ovéfeni moznosti degradace ibuprofenu pomoci vybranych rostlinnych kultur.
Stanoveni aktivit antioxidativnich enzymi, jakozto markerd oxidativniho stresu

zpuisobeného ibuprofenem.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metody

4.1.1 Chemikalie

Chemikalie

Vyrobce

(NH4)2804 p-a.
1,2-Dichloro-4-nitrobenzen (DCNB)
1-Chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
2-(4-isobutylfenyl) propionova kyselina
2,4-dichlorophenoxyoctova kyselina
4-Nitrobenzoyl chlorid (pNBoC)
4-Nitrobenzyl chlorid (pNBC)

Agar p.a.

Askorbat sodny p.a.

CaC12.2H20 p.a.

CoCl,.6H,0 p.a.

CuS04.5H,0 p.a.

Diammonium-2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6)

sulfonova kyselina (ABTS)
Dithiothreitol p.a.
Ethanol p.a.

FeS0O,4.7H,0 p.a.
Fluorodifen p.a.
Glutathion (GSH) > 98%
Guajakol

H,O,

H3BO3 p.a.
HCI137%

CH;COOH
CH30H = 99,8%

KH2PO4 p.a.
KIp.a.
Kinetin
KNOs p.a.

Komplexon I (C10H14N2Na208.2H20) p-a.

MgS0,4.7H,0 p.a.

Penta
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Kulich farma
Sigma-Aldrich
Penta

Penta

Penta

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Penta

Penta
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Penta

Penta
Penta

Penta
Merck

Penta
Penta
Sigma-Aldrich

Penta
Penta

Penta
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Chemikalie Vyrobce
MnS04.5H,0 p.a. Penta
Myo-inositol p.a. Fluka
Na,EDTA p.a. Penta
Na;MoOy . 2H,0 p.a. Penta
NH4NO; p.a. Penta
Nonidet P40 Roche
Polyvinyl Pyrolidon K30 Carl Roth
Sacharéza p.a. Penta
Savo Original (5% roztok NaClO) Bochemie Group
TRIS 99.9% p.a. Carl Roth
ZnS04.7H,0 p.a. Penta

4.1.2 Rostlinny material

Experimenty byly provadény na suspenznich kulturdch Nicotiana tabaccum (kultivar

SR1 a La Burley 21) a jejich odvozenych GMO jak je uvedeno niZze v Tab. 3,

a na Nicotiana glauca. Na Obr. 8 je fotografie vyklicenych semen Nicotiana glauca

a Nicotiana tabaccum cv. SR1.

Tab. 3 Kultivary s prislusnymi GMO

Kultivar GMOQ®%- 970
Zm-p60-1-T4
SR1
Zm-p60-1-T5
La Burlev 21 TRI 2-T1
a bur
e TRI 2-T2

4.1.3 Kultivace kalusové kultury

Nejprve byla semena po dobu asi 2 minut ponechdna v 1 ml roztoku 70% etanolu

a poté byla sterilizovana v 10% roztoku piipravku SAVO po dobu 10 minut. Semena byla

poté diikladné ttikrat promyta ve sterilni vodé a vloZena na pevné kultivacni médium

oznacené -H (Tab.4).
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Z vyklicenych semen (Obr. 8) byly odebrany listy, které byly umistény na pevné
kultiva¢ni médium s obsahem riistovych hormont a bylo oznaceno 2+K (Tab. 4). Vznikly

kalus byl nasledné pfesazen do tekutého kultivacniho média s obsahem hormontl.

Obr. 8 In vitro rostliny kultivarii Nicotiana glauca (vlevo) a Nicotiana tabaccum
SR1(vpravo).

Suspenzni kalusové kultury tabaku a jeho GMO byly péstovany a uchovavany v 250 ml
Erlenmayerovych baiikach s 50ml tekutého kultivacniho média s hormony oznaceného
2+K (Tab. 4). Na Obr. 9 je fotografie kalusové kultury kultivaru Nicotiana tabaccum
cv. LaBurley 21.

VSsechna kultivaéni média spolu s veskerym pouzivanym laboratornim sklem byla
pfed zahijenim péstovani kultivard vzdy zklavovana v autoklavu Vario 75T pii tlaku
120kPa a teploté 120°C po dobu 20 minut. Prace s kulturami (pfesazovani, vyména média,
vlastni experimenty) byla provddéna ve Flow-boxu Holten Lamin Air s horizontalnim

laminarnim proudénim (nominalni pritok vzduchu 1506 m*/h, pokles tlaku 140 Pa).

