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ABSTRACT

The presence of pharmaceuticals in wastewater, which are not eliminated in sewage
treatment plant process and thus get easily into rivers and aquatic environment in general,
constitutes a severe problem to the whole society. The research into the removal of
pharmaceuticals from the environment began about twenty years ago. Phytoremediation
represents one of the most promising wastewater treatment methods. It is based on the ability of
plants to remove xenobiotics from their environment and sequester them, build them into their
tissues or degrade them. Many plant species have been tested as potential phytoremediation
agents including maize (Zea mays L.) and sunflower (Helianthus annuus L.). These two plant
species were also used for phytoremediation experiments described in this project. The
sunflower BELEM variety and the maize G1 variety were cultivated in sterile media containing
carbamazepine or its metabolite 10,11-epoxycarbamazepine. The same experiments were carried
out with ibuprofen and acetaminophen for comparison. The antiepileptic drug carbamazepine
belongs to the group of compounds, which are, due to their high stability, poorly degraded in the
environment. Its metabolite 10,11-epoxycarbamazepine was synthesized by epoxidation of the
double bond of carbamazepine using m-chlorperoxybenzoic acid in chloroform. The removal of
all xenobiotics mentioned was observed, showing that carbamazepine was sequestered rather
poorly by both plants, while 10,11-epoxycarbamazepine was removed efficiently by maize only.
In contrast, ibuprofen and acetaminophen were removed by both plants effectively. The presence
of xenobiotics except ibuprofen did not have any significant impact on the growth of plants. The
enzymatic activity of NADP-ME, PEPC, PPDK and peroxidases in both bound and soluble
fraction in extracts from plant roots and leaves was measured, which indicated the degree of the
stress response of plants to the presence of xenobiotics in media. The largest increase of the
activity of NADP-ME, PEPC and PPDK was observed in plants cultivated in media with 10,11-
epoxycarbamazepine. The activity of NADP-ME and PEPC was increased in roots of maize
more than in leaves. This fact could be attributed to an increased requirement of intermediates
for various biosynthetic processes. A significant increase of peroxidase activity in bound fraction
was observed in both leaves and roots of sunflower. The largest increase of the enzymatic
activity of peroxidases in soluble fraction was observed in plants cultivated in media with
carbamazepine and 10,11-epoxycarbamazepine. It is obvious that the way the plant metabolism
is influenced by xenobiotics in media and its extent strongly depends on the plant species used

and its way of CO, fixation.



ABSTRAKT

Ptitomnost 1é¢iv v odpadnich vodéch, které se nepodaii odstranit béhem procesu ¢isténi
odpadnich vod a které se timto zplisobem dostavaji do fek a ostatnich slozek hydrosféry,
predstavuje vazny problém pro spolecnost. Teprve beéhem poslednich dvou desetileti zacal
vyzkum ohledné mozného odstraiiovani téchto 1éCivych latek z zivotniho prostiedi. Jednou
z perspektivnich metod ¢iSténi odpadnich vod piedstavuje fytoremediace, kterd je zaloZena na
schopnosti rostlin odebirat ze svého okoli cizorodé latky a nasledné je ukladat nebo zabudovavat
do svych pletiv, ptipadné degradovat. V této souvislosti bylo testovano mnoho rostlinnych druhti
vcetné kukutice (Zea mays L.) a sluneCnice (Helianthus annuus L.), s nimiz byly provadény
fytoremediacni experimenty téz v rdmci tohoto projektu. Rostliny slunec¢nice odridy BELEM a
kukufice odridy G1 byly péstovany ve sterilnich médiich, do nichZz bylo pfidavano 1écivo
karbamazepin a jeho metabolit 10,11-epoxykarbamazepin. Pro porovnani byly stejné
experimenty provadény s ibuprofenem a acetaminofenem. Antiepileptikum karbamazepin patii
mezi 1é¢ivé latky, které jsou diky své vysoké stabilité v pfirodé€ velice Spatné rozlozitelné. Jeho
metabolit 10,11-epoxykarbamazepin byl pfipraven epoxidaci dvojné vazby karbamazepinu
prostiednictvim kyseliny m-chlorperoxybenzoové v chloroformu. Byl sledovan ubytek téchto
xenobiotik z médii, pticemz se ukdzalo, Ze karbamazepin byl obéma rostlinami piijiméan velice
neochotné¢ a 10,11-epoxykarbamazepin byl zmédia efektivné¢ extrahovan pouze kukufici,
zatimco ibuprofen a acetaminofen pfijimaly ob¢ rostliny velice snadno. Pfitomnost zminénych
xenobiotik pritom neméla na rlst rostlin s vyjimkou ibuprofenu vyznamny vliv. Dale byla
sledovana aktivita NADP-ME, PEPC, PPDK a peroxidas vrozpustné a vazané frakci
v extraktech z listdl a kofent obou rostlin, kterd vypovidala o mife stresové odpovédi rostliny na
ptitomnost cizorodych latek v médiu. Nejvyraznéjsi nartst aktivity NADP-ME, PEPC a PPDK
byl pozorovan pirevazné v rostlinach péstovanych v pritomnosti 10,11-epoxykarbamazepinu.
Aktivita NADP-ME a PEPC byla v kofenech kukufice oproti kontrolnim rostlinam vyrazné
zvySena, a to mnohem vice nez v listech, coz pravdépodobné souviselo se zvySenou potiebou
pfisunu intermediati pro riizné biosyntetické procesy. K vyraznému zvyseni aktivity peroxidas
vazané frakce doSlo v kofenech a listech slunecnice. NejvysSi nardst enzymové aktivity
peroxidas v rozpustné frakci oproti kontrolnim stanovenim byl pozorovan v rostlinach
péstovanych v ptitomnosti karbamazepinu a 10,11-epoxykarbamazepinu. Je ziejmé, ze zptisob a
mira ovlivnéni metabolismu rostlin pouzitymi xenobiotiky velmi zavisi na rostlinném druhu a

jeho zpusobu fixace CO,.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMP — adenosinmonofosfat

ATP — adenosintrifosfat

cDNA — komplementarni DNA (complementary DNA)

COX — cyklooxygenasa

CYP — cytochrom P450

DDT - 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

EC — numerické klasifika¢ni schéma enzymu (enzyme commission number)
ECso — stedni efektivni koncentrace, pii niz xenobiotikum vykazuje toxické fyziologické ucinky
na dany organismus (the half maximal effective concentration)

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ESI — ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

HPLC — vysokoucinné kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
K., — Michaelisova konstanta

LCso — stiedni letalni koncentrace (the half maximal lethal concentration)
Mr — relativni molekulovd hmotnost

MS — hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

m/z — pomér hmotnost/naboj dané ¢astice

NAD - nikotinamidadenindinukleotid, oxidovana forma

NADH - nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma

NAD-ME — NAD-dependentni malatdehydrogenasa dekarboxyla¢ni
NADP — nikotinamidadenindinukleotidfosfat, oxidovana forma

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma
NADP-ME — NADP-dependentni malatdehydrogenasa dekarboxylaéni
NMR — nuklearni magnetické rezonance

PEP — fosfoenolpyruvat

PEPC — fosfoenolpyruvatkarboxylasa

Pi — zbytek kyseliny fosfore¢né

PPDK - pyruvat-fosfatdikinasa

PPi — pyrofosfat

ppm — miliontina celku (parts per million)

PVP — polyvinylpyrrolidon

RPM - pocet otacek za minutu (revolutions per minute)
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Rubisco — ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa

Sy — nukleofilni substituce

Sn-1 — nukleofilni substituce monomolekularni

Sn-2 — nukleofilni substituce bimolekuldrni

TEMED - tertamethylethylendiamin

TLC — chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)
Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

UDP — uridindifosfat
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1 UVOD

Vypousténi 1éCivych latek obsazenych v odpadnich vodach do Zivotniho prostiedi
pfedstavuje velky problém, jehoz vaznost si spolecnost zafala uvédomovat teprve
v poslednich dvaceti letech [1,2]. Odhaduje se, Ze celosvétova spotieba aktivnich 1é¢ivych
substanci piesahuje 100 000 tun za rok, v zemich Evropské Unie se jedna o 3000 rtznych
latek [3]. Mnozstvi pouzitych 1éciv se naptiklad v Némecku ro¢né pohybuje v fadu desitek az
stovek tun na jednu konkrétni 1é¢ivou latku [1].

Po jejich uziti jsou 1éCiva vylou¢ena moci ¢i stolici bud’ nezménéna, nebo ve forme
metabolit,, ¢imz se dostavaji do odpadnich vod [1]. Farmaka se mohou dostat do okolniho
prostiedi také pfilezitostné emisi ztovdren na vyrobu léCiv, z vyluhu ze skladek nebo
likvidaci nespotiebovanych 1é¢iv prostiednictvim komunalniho odpadu [4]. Kromé toho chov
zemédé@lskych zvitat predstavuje dals$i vyznamny zdroj veterinarnich farmak v ptirodeé,
piedevsim pak ve vodnich kulturéch, jako jsou naptiklad rybi farmy [3]. MozZné zpiisoby

vstupu 1é¢iv do okolniho prosttedi jsou zndzornény na obrazku 1.1:

| SPOTREBA J+— — LIKVIDACE |
4 e
| Lidskaspotieba | | |&¥Ew| | Iéké:;y doméci odpad
l metabolismus m - 1‘
 WC ' :fH b drez/WC [ { ] sklaci-k_a__-]
— \
[ tovarny, nemocnice |- D%ngRN";gH .. biologicka Dodzemni m@
vob Z:Efa'::::;“

farm
| ! uprava
metabolismus roznrtylem v Imlme
'-. éi Imo]wu y \ Erusaku
.fmda > G;;rchove v@/

.W
biologicka a chemicka degradace

Obrazek 1.1: Mozné zpiisoby kontaminace Zivotniho prosttedi 1éCivy (pfevzato a pielozeno

podle Nikolau, A. et al 2007 [4]).
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Rozsahly vyzkum tykajici se vyskytu 1é¢iv v Zivotnim prostiedi zacal v devadesatych
letech minulého stoleti, kdy byly vyvinuty citlivé analytické metody, které umoznily stanovit
1é¢ivé latky v odpadnich, podzemnich i povrchovych vodach, v pitné vodé a pude. Prvotni
studie ukazaly, ze jednotlivé slozky léCiv nejsou zcela odstranény béhem procest Cisténi
odpadnich vod. Mnoha léciva byla na riznych mistech v pfirod¢ nalezena v podobném
mnozstvi jako pesticidy, naptiklad v iekach, pramenech a jinych slozkach hydrosféry
dosahovala jejich koncentrace az nékolik mikrogrami na litr [1].