Obr. 9 Kalusova kultura kultivaru Nicotiana tabaccum cv. LaBurley 21
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Tab. 4 — Slozeni kultivacnich médii (pH=35,7) 7

zisobni Slozky konc. média Olv“xelﬁjﬁg' cultivaéniho
roztok v mg/dm média média
A NH4NO; 1 650 20
B KNO; 1900 20
H3;BO; 6,2
KH,PO, 170 .
C KI 0,83 5 £ ¥
= . o
Na,MoO;, . 2H,O 0,25 = 4 'E
CoCl.6H,0 0,025 El&] 2
D CaClh.2H,0 440 5 2| g%
MgSO4.7H:0 370 E ?;) £
- MnSO0,.5H,0 24 5 RN
ZnS0,.7H,0 8,6 ERRARE
CuS04.5H,0 0,025 o | 2] 8
Na;EDTA 37,3 5| 2|8
F 10 &g
FeS0,.7H,0 27,8 z
G Thiamin 0,4 5 =
H Inositol 0,0001
I Sachar6za 30 000 o
J Agar 8 000 NN
K Kinetin 0,21 Q
L 2,4-dichlorophenoxyoctova kys. 0,225 %

e

Erlenmayerovy bailky s kalusovymi kulturami byly uchovavany ve tmé v kultivacni

mistnosti o teploté cca 25°C na tiepacce (110 otacek/min, vyrobce Vitrum).

4.1.4 Usporadani experiment

Kratkodoby experiment

V ptipadé rostlinnych kultivard Nicotiana tabaccum cv. SR1 a cv. La Burley 21, jejich

GMO (Zm-p60-1-T4, Zm-p60-1-T5, TRI 2-T1, TRI 2-T2) a Nicotiana glauca probihal

kratkodoby experiment s piidavkem ibuprofenu do kultiva¢niho média.
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Den pted zacatkem experimentu bylo do Erlenmayerovych ban¢k odvézeno 10 g
suspenzni kultury a pfidano 50 ml tekutého média s hormonem (2+K). Banky byly poté
umistény zpét do tmy na tfepacky v kultivacni mistnosti. Experiment zacal ptidanim
ibuprofenu do Erlenmayerovych banék s kulturami tabdku (koncentrace ibuprofenu
v médiu byla 0,2 mM). Pro kazdy odbérovy Cas byly kultivovany paralelné tfi rostliny
od kazdého druhu. Vzorky médii byly odebirany po 1, 2, 4, 6, 8, 12 a 24 hodinach.
Médium bylo uchovéano v ependorfkach o objemu 1 ml v -80°C az do doby vlastni analyzy

koncentrace ibuprofenu na HPLC.

Dlouhodoby experiment

Jednou z moznosti, jak ziskat informace o rostlinném stresu vlivem puisobeni 1éCiv,

je méfeni aktivit rostlinnych enzymt ovlivnénych antioxidacnim stresem.

Kultivar Nicotiana tabaccum cv. La Burley 21, jeho GMO (Zm-p60-1-T4, TRI 2-T2)
a Nicotiana glauca byly vystaveny plisobeni ibuprofenu. Pfi této varianté experimentu byl
v prvni den experimentu do ban€k s tabdkovymi kulturami ptfidan ibuprofen (koncentrace
ibuprofenu v médiu byla 0,2 mM) a zaroven proveden sbér kultury s pfidavkem i bez
pridavku tohoto 1éCiva pro stanoveni aktivit enzyml na pocatku experimentu (Cas 0).
Pro kazdy odbérovy cas byly kultivovany paralelné tii rostliny od kazdého druhu.
Vzorky buné¢k s pfidavkem léCiva i bez pridavku byly posléze odebirdny po 1, 2, 4 a 8
dnech. Pfi sbéru dochazelo k filtraci bunék pifes Biichnerovu nalevku a kultury byly
zamrazeny na teplotu -80°C. Zmrazené bunky byly takto pfipraveny na extrakci

pfedchazejici vlastnimu stanoveni enzymovych aktivit.

4.1.5 Analyza vzorki na HPLC

Pro stanoveni sledovaného léCiva, tj. ibuprofenu v médiu suspenznich kultur byla
pouzita metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), s detektorem DVW-10
Variable Wavelength UV-VIS a kolonou C18 BIOSPHER PSI 100 7um temperovanou
na 35°C. Mobilni faze pro HPLC byla sloZena z faze A (ultracista voda s 0,25% kyseliny
octové) a B (methanol s ptfidavkem 0,25% kyseliny octové) s gradientem definovanym

v Tab. 5. Pritok mobilni fdze byl Iml/min. Lécivo bylo detekovano pii vlnové délce
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224nm. Pro kalibraci byly stanoveny hmotnostni koncentrace standardd ibuprofenu

v rozmezi 0,1 — 1,2 mg/ml.