S rostoucim védomim o pfitomnosti 1é¢iv a mistech jejich vyskytu se zvySoval zijem
o osud téchto latek v ptirodé a jejich mozny nezadouci vliv na zivotni prostiedi [3]. Soucasné
se téz zvySoval zajem o mozZnosti odstranéni téchto xenobiotik z ekosystému [1]. Stavajici
technologie ¢isténi komunalnich odpadnich vod eliminuje pouze malou c¢ast diskutovaného
zneCisténi, proto jsou vyvijeny nové, efektivnéjsi a ekonomicky vyhodnéjsi postupy, mezi néz

patii fytoremedia¢ni metody [5].

1.1 Léciva

Léciva jsou prostfedky obsahujici zpravidla vysoce biologicky aktivni latky, které
vykazuji specifické u€inky v téle [4,6]. Pojem léc¢iva latka zahrnuje Sirokou Skéalu substanci
liSicich se strukturou, funkci a aktivitou, které jsou pouzivané jak v lidské, tak veterinarni
medicing k 1é€bé chorob, pti boji s infekcemi anebo k potlac¢eni symptoma [7].

Lécivé latky jsou obecné vylucovany z téla Zivo€ichl poté, co jsou castecné nebo
zcela pfeménény na metabolity rozpustné ve vodé, avSak zna¢né mnozstvi ptvodni latky
muze byt vyloueno nezménéné. Jakozto télu cizorodé latky podléhaji 1éCiva procesu
biotransformace prostfednictvim enzymi pfitomnych pfedevS§im v jatrech, nejcastéji CYP
[7,8]. Za metabolismus velké vétSiny 1é¢iv je zodpovédnych 5 izoforem CYP, konkrétné
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP1A2 [9].

Modifikace 1é¢ivych latek biotransformujicimi enzymy Casto vede ke zméné jejich
biologické aktivity. Tento jev je vyznamny z farmakologického hlediska, nebot mnoho
1écivych latek musi napied podlehnout biotransformaci, aby mohly vykazovat pozadované
ucinky. V tad¢ ptipadd se vSak tyto enzymy podili na snizeni toxicity 1éCiv a tim i jejich

Gginku [8].
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1.1.1 Osud lé¢iv v odpadnich a povrchovych vodach

Chovani a osud 1é¢iv a jejich metabolith v pfirodé neni pfili§ dobfe znam. Nizka
tékavost 1é¢iv naznacuje, ze jejich distribuce bude probihat predev§im vodnim transportem,
ale také prostiednictvim potravniho fetézce [10].
na eliminaci 1é¢iv adsorpce na suspendované pevné latky a biodegradace. Uspésnost adsorpce
zavisi na schopnosti léCiva interagovat s Casticemi a mikroorganismy prostiednictvim
fyzikélnich, chemickych nebo elektrostatickych interakci. Vzhledem k zdpornému néboji
vetsiny piirodnich pevnych latek jsou molekuly 1é¢iv kyselé povahy tvofici ve vod¢ anionty,
mezi které patii napiiklad ibuprofen, acetylsalicylova kyselina nebo diklofenak, eliminovany
adsorpci jen ve velmi malé mite. Jestlize je 1é¢ivo rozpustné ve vode, nejucinnéjsim procesem
podilejicim se na jeho eliminaci bude biodegradace. Tento d€j mtze probihat bud’ v aerobnich
¢i anaerobnich zénach aktivovaného kalu, nebo anaerobn¢ pti digesci kalu. Naopak pro
likvidaci hydrofobnich 1é¢iv neni biodegradace na rozdil od fyzikalni adsorpce na pevné
castice prili§ vyznamna [10].

Léciva jsou casto vyloucena ve formé konjugovanych nebo nekonjugovanych
polarnich metabolitd. V Cistirnach odpadnich vod vSak muze dojit k rozStépeni téchto
konjugatt a naslednému uvolnéni ptivodni aktivni latky [10].

Léciva, kterd nejsou snadno degradovana v Cistirnach odpadnich vod, jsou rozptylena
s odtokovou vodou, coz ma za nasledek kontaminaci fek i jejich usti do mofte, jezer a
v nékterych ptipadech i pitné a podzemni vody [10].

V povrchovych vodach podlé€haji 1é€¢iva nejen biotransformac¢nim a biodegrada¢nim
procesiim, ale téz abiotickym pfeménam, které jsou z hlediska degradace pravdépodobné
diklofenaku, karbamazepin timto zptisobem podléha pomalé degradaci ve slanych vodach bez
pritomnosti jinych organickych latek. Efektivita fotodegradace zavisi kromé vlastnosti 1é¢iv
na intenzité slune¢niho svitu, nadmotské vysce, roénim obdobi a pfitomnosti fotosenzitizéra,
které jsou schopny produkovat hydroxylové radikdly a singletovy kyslik (napf. nitraty,
kyselina huminova) [10].

Bioakumulace prostfednictvim potravniho fetézce nebyla prokézana s vyjimkou
diklofenaku u divokych dravct. V ptipadech vyskytu 1é¢iv v podzemni a pitné vod¢ se jako
nejucinnéjsi mechanismy jejich odstranéni ukézaly byt ozonizace, pouziti granulovaného

aktivované¢ho uhli a pokroc¢ilé oxidacni techniky [10].
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Vysokéa mira produkce daného 1é¢iva neni tolik vyznamna jako jeho vysoka stabilita
v ptirod¢ a kritickd biologicka aktivita, coz je napiiklad vysoka toxicita nebo schopnost
ovliviiovat kli¢ové biologické procesy jako je reprodukce. LécCiva, kterd piedstavuji
potencialni nebezpeci pro Zivotni prostiedi, jsou Casto produkovédna ve velkém mnozstvi, jsou
velmi stala v pfirodé a zarovenn vykazuji vysokou biologickou aktivitu, zejména pfi

dlouhodobém pusobeni [10].

1.1.2  Vliv léCivych latek v povrchovych vodach na Zivotni prostiedi

Cilem vétsiny lécivych latek je specificky zdsah do metabolickych a molekularnich
procest v téle, maji vSak téZ vyznamné vedlej$i Uc¢inky. Poté, co se 1é¢iva dostanou do
zivotniho prostfedi, mohou ovliviiovat stejné metabolické drahy zivocichl, ktefi maji
identické nebo velmi podobné cilové organy, tkan€, bunky nebo biomolekuly jako ¢lovék.
Urcité receptory zivoCichi se podobaji tém lidskym, jiné vSak naptiklad chybi nebo jsou
odli$né, coZ vede k rozdilnym Uc¢inkiim na ¢lovéka a Zivocichy. Je tieba vzit v Gvahu, ze u
mnohych 1é¢iv neni jejich mechanismus U¢inku znam, casto se pfitom jednd o nékolik
rozdilnych mechanismu. [10].

Ptitomnost 1éCiv v pfirodé mlze vést k abnormalnim fyziologickym procesim a
poruchdm reprodukce, zvySenému vyskytu rakoviny a vyvoji bakterii rezistentnich vuci
antibiotikim [11]. Bylo prokazano, Ze mnoho 1é¢iv vypousténych do Zivotniho prostfedi ma
potencial narusovat endokrinni rovnovéhu jak u vodnich organismi, tak u ¢lovéka. Piibyva
piipadii onemocnéni souvisejicich s poruchami endokrinniho systému a nezadoucich
fyziologickych ucinkl na Zivo€ichy. Objevuji se dikazy, Ze zmény reprodukéniho zdravi lidi,
véetné poklesu muzské plodnosti, vrozenych vad a rakoviny prsu a varlat souviseji
s ptusobenim chemikalii narusujicich endokrinni systém, mezi které patii mimo jiné i lé¢iva
[4].

Toxicita 1éCiv je posuzovana dle standardizovanych testll a postupli na laboratornich
organismech, mezi které patii vodni fasy, zooplankton, bezobratli vodni zivocichové a ryby
[10]. Z bezobratlych jsou pro tyto ucely pouzivané perloocky hrotnatky (Daphnia sp.), které
slouzi jako dobré bioindikatory piitomnosti zbytkovych 1é¢iv ve vodnim prostfedi. Vodni
obratlovci, pfedevsim ryby, jsou velmi citlivé na endokrinni modulaci, coz se miiZze projevit
poruchami jejich reprodukce. Ekotoxikologické ucinky na ryby by nemély byt podcenény,

nebot’ nékterd 1é¢iva maji tendenci akumulovat se prostfednictvim potravniho fetézce [3].
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Ackoli u mnohych IéCiv neni pravdépodobné, ze by diky své nizké koncentraci a
toxicité zpusobovala letdlni zmény vodnich organismd, jejich dlouhodobé piisobeni miize vést
k pozorovatelnym toxickym uc€inkim [3]. V mistech kontaminace 1éCivy jsou totiz vodni
zivocichové a rostliny vystaveny jejich ptisobeni po cely zivotni cyklus. Pfi testovani akutni
toxicity na fasach a perlooCkach bylo navic zjisténo, ze smés farmak patficich do skupiny
nesteroidnich protizanétlivych 1éCiv (napt. diklofenak, kyselina acetylsalicylova, ibuprofen
nebo naproxen) vykazovala vysokou toxicitu, ackoli koncentrace jednotlivych 1éciv
ptitomnych ve smési byla natolik nizka, Ze by sama o sobé nevykazovala témét Zadné ucinky.
Zda se, Ze mira toxicity 1é¢iv je souctem toxicit jednotlivych 1é¢iv. Bohuzel zatim nebylo
provedeno dostate¢né mnoZzstvi studii zabyvajicich se toxicitou 1é¢iv v jejich smési [10].

Prevazna vétSina publikovanych dat interpretuje akutni toxicitu. Dlohodobé plisobeni
xenobiotik, kterd se v pfirodé vyskytuji v nizkych koncentracich, sice odpovida spise
chronickym toxicitdm, jejich vyhodnoceni je vSak velmi obtizné. Dal$im problémem je
skute¢nost, ze v odpadnich vodach nejsou ptitomny pouze pivodni molekuly 1é¢iv, ale i jejich
metabolity, u nichz jsou data ohledné¢ toxicity nedostupna. Navic mohou byt tyto metabolity

ve vodach pfitomné v mnohem vyssi koncentraci nez ptivodni 1é¢iva latka [1].

1.1.3 Ibuprofen

Ibuprofen (obrdzek 1.2) je nesteroidni protizdnétlivé 1é¢ivo patfici mezi derivaty
kyseliny propanové, jehoz systematicky nazev zni (RS)-2-(4-(2-methylpropyl)phenyl)-
propanova kyselina [12]. JakoZto tfeti nejpouzivanéjsi 1é¢ivo na svété se jeho celosvétova
ro¢ni spoteba pohybuje v fadu kilotun [13].