Tab. 5 Procentudlni zastoupeni gradientii mobilni faze

t (min)| 0 14 | 21 | 22
A 40% | 0% | 0% | 40%
B | 60% | 100% |100% | 60%

faze

4.1.6 Extrakce rostlinného materialu

Zmrazeny vzorek suspenzni kultury (cca 3 g) byl rozetfen tlouckem v tfeci misce
v prostiedi kapalného dusiku a vysledny praSek presné¢ zvazen v kadince. Daéle byl
ke vzorku ptidan extrak¢ni pufr, kdy mnoZzstvi extrakéniho pufru bylo rovno desetinasobku
navazky vzorku. Extrakéni pufr byl sloZen ze 0,1 M Tris/HCI, 5 mM EDTA, 1% PVP K30,
5 mM DTE a 1% Nonidetu P 40.

Smes byla michana 30 minut magnetickou michackou v lazni z ledové tfisté. Poté doslo
k centrifugaci (centrifuga Universal 32R, Schoeller) na dobu 30-ti minut pii 4°C a 4000
ota¢kach za minutu ve falkonkdch o objemu 50 ml. Déle nasledovala filtrace vzorku
ptes Miracloth Filter (vyrobce CALBIOCHEM) a vznikly pelet byl vyhozen. Objem
zfiltrovaného supernatantu byl zméfen, a znova pielit do kddinky a postaven na michacku
s ledovou tfisti. Nasledovala precipitace vzorku siranem amonnym, kdy byl do roztoku
pfidan siran amonny v mnozstvi, které odpovidalo navazce 0,2254 néasobku objemu
samotného supernatantu. Nove vznikld smés byla michéna po dobu 30-ti minut na ledové
lazni, potom podrobena centrifugaci pii 4°C a 11000 otackach za minutu (centrifuga
Universal 320R, Schoeller) a filtrace pies Miracloth Filter a pelet opét vyhozen.
Po zméfeni objemu supernatantu byl opét pfidan siran amonny v mnoZzstvi 0,258 nasobku
objemu supernatantu. Nésledovalo opét michani smési po dobu 30-ti minut
a centrifugovani pti 4°C a 11000 otadckach za minutu také 30 minut. Po této posledni
centrifugaci nasledovala dekantace centrifugovaného vzorku. V koncové ¢asti extrakce byl
pouzit ziskany pelet, ktery byl odsolen pomoci PD 10 kolony (vyrobce GE Healthcare).
Pelet byl rozpustén v 2,5 ml 25mM Tris/HCl-pufru o pH 7,8 a roztok preveden pipetou
do kolony PD 10. Nésledovala eluace proteini pomoci 3,5 ml pufru do 10 ml falkonky.
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Vzorky byly zamrazeny v ependorfkdch po 0,5 ml v tekutém dusiku a uskladnény
v mrazicim boxu (-80°C). Kolony bylo po kazdém odsolovani nutno proplachnout pomoci

10 ml 0,1 M roztoku HCI a 20 ml destilované vody.

4.1.7 Stanoveni proteint

Jednalo se o spektrofotometrické stanoveni proteind podle Bradforda’, kdy pf¥i barevné
zmén¢ dochazelo ke zméné hodnoty absorbance. Modré barvivo Coomassie Brilliant Blue
G-250 se v kyselém prostiedi vazalo na stanovovany protein a zménilo barvu na ¢ervenou.
Stanoveni probihalo pfi vlnové délce 595 nm na mikrodestickich umisténych
do spektrofotometru TECAN Infinite N200. Koncentrace kalibra¢nich roztokd (Bovine
serum albumin) byly nasledujici: 0, 50, 125, 250, 750, 1000, 1500 a 2000 pg/ml.
Pro analyzu bylo odpipetovano 10 pl vzorku a 250 pl Bradfordova ¢inidla. Z kalibra¢ni

kiivky byl poté vypocitan obsah proteini ve vzorku.

4.1.8 Stanoveni aktivity enzymu

Aktivita enzymil byla méfena pomoci spektrofotometru TECAN Infinite N200
na mikrodestickach. Sledovanym parametrem byla zména absorbance v zavislosti na Case
pii 25°C. Stanovovany byly nasledujici enzymy: peroxiddza (guajakol), katalaza, askorbat
peroxiddza, glutation-S-transferdza (CDNB substrat). Slozeni roztokli a substrati je

pro jednotlivé enzymy uvedeno v Tab 6.
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Tab. 6.: SloZeni roztokii pufr—substrat pro jednotlivé stanovované enzymy

Koncentra P;{))?etzz:;y Smés pufr- | Extrakt
Enzym | Substrat | Reagencie | ce pufru ) £ substrat enzymu
[mM] SMES PU= | (4o jamky) | (do jamky)
substrat
Tris/HCl
50 27 ml
. ' (pH=6,0)
POX Guajakol 190 pl 10 pl
Guajakol 3.4 600 pl
HzOz 9 600 },Ll
74 KH2_P04 100 30 ml
CAT H,0, | (PH=7.0) 140 pl 10 pl
H,0, 200 12 ml
KH,PO4
(pH=7.0) 55,56 36 ml
APOX’ | Askorbit , 180 ul 20 ul
sodny Askorbat
, 60 10 ul
sodny
HzOz 98 41 ],Ll
Tris/HCl
(pH=7.5) 100 23,7 ml
GST’® | CDNB GSH 500 pl 150 pl 10 pl
0,0122 g/
CDNB 2ml 1000 ul
etanolu

Aktivita enzym byla nasledné vypocitana podle rovnice:

Aktivita enzym = [

AA AA
- Ve,
Atvzorku Atblank
edV

enzym

zména absorbance na zméné ¢asu vzorku

zména absorbance na zméné ¢asu slepého stanoveni

celkové objem v kyveté
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v

enzym

&

d

extink¢éni koeficient

objem odpipetovaného vzorku

Sitka absorbujici vrstvy

Veli¢iny potfebné na vypocet aktivity enzymi viz Tab. 7. V soustavé SI je jednotkou

enzymové aktivity katal (1 kat = 1 mol/s). Vysledné hodnoty aktivity enzymil jsou

vztazeny na obsah proteintl a jsou tedy uvedeny v jednotkach kat/mg proteinu.

Tab. 7.: Veliciny potrebné na vypocet aktivity enzymii

Stanovovany Extink&ni Sitka Vinova
enzvm y Substrat koeficient | absorbujici | Veex/Venzym délka [nm]
y [mM'l.cm'l] vrstvy [mm]
POX Guajakol 26,6 5,94 20 420
CAT H,0, 0,036 4,63 15 240
APX Askorbat sodny 2,8 5,94 10 290
GST CDNB 9,6 5,68 4,75 340
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kratkodoby experiment

V kratkodobém experimentu byla oveéfovana moZnost degradace ibuprofenu
pomoci suspenznich kultur rostlin Nicotiana tabaccum cv. SR1 a cv. La Burley 21, jejich
GMO (Zm-p60-1-T4, Zm-p60-1-T5, TRI 2-T1, TRI 2-T2) a Nicotiana glauca. Kultury
rostly v médiu s ibuprofenem o koncentraci 0,2 mM. Degradace ibuprofenu byla

zjistovana v médiu po 1, 2, 4, 6, 8, 12 a 24 hodinach.

Pomoci standardu byl v chromatogramu na zéklad¢ retencnich casii identifikovan
ibuprofen. Reten¢ni ¢as piku pro ibuprofen byl na chromatogramu zaznamenan v desaté
minuté separace, viz Obr.10, ktery ndzorné ukazuje pribeh méteni ibuprofenu ve standardu
a souCasn¢ ve dvou vzorcich médii odebranych po 1. hodin¢€ a 24 hodinach (T1 a T24).
Je zfejmé, Ze v médiu po prvni hodiné¢ experimentu byl ibuprofen méfitelny,
po 24 hodinach jiz nikoliv. Z chromatogramu tedy vyplyva, Ze stanovované 1é¢ivo bylo jiz
zcela degradovéano ¢i se dostalo do cytosolu buniky rostlinné kultury a bylo nasledné
akumulovano ve vakuole.

Degradaci ibuprofenu pifimo v médiu s obsahem kultur naznacoval vyskyt zdvojeného
piku vdesidté minuté¢ separace. Jednalo se zfejmé o metabolity ibuprofenu:
hydroxy- ibuprofen a karboxy-ibuprofen. Zdvojeny pik byl v chromatogramu viditelny
i u vzorkli odebranych po Sesté hodiné experimentu. Je ale také mozné, Ze kultury mohly
byt béhem experimentu nevédomé zkontaminovany a tyto izomery vznikaly mikrobidlni

aktivitou.
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1

— DCLARITY LITEHPLCIDATAMANAUBU_L ABURLEYIBL_T24_1 - Detector 2
— DICLARITY LITEHPLC'DATAWJAHAIBU_LABURLEYUBU_STD_2 - Detector 2

woltage

Obr 10.: Detekce ibuprofenu - standard o koncentraci 0,8 mg/ml (cernd); médium od
kultury N. tabaccum cv. La Burley 21 odebrany po 1 hodiné (modrad); médium od kultury
N. tabaccum cv. La Burley 21 odebrany po 24 hodindch (riizova).