Lécivo ibuprofen plsobi jako nespecificky inhibitor COX, a to COX-1 a COX-2. Tyto
enzymy katalyzuji pfeménu kyseliny arachidonové na prostaglandiny a tromboxany, které
mohou slouzit jako intracelularni poslové pusobici na cilové proteiny v buiice, nebo jako
tkanové hormony. Zatimco COX-1 je zodpovédna syntézu prostaglandinil regulujicich sekreci
mucinu v Zaludku, prostaglandiny produkované COX-2 se podileji na regulaci krevniho tlaku,
rozvoji zanétu, vzniku horecky a bolesti, dale ovliviiuji ¢innost nervového systému a proces
srazeni krve [14,15,16,17]. Inhibici COX se zabrani vzniku téchto mediatort zanétu, diky

c¢emuz pusobi ibuprofen jako u€¢inné analgetikum a antipyretikum [12].
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Molekula ibuprofenu je chirdlni, ovsem pouze (S)-ibuprofen je aktivni v lidském téle.
Ackoli je ibuprofen jako 1é¢ivo podévan v racemické smési, lidské enzymy snadno pieménuji

(R)-ibuprofen na aktivni (S)-ibuprofen [12].

Obrazek 1.2: Struktura (S)-ibuprofenu (ptevzato z
www.vanderbilt.edu/vicb/discovery featured1.html 10.3.2012).

Utinna davka ibuprofenu se pohybuje v rozmezi 600-1200 mg/den. Po oralnim podani
je ibuprofen velice rychle vstfeban, ze 70-80 % je vyloucen moc¢i v piivodni podobé bud’
volny, nebo konjugovany, zbytek pak ve form& metabolith a jejich konjugéti. Jedna se
pfedev§im o hydroxylované a karboxylované produkty, konkrétné karboxyibuprofen a
hydroxyibuprofen (obrazek 1.3) [12,13].

Nejvyznamnéjsi enzymy z hlediska procesti I faze biotransformace ibuprofenu jsou
CYP2C8 a CYP2C9. Bylo zjisté€no, ze metabolismus ibuprofenu je stereoselektivni: zatimco
CYP2C8 se ucastni hydroxylace (R)-ibuprofenu, CYP2C9 metabolizuje ptedevsim (S)-
ibuprofen [18,19].

o
LS e
TJLW'
Obrazek 1.3: Struktura metabolitli ibuprofenu: (zleva) karboxyibuprofen, hydroxyibuprofen
(pfevzato z  http://www.chemicalbook.com/Search EN.aspx?keyword=carboxyibuprofen

10.3.2012 a z http://www.chemicalbook.com/Search EN.aspx?keyword=hydroxyibuprofen
10.3.2012).

Na rozdil od mnoha jinych 1é¢iv je ibuprofen pomérné rychle a efektivné degradovan

v Cistirnach odpadnich vod, a to az z95 % [13]. Téz jeho metabolit karboxyibuprofen je
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béhem tohoto procesu ucinné likvidovan; naproti tomu hydroxyibuprofen témto degradacnim
procesim nepodléha a jeho koncentrace v odtokové vode z Cistirny je téméf nezménéna [20].

Koncentrace ibuprofenu ve vzorcich z riznych slozek hydrosféry nachéazejicich se na
uzemi Némecka se pohybovala viadu ng/l. Ackoli je S-enantiomer vylucovan moci
v mnohem vys$s§i koncentraci nez R-enantiomer, je (S)-ibuprofen rychleji degradovan jak
v Cistirné odpadnich vod, tak 1 v povrchovych vodach, coz ma vliv na efektivni toxicitu
jednotlivych enantiomert ibuprofenu vcetné jejich mozného plisobeni na endokrinni systém
[13].

Ibuprofen patii mezi 1é¢iva, u nichz byla prokazana chronicka toxicita. Pfi pokusech
na samicich sladkovodni ryby medaky japonské (Oryzias latipes), ktera byla po dobu Sesti
tydnl vystavena pusobeni ibuprofenu o riznych koncentracich, byl prokazan prudky nartst
hmotnosti jaterni tkdn¢ spolu se zvySenou produkci vajicek. Zaroven poklesl pocet aktivit
souvisejicich s ndmluvami a pafenim. U perloocky hrotnatky velké (Daphnia magna) byl
pozorovan vyznamny pokles velikosti populace pii koncentraci 1é¢iva 80 mg/l. Reprodukce
byla naruSena pii vSech koncentracich, pfi nejvysSich hodnotich byla dokonce zcela
zastavena. Pokles reprodukce u sladkovodniho obojZivelnika bleSivce obecného (Gammarus
pulex) byl pozorovan pii koncentracich ibuprofenu 1 a 10 ng/l. U vodnich fotosyntetizujicich
organismi byly pozorovany specifické ucinky ibuprofenu. Zatimco rist sinice Synechocystis
sp. byl stimulovan pfi koncentracich 1éCiva v rozmezi 1-1000 pg/l, rist rostliny okiehku
mensiho (Lemna minor) byl za stejnych podminek snizen [21].

Kromé stojatych vod byl ibuprofen nalezen téz v fekach a v pitné vodé, coz muze
predstavovat velké nebezpeci pro zdravi lidské populace. Bohuzel vSak zatim stale nejsou

znamy ucinky na ¢loveka pii dlouhodobém piisobeni tohoto 1é¢iva [21].

1.1.4 Acetaminofen

Acetaminofen (obrazek 1.4), nazyvany téz paracetamol, je uzivan jako analgetikum jiz
vice nez 50 let [22]. Jeho systematicky ndzev zni: N-(4-hydroxyfenyl)acetamid [23].
pii testovani na zvifatech vykazuje jen velmi malé protizanétlivé ucinky. Stejné jako ostatni
1é¢iva z této skupiny vSak plsobi proti bolesti, tlumi horecku a patii mezi nejoblibené;si
analgetika a antipyretika uzivand po celém svété [24], nebot’ ma relativné malo vedlejSich

einkd [22].
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Prestoze je acetaminofen na trhu jiz pomérné dlouhou dobu, pfesny mechanismus jeho
ucinku nebyl dosud zjistén. Piedpoklada se, Ze plisobi jako inhibitor COX, podle nejnovejsich

poznatkl je vysoce selektivni viici COX-2 [25].

H
& YCH3
@]
HO
Obrazek 1.4 Struktura acetaminofenu (ptevzato z

http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---A/Acetaminophen---
Paracetamol.htm 11.3.2012).

Optimalni jednorazova davka I1é¢iva u dospélého clovéka je 0,5-1 g [23].
Acetaminofen je z 85-90 % glukuronidovan nebo sulfatovan na neaktivni konjugaty, které
jsou mo¢i vylouceny z téla [23]. Mensi mnoZstvi 1é€iva je oxidovano prostiednictvim CYP na
hepatotoxicky N-acetyl-p-benzochinonimin a netoxicky 3-hydroxyacetaminofen. Oba tyto
metabolity jsou poté konjugovany s glutathionem [9]. Pouze 5 % lé¢iva je vylouceno moci
nezménéno [23]. Za oxidaci acetaminofenu na N-acetyl-p-benzochinonimin je zodpovédny
pfedev§sim CYP2E1, do jist¢ miry se vSak na tomto procesu podili i CYP1A2, CYP3A4 a
CYP2AG6 [26].

Stejné jako ibuprofen je i acetaminofen snadno odstranovan a degradovan v procesu
¢isténi odpadnich vod. Pii testovani vzorka vody z Cistiren odpadnich vod na tizemi Némecka
byla pfitomnost acetaminofenu prokazéana jen v 10 % piipadt [20]. Podle n¢kterych studii se
koncentrace acetaminofenu v odtokové vodé ze Spanélskych Cistiren odpadnich vod
pohybovala mezi 20 ng/l a 4,3 pg/l. V Dunaji na Gzemi Srbska vSak jeho koncentrace
dosahovala az 78,17 pg/l, coz je mnohonasobné vyssi hodnota nez predpokladand neskodna
koncentrace 9,2 pg/l. Paracetamol proto piedstavuje potencidlni nebezpeci pro vodni
organismy [21].

Vyzkum toxicity acetaminofenu byl provadén na vodnich fasach, perloockach, rybich
embryich, luminiscentnich bakteriich a nalevnicich. Nejcitlivéj§im zivoc¢iSnym druhem na
pusobeni acetaminofenu se ukazala byt perloocka hrotnatka velkd (Daphnia magna), pro niz

byla zjiSténa hodnota ECsy 30,1 mg/1 [21].
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1.1.5 Karbamazepin

Karbamazepin (obrazek 1.5), jehoz systematicky nazev zni SH-dibenzo[b,f]azepin-5-
karboxamid [27], je u¢inné antikonvulzni 1é¢ivo pouzivané k 1écbé epilepsie a v psychiatrii
jako stabilizator nalady predevsim pii terapii bipolarni poruchy [28]. Karbamazepin je téz
indikovan v pfipadech trigeminalni neuralgie, ptfi které pacient trpi ostrou bolesti lice
zpusobenou mechanickym podrazdénim trojklanného nervu [29].

Po jeho uziti je karbamazepin oxidovan prostiednictvim CYP3A4 a CYP2CS8 na jeho
aktivni metabolit 10,11-epoxykarbamazepin (obrazek 1.5), ktery ma podobné antikonvulzivni
ucinky [28,30,31]. Tento epoxid je posléze epoxidhydrolasou Stépen na trans-10,11-
dihydroxykarbamazepin (obrazek 1.5), ktery je vylou€en moci [28]. Pouze piiblizné 3 %
1é¢iva je vylouceno moci nezménéno [32]. Charakteristickym u¢inkem karbamazepinu je

indukce exprese CYP3A4, ¢imZ urychluje sviij vlastni metabolismus [28,33].

OH H

H OH
Cytochrome Epoxide ;
P-450 Hydrolase
e SR ————.
N N
O)\NHQ 0)\ NI, o)\r\m2
Carbamazepine CBZ-10,11-epoxide CBZ-trans-10,11-dihydrodiol

{CBZ)

Obrazek 1.5: (zleva) karbamazepin, 10,11-epoxykarbamazepin a trans-10,11-dihydroxy-
karbamazepin (pfevzato od Kim, E. 1988 [28]).

Utinna davka se u dospélého &lovéka pohybuje v rozmezi 600-1000 mg na den
v zavislosti na indikaci [34]. Karbamazepin a jeho epoxid se vazou na a-podjednotku
napét'ové fizeného kanalu neuronti pro sodné ionty, ¢imz jej uc¢inné blokuji a zamezuji tak
Sifeni akéniho potencidlu. Na tomto principu vykazuje toto 1é¢ivo pozadované fyziologické
ucinky [33,35].

Karbamazepin je v Zivotnim prostiedi takika vSudypfitomny diky jeho vysoké
stabilité. Z vody se jej v procesu CiSténi odpadnich vod odstrani jen kolem 7 %, nasledkem
¢ehoz se snadno dostavd do tek, navic je velmi Spatné biodegradovatelny [1,21,32].
V nékterych jihokorejskych fekach byla naméfena koncentrace tohoto 1é¢iva az 595 ng/l [21].