Degradace ibuprofenu v médiu pro jednotlivé kultivované kultury tabiku je uvedena
v grafech 1-7. Ve vzorcich média odebraném po 1. hodiné experimentu byly naméfené
koncentrace ibuprofenu u vSech tabakovych kultivart v rozmezi od 0,010 - 0,025 mg/ml.
Dynamika odstraniovani ibuprofenu z médii se vSak lisila. Koncentrace ibuprofenu v médiu
nejrychleji klesala u N. tabaccum SR1, kdy po 6. hodin€é experimentu byla koncentrace
ibuprofenu pouze 0,0008 mg/ml a pii dalS$im odbéru jiz nebyla métitelna vibec. V ptipadé
N. tabaccum cv. La Burley 21, N. tabaccum Zm-p60-1-TS, N. tabaccum TRI 2-T1
a N. glauca bylo 1éCivo odstranovano nejdelsi dobu. Jesté po 12. hodiné experimentu
byl vmédiu ibuprofen obsazen (v rozmezi od pro N. glauca do 0,007 mg/ml
pro N. tabaccum Zm-p60-1-TS). Po 24 hodinach jiz nebyl ibuprofen  detekovan
v z4dném médiu. Doba pro odstranéni ibuprofenu u testovanych tabiki tedy klesala
v potadi: N. tabaccum SR1 > N. tabaccum Zm-p60-1-T4 > N. tabaccum TRI 2T2 >
N. glauca > N. tabaccum TRI 2T1 > N. tabaccum cv. La Burley > N. tabaccum
Zm-p60-1-T5.

Jako nejvhodnéjsi se pro odstranéni ibuprofenu z média jevily kultury N. tabaccum

SR1. Zd4 se, ze GMO maji vliv na odstranéni ibuprofenu, jelikoz kultury
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N. tabaccum TRI 2T1 1 TRI 2T2 odstranily ibuprofen z média rychleji nez N. tabaccum
cv. La Burley 21. Doba pro odstranéni ibuprofenu z média pro netransformované formy

tabaku rostla v potadi: N. tabaccum SR1 > N. tabaccum cv. La Burley > N. glauca.

0,020 -

0,016 -

0,012

0,008 -

0,004 - -

0,000 - . . . o
1 2 4 6

Graf 1. Koncentrace ibuprofenu v médiu pro N. tabaccum SR1 v jednotlivych odbérovych
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casech.
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Graf 2. Koncentrace ibuprofenu v médiu pro N. tabaccum Zm-p60-1-T4 v jednotlivych

c[mg/ml]

12 24
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odbérovych casech.
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Graf 3. Koncentrace ibuprofenu v médiu pro N. tabaccum Zm-p60-1-T5 v jednotlivych

odbérovych casech.
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Graf 4. Koncentrace ibuprofenu v médiu kultury N. tabaccum cv. La Burley 21

v jednotlivych odbérovych casech.
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Graf 5. Koncentrace ibuprofenu v médiu pro N. tabaccum TRI 2-T1 v jednotlivych

odberovych casech.
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Graf 6. Koncentrace ibuprofenu v médiu pro N. tabaccum TRI 2-T2 v jednotlivych

odberovych casech.
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Graf 7. Koncentrace ibuprofenu v médiu pro N. glauca v jednotlivych odbérovych casech.
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5.2 Dlouhodoby experiment

Cilem experimentu bylo zjistit, zda je ibuprofen v delSim casovém horizontu
pro rostliny stresovym faktorem. Stresové odpovédi byly sledovany pomoci zmén aktivit
rostlinnych enzymi, které se podili na obrannych mechanizmech, jako peroxiddza (POX),
katalaza (CAT), askorbat peroxiddiza (APOX) a glutation-S-transferdza (GST).
Byly pouzity suspenzni kultury rostlin Nicotiana tabaccum cv. La Burley 21,
Zm-p60-1-T4, TRI 2-T2 a Nicotiana glauca, které rostly v kultivatnim médiu s obsahem
ibuprofenu 0,2 mM. Vzorky suspenznich kultur pod vlivem ibuprofenu i bez jeho piidavku
byly odebirdny po 1, 2, 4 a 8 dnech. Soucasn¢ byla ihned na pocatku experimentu
pro kontrolu odebrana kultura bez 1é¢iva. Nasledné stanovené hodnoty aktivity enzymi

byly vztazeny na obsah proteint (v jednotkach kat/mg proteinu).

5.2.1 Peroxidaza

Aktivity POX v tabakovych kulturdch ovlivnéné ucinkem ibuprofenu a v kontrolach
bez ptidavku tohoto 1é€iva v zavislosti na odbérovych ¢asech jsou shrnuty v grafech 8 - 11.
Hladiny POX v bunikach N.tabaccum cv. La Burley 21 vystavenych ucinkiim ibuprofenu
byly srovnatelné s kontrolami a pohybovaly se vrozmezi 670-1200 kat/mg (graf 8).
Pouze v osmém dni byla aktivita u kultury s pfidavkem ibuprofenu vyrazné nizsi
(polovi¢ni) v porovnani s kontrolou. Zda se tedy, Ze ibuprofen nebyl pro tuto kulturu
stresovym faktorem.

U bunék N.glauca byla zaznamenana nejvyssi hodnota aktivity na po¢atku experimentu
1625 kat/mg (graf 9). Aktivity kontrolnich bun¢k mély klesajici tendenci, u bunék
osetfenych ibuprofenem nejprve také dochéazelo k poklesu aktivit POX, ale po ¢tvrtém dni
aktivita zacala mirné rast. Ctvrty a osmy den tak buiiky o3etfené ibuprofenem vykazovaly
vyss$i POX aktivity nez aktivity kontrolnich neoSetfenych bun¢k. Diivodem tohoto zvySeni
mohla byt mensi tolerance k ibuprofenu, ¢imz dochédzelo v buiikdch k tvorbé ROS,
které byly detoxifikovany pomoci POX. Pravdépodobné vznikla oxidovand forma léciva,
ktera mohla POX aktivitu u této kultury také zvysit.

Transgenni kultivar N.tabaccum TRI 2-T2, odvozeny od N.tabaccum cv. La Burley 21,

obsahuje geny pro zvysenou produkci fytochelatin. POX aktivita byla zvySena jiz prvni
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den, kdy byla o 30% vyssi nez aktivita u kontroly (graf 10). V dalSich dnech aktivita
v buitkach oSetfenych ibuprofenem postupné klesala a osmy den byla dokonce nizsi
nez u kontroly. Je zndmo, Ze fytochelatiny se podileji na detoxifikaci nezadoucich
polutanti. Proto mohlo pravé u tohoto GMO dojit ke zvySeni aktivity POX u bunéck
vystavenych uc¢inkiim ibuprofenu.

(graf 11). V bunkach pod vlivem ibuprofenu klesla aktivita POX po jednom dni
na 629 pkat/mg proteinii. POX aktivity u kontrol kolisaly v rozmezi 828 — 1064 kat/mg
a jen ve Ctvrtém dni byla hladina enzymu vyS$si v buinikdch oSetfenych ibuprofenem.
GMO kultivar N.tabaccum Zm-p60-1-T4 se od nemodifikovanych kultur 1isi pfitomnosti
genu pro B-glukosidazu. Vzhledem k tomu, Ze funkci B-glukosidazy je pienos glykosidicky
vazanych sacharidovych zbytki na molekuly s OH skupinou, mohlo k této interakci dojit

na molekule ibuprofenu a tim vytvofit pro rostlinny metabolismus mén¢ toxickou latku.
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Graf 8. Aktivita peroxidazy v suspenzni kulture N. tabaccum cv. La Burley 21 s pridavkem

ibuprofenu a bez pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 9. Aktivita peroxidazy u N. glauca s pridavkem ibuprofenu a bez pridavku léciva
v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 10. Aktivita peroxidazy u N. tabaccum TRI 2-T2 s pridavkem ibuprofenu a bez

pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 11. Aktivita peroxidazy u N. tabaccum Zm-p60-1-T4 s pridavkem ibuprofenu a bez

pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech

5.2.2 Katalaza

Kataldzova aktivita u pouZivanych tabdkovych kultur je shrnuta v grafech 12-15.
Jeji hodnoty v jednotlivych odbérovych casech velmi osciluji u vSech studovanych kultur.
pfiCemz hladina CAT béhem experimentu vyznamné kolisala jak u kontroly, tak u bun¢k
oSetfenych ibuprofenem. Na zafatku experimentu byla aktivita pfiblizn¢ 150 000 kat/mg,
poté prudce narostla o zhruba 267%, nésledné prudce poklesla u kontrol o0 54% a az o 75%
u bun€k osetienych ibuprofenem. V kontrolnich buiikach, odebranych v dalSich dnech,
aktivita CAT dale rostla, u bun¢k oSetfenych ibuprofenem byl rtist osmy den opét zastaven
a aktivita se snizila.

V bunkdch N.glauca byly hodnoty aktivity CAT vys§i u vzorkd kultur s obsahem
ibuprofenu v priméru o 13% (graf 13). Jen u kontrol byla po dvou dnech aktivita vyssi
(703 398 kat/mg). Obecné muizeme fici, ze aktivita v kontrolnich i oSetienych bunkach
rostla v ¢ase. Teprve osmy den doSlo ke snizeni aktivity CAT, coz mohlo byt dano
1 vy€erpanim Zivin z média.

Aktivita CAT v N.tabaccum TRI 2-T2 (graf 14) byla vysoka jiz na pocatku
experimentu (900 614 kat/mg), pficemz u kontrol aktivita ¢tyfi dny postupné klesala
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a poté se osmy den opét zvysila. U vzorkl oSetienych ibuprofenem aktivita velmi kolisala,
ale z hodnot aktivit nevyplynuly Zadné zavislosti.