Kromé povrchovych vod byl karbamazepin nalezen téz v podzemnich vodach, v nichz

na uzemi Némecka jeho koncentrace dosahovala az 900 ng/l. Pfitomnost karbamazepinu
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v prirod¢ by proto mohla piedstavovat redlnou hrozbu pro clovéka i ostatni zivocichy [21].
Jelikoz je karbamazepin v pfirodé¢ velmi staly (perzistentni), je vhodnym markerem
antropogennich vlivii na hydrosféru [36].

Klinické testy na vodnich zivoc€iSich prokdzaly vysokou toxicitu karbamazepinu. U
perloocek hrotnatek (Daphnia sp.) byly pozorovany téméi letdlni zmény pii dlouhodobém
pusobeni léciva o koncentraci 92 pg/l, pro sladkovodni indickou rybu dénio pruhované
(Danio rerio) byla jiz letadlni koncentrace 43 pg/l. Samice perloocky hrotnatky obecné
(Daphnia pulex) vystavené koncentraci 1 pg/l dosahovaly dospélosti diive a plodily vice
potomki, coz poukazuje na mirné stimulaéni ucinky karbamazepinu na reprodukci.
Dlouhodobé plisobeni karbamazepinu na sladkovodniho zahavce nezmara §tihlého (Hydra
attenuata) zpusobilo znac¢ny pokles v jeho pfijimani potravy, ECsy byla pro tohoto Zivocicha
3,76 mg/l. Pro medaku japonskou (Oryzias latipes) byla hodnota LCsy 35,4 mg/l, pii stejné
koncentraci byly u kaprii pozorovany strukturni zmény tkané jater, ledvin a zaber [21].

Dalsi zavaznou skuteCnosti tykajici se karbamazepinu je jeho snadna adsorbce
sedimentem, ¢imz ohrozuje bentické 1 jiné organismy zavislé na vodnich sedimentech.
Piisobeni karbamazepinu prostiednictvim jeho pfitomnosti v sedimentu na pakomara

Chironomus riparius zamezovalo jeho zakukleni a tim 1 vyvoji [21].

1.2 Fytoremediace

Fytoremediace je pomérné nové se rozvijejici technologie, ktera vyuziva
fotosyntetizujicich vysSich rostlin, at’ uz pfirozenych nebo geneticky vyslechténych,
k odebirani, ukladani a detoxifikaci polutantli zivotniho prostiedi. Diky jejich fyziologii a
genetické a biochemické vybaveé jsou rostliny idedlnim ndastrojem pro remediaci pudy,
sedimentu a podzemni i povrchové vody [37,38,39,40]. Kromé toho maji rostliny obrovskou
kapacitu vazat organické latky ze vzduchu [41]. Fytoremediace piedstavuje levnou a
ekologickou alternativu k neSetrnym remediacnim metoddm pouzivanym v soucasnosti [37],
jako je napriklad ultrafiltrace, sorpéni metody nebo odvoz zamotené pidy na jiné misto
[37,42,43]. VétSina poznatkli ohledné fytoremediace se tyka pid, lze je vsak aplikovat i na
slozky hydrosféry [44].

Specialné vybrané nebo vyslechténé rostliny mohou byt vyuZity pro odstrafiovani

toxickych prvk kovli a rozmanitych organickych sloucenin [41]. Zatimco elementové
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polutanty, mezi které patii toxické tézké kovy a radionuklidy, jsou pfirozenymi biologickymi
procesy prostiednictvim rostliny nepfeménitelné a jejich remediace se tak omezuje na jejich
uklddani v nadzemnich ¢astech rostlin, organické necistoty mohou byt rostlinami kompletné
mineralizovany [37].

Fytoremediaéni metody ziskaly béhem poslednich let velkou podporu a uznani
vefejnosti. Oproti ostatnim remedia¢nim metodam fytoremediace nenarusSuje tolik Zivotni
prostfedi, neni zapotiebi mist k ulozeni odpadu, odkryvani pidy a vyuziti t€Zké nakladni
dopravy. Kromé toho ma tato metoda potencial likvidovat Sirokou Skalu rGznych
nebezpecnych latek [41]. Jelikoz se fytoremediace odehrava in situ, k obnové dané oblasti
dochazi jiz béhem samotného remediac¢niho procesu [38,39].

Hlavni nevyhodou fytoremediace je dlouhd doba potiebna k odstranéni polutantu
z dané oblasti, v nékterych piipadech muaze jit az o desitky let [41,45]. Aplikace
fytoremediacnich metod je navic znacné limitovana klimatickymi a geologickymi
podminkami v mistech remediace, jako je nadmotska vyska, teplota, typ ptidy a dostupnost
pro zemédélské stroje. Rust vegetace rostlin pro fytoremediaci mize byt omezen v zavislosti
na mife zamoteni prostfedi [41]. Ukladani cizorodych latek v rostlinach miZze mit toxické
ucinky na rostliny, coz vede k selhdni metody fytoremediace [45]. Metabolické pfemény
organickych xenobiotik rostlinami mohou vést ke zvySeni jejich rozpustnosti, coz ma za

nasledek jesté vetsi Skody na zivotnim prostiedi a migraci polutanti [41].

1.2.1 Rostliny jako nastroj fytoremediace organickych polutantii

Rostliny mohou pfeménit a mineralizovat velké mnozstvi komplexnich organickych
sloucenin, coz prameni zjejich schopnosti modifikovat a detoxifikovat Sirokou s$kalu
organickych latek a biopolymerti jakychkoli Zivych organismi. Diky tomu mohou byt
organické necistoty vcetné 1éCiv rostlinami chemicky degradovany a posléze mineralizovany
na neskodné, v prirod¢ bézné se vyskytujici latky, jako je naptiklad oxid uhlidity, nitraty nebo
amoniak. Napfed je vSak tfeba polutanty efektivné extrahovat z kontaminovanych sedimentt
a vody, k ¢emuz rostlinam vyborné slouzi kofenovy systém diky jeho komplexni stavbé a
fyziologii [37].

Rostliny z okolniho prostfedi velmi efektivné odebiraji slabé elektrolyty a latky o
primérné lipofilité. Zatimco velmi polarni latky jen stézi prostupuji skrze biomembrany a

jejich odebirani rostlinou je tak zna¢né omezeno, vysoce lipofilni slouceniny prostupuji
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biomembranemi velice rychle, avSak poté jsou akumulovany v kofenech, kromé toho muze
dochazet k jejich sorpci na kotfenech rostlin. Do vrchnich ¢asti rostlin jsou proto nejlépe
transportovany latky o primérné lipofilité [45,46].

Zpusob extrakce toxickych organickych latek z okoli prostfednictvim kotenti a jejich
pripadného ukladani do nadzemnich c¢asti rostlin zatim neni ptili§ prozkouman, predpoklada
se vSak, ze se na tomto procesu do zna¢né miry podili aktivni transport. Existuji stovky
ruznych rostlinnych transportérd, které jsou ziejmé klicové pro fytoremediacni procesy a
jejichz funkce stidle neni objasnéna. Doposud nejlépe charakterizovany systém zahrnuje
rodinu ATP-dependentnich membranovych pump pro glutathion-S-konjugaty. Tento systém
rozeznava oxidovany glutathion, konjugaty glutathionu s organickymi latkami, konjugaty
rozliénych vysokomolekuldrnich toxickych organickych latek a peptid-kovovych komplext
jako jsou naptiklad fytochelatiny. Ukladani a hromadéni organickych xenobiotik v rostlinnych

vakuolach umoznuje jejich naslednou degradaci [37].

1.2.2 Metabolismus xenobiotik v rostlinach

Rostliny jsou neustdle vystaveny pusobeni rtiznych xenobiotik véetné syntetickych
organickych latek. Diky tfifazovému detoxifikaCnimu systému jsou vSak schopny je ufinné
transformovat tak, aby jim nadale neskodila [41,47]. Co se ty¢e metabolismu xenobiotik, maji
rostliny mnoho spole¢ného s zivoc€ichy, a to na irovni metabolickych drah, enzymovych tfid a
sekvenci cDNA [45,48]. Na rozdil od zivociSnych vSak rostlinné izoenzymy cytochromu
P450 vykazuji uzsi substratovou specifitu [41,49].

Absorbované cizorodé latky byvaji Casto velmi lipofilni povahy. Aby mohly byt
rostlinou U¢inn€ metabolizovany, je nejprve zapotiebi jejich aktivace zvySenim rozpustnosti
ve vode. Dégje se tak predevSim oxygenaci, a to prostiednictvim enzymi faze I, kterymi jsou
nejcastéji peroxidasy, dale peroxygenasy a CYP. ZvysSeni hydrofilnich vlastnosti xenobiotik
umoznuje ve fazi II jejich naslednou konjugaci s polarnimi biomolekulami, jako jsou
aminokyseliny, sacharidy nebo peptidy. Nejcasteji jde o konjugaci s UDP-glukosou, pfi¢emz
derivatisovana xenobiotika mohou vystupovat jako akceptory tohoto cukru za vzniku O-
glykosidické vazby [41,47,49].

Na rozdil od Zivocichii rostliny nemohou vyluovat konjugaty xenobiotik moci.
Rostlinny metabolismus xenobiotik proto zahrnuje i tzv. III fazi, béhem které dochazi

k ukladani a kompartmentaci rozpustnych konjugati do wvakuol, zatimco nerozpustné
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konjugaty jsou zabudovany do bunééné stény [45]. Metabolickych pochodt v rostlinnych
bunkach, transportu intermediat a procesit kompartmentace se ucastni naptiklad glutathion-
S-transferasy,  karboxyesterasy, = O-glukosyltransferasy, = O-malonyl-transferasy, = N-

glukosyltransferasy a N-malonyltransferasy [41].

1.2.3 Mechanismy fytoremediace

Existuje mnoho fytoremediacnich mechanismti, kterymi se rostliny, casto za
spoluucasti mikroorganismti, podileji na obnové kontaminovaného prosttedi. Mezi
v rostling, patii fyzikalni a chemické vlastnosti dané organické molekuly (rozpustnost ve
vodg, tlak pary, molekulovd hmotnost, rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda), charakteristiky
kontaminovaného prostiedi (teplota, pH, obsah organické hmoty a vlhkosti pidy) a vlastnosti
rostlin (typ kotfenového systému a rostlinnych enzymu) [43].

Mezi nejcastéj$i mechanismy, diky kterym jsou rostliny schopny remediace, patii
fytoextrakce, fytoakumulace, fytostabilizace, fytotransformace/degradace, fytovolatilizace,

rhizodegradace a rhizofiltrace [43].

1.2.3.1 Fytoextrakce/fytoakumulace

Pojem fytoextrakce oznaCuje proces odebirani necistot zpidy a z podzemni a
povrchové vody prostfednictvim zivych rostlin. K fytoakumulaci dochazi v ptipadé, ze
polutant extrahovany rostlinou neni okamzité¢ degradovan, nebo je degradovan jen z ¢asti. To