Zatimco u kultury N.tabaccum Zm-p60-1-T4 s obsahem ibuprofenu aktivita CAT 1 ptes
vysokou pocateéni hodnotu prvni dva dny rostla, u kontrolnich vzorkii ale dochéazelo
k inhibici aktivity a osmy den byla aktivita CAT sniZena aZ na polovinu pocatecni aktivity
(graf 15). Nejvyssi aktivita CAT byla naméfena u bunék s ibuprofenem odebranych
po prvnim a druhém dni (hodnoty nad 1 300 000 mkat/mg) . Zda se, ze vlivem piidavku
ibuprofenu doslo ke zvysené produkci H,O,, coz buiiky regulovaly zvySenou hladinou
CAT. Je znamo, ze CAT chrani bunky pfed nadmérnou akumulaci tohoto silného
oxidacniho ¢inidla, jelikoz katalyzuje jeho rozklad. Navic je CAT také schopna

katalyzovat nékteré peroxidazové reakce v peroxizémech.
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Graf 12. Aktivita katalazy u N. tabaccum cv. La Burley 21 s pridavkem ibuprofenu a bez

pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 13. Aktivita katalazy u N. glauca s pridavkem ibuprofenu a bez pridavku léciva

v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 14. Aktivita katalazy u N.tabaccum TRI 2-T2 s pridavkem ibuprofenu a bez pridavku

léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf'15. Aktivita katalazy u N.tabaccum Zm-p60-1-T4 s pridavkem ibuprofenu a bez

pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech

5.2.3 Askorbat peroxidaza

Aktivita APX u vzorkll s pfidavkem ibuprofenu byla v porovnani s kontrolou nizsi
(okolo 500 kat/mg), jen v prvnim dni tomu bylo naopak, aktivita APX u vzorku
s ibuprofenem dosédhla 1815 kat/mg. V bunikdch N.glauca byl zaznamenan podobny trend
aktivity (graf 17). Po prvnim dni experimentu byla opét vyrazné¢ vyssi u kultury
s ibuprofenem.

GMO kultivary se vSak oproti ptredchozim, netransgennim kulturdm liSily.
U N.tabaccum TRI 2-T2 byly hodnoty aktivity APX nejvy$$i na pocatku experimentu
a postupné klesaly, jak u vzorkd s ibuprofenem, tak bez n¢j (graf 18). K odchylce doslo
jen v poslednim dni odbéru, kde aktivita enzymu u kontroly vzrostla. Kultivar N.tabaccum
Zm-p60-1-T4 mél nejvyssi aktivitu APX také na pocatku experimentu, 4013 kat/mg
(graf 19). Ve srovnani vzorkd této GMO kultury s ptfidavkem lé¢iva a bez ptidavku,
se celkové jevila aktivita APX vyS$§i ve vzorcich bez ibuprofenu. I kdyz ve vzorcich
kultury s ibuprofenem odebranych po prvnich dvou dnech byla aktivita APX relativné
vysoka a vyrazné klesla az ve ¢tvrtém dni. U kontrolnich vzorkl bez ptidavku ibuprofenu

zacala aktivita klesat jiz béhem druhého dne.
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Obecné mizeme fict, ze aktivita APX byla nejvyssi u GMO kultivard, poté u N.glauca

oxidativni stres, protoze APX je soucasti glutation-askorbatového cyklu, ktery reguluje

1 niz$i hladinu H,O; v cytoplazmé. Oproti katalaze, kterd je schopné eliminovat az vyssi

hladinu H,O, v chloroplastech, diky nizké afinité k této slouceniné.
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Graf 16. Aktivita askorbat-peroxidazy u N. tabaccum cv. La Burley 21 s pridavkem

ibuprofenu a bez pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 17. Aktivita askorbat-peroxidazy u N. glauca s pridavkem ibuprofenu a bez pridavku

léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 18. Aktivita askorbat-peroxidazy u N.tabaccum TRI 2-T2 s pridavkem ibuprofenu a

bez pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 19. Aktivita askorbat-peroxidazy u N.tabaccum Zm-p60-1-T4 s pridavkem ibuprofenu

a bez pridavku léciva v jednotlivych odberovych casech.
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5.2.4 Glutation-S-transferaza

se pohybovaly okolo 100 kat/mg (graf 20). Pouze kontrola po druhém dni méla hodnotu
o néco vyssi (243 kat/mg).

V bunkach N.glauca aktivita GST velmi oscilovala (graf 21). Hodnoty rostly mezi
druhym a osmym odbérovym dnem. Ve druhém dni byla aktivita GST u kultury
s ptidavkem ibuprofenu dvojnasobna v porovnani s kontrolou. Po osmém dni byla ale opét
na urovni aktivity na pocatku experimentu. Ztéchto vysledki Ilze piedpovédet,
ze ibuprofen se dostal do cytosolu bunék tabaku a vyvinul vétsi aktivitu tohoto pfimého
antioxidantu. NejspiSe byla v konjugacni fazi detoxifikace ibuprofenu nutnd zvySena

katalyza GST enzymem, aby vznikl hydrofilni konjugét.

Aktivita GST u kultur N.tabaccum TRI 2-T2 s ibuprofenem prvni den vzrostla
a poté postupné klesla na hodnotu namétenou v ¢ase nula (graf 22). U kontrolnich vzorki
aktivita GST nevykazovala zadny urcity trend. V osmém dni byla hodnota, oproti
pocatecni aktivité, dvojnasobnd. Hodnoty aktivit GST vSak byly po celou dobu
experimentu mnohem vys$§i neZ aktivity naméfené u N.tabaccum cv. La Burley 21.
Je zndmo, Zze GST napomahd detoxifikaci organismu katalyzou reakce glutationu
s xenobiotikem, a také ze glutation je prekurzorem rostlinnych chelata¢nich latek -
fytochelatind. Je tedy mozné, Ze pravé zvySena syntéza fytochelatini u GMO N. tabaccum

TRI 2T2 méla vliv na vyssi aktivitu GST pfi detoxifikaci ibuprofenu.

U bun¢k GMO N.tabaccum Zm-p60-1-T4 byla naméfena nejvy$$i hodnota GST
aktivity vibec. V ptipadé kontroly doSlo v prvnim dni k riistu aktivity aZz na 810 kat/mg
a az poté k vyraznému poklesu (graf 23). Aktivita GST u bunék oSetfenych ibuprofenem
byla na zacatku experimentu 716 kat/mg. V Case ale tato hodnota prudce klesala
az na aktivitu cca 200 kat/mg. B-glukosidazy jsou v rostlinach aktivovany pii poSkozeni
pletiva ¢i pifi napadeni patogeny. Zaroven se podili na regulaci hladin rostlinnych
fytohormonti. To by vysvétlovala pocatecni vyssi hladinu GST u tohoto GMO 1 nasledny

pokles aktivity na arovenn N.tabaccum cv. La Burley 21.
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Graf 20. Aktivita Glutation-S-transferdzy u N. tabaccum cv. La Burley 21 s pridavkem

ibuprofenu a bez pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 21. Aktivita Glutation-S-transferdazy u N. glauca s pridavkem ibuprofenu a bez
pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech
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Graf 22. Aktivita Glutation-S-transferdazy u N.tabaccum TRI 2-T2 s pridavkem ibuprofenu

a bez pridavku léciva v jednotlivych odberovych casech
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Graf 23. Aktivita Glutation-S-transferdzy u N.tabaccum Zm-p60-1-T4 s pridavkem

ibuprofenu a bez pridavku léciva v jednotlivych odbérovych casech
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ZAVER

Z kratkodobého experimentu vyplynulo, Ze v odstraniovani ibuprofenu z média jsou
mezi kultivary rozdily. Jako nejvhodnéj$i pro odstranéni se jevila kultura N. tabaccum
SR1. Zaroven je zfejmé, ze GMO maji vliv na odstranéni ibuprofenu, jelikoz N. tabaccum
TRI 2T1 1 TRI 2T2  odstranily ibuprofen z média rychleji nez N. tabaccum
cv. La Burley 21. Na druhou stranu se ale nejpomaleji odstrafioval ibuprofen z média
u N. tabaccum Zm-p60-1-T5. Ibuprofen byl z téchto médii zcela odstranén az po 24
hodinach

Dlouhodoby experiment ukézal, Ze rostlinny stres se projevuje i po delSim case.
Vlivem oxidativniho stresu rostly hodnoty aktivity enzymu. Nejvys$si hladina POX byla
zaznamenana u N.glauca. CAT méla ze vSech stanovovanych enzymi jedno z nejvétsich
Cisel pfemény, zejména u GMO kultivarit N. tabaccum Zm-p60-1-T4 a TRI 2T2.
Hladiny pro APOX byly nejvy$s§i u N.tabaccum Zm-p60-1-T4. Vys$si hladina GST
v buitkich GMO N. tabaccum TRI 2T2 mohla byt ovlivnéna vnesenym genem
pro zvySenou syntézu fytochelatinti.

La Burley 21 jevil jako nejvice tolerantni kultivar k pfitomnosti ibuprofenu.
Hypoteticky mohl byt ibuprofen degradovan jiz v médiu s obsahem této suspenzni kultury.

Jako nejméné¢ tolerantni se zdal byt druh N.glauca.
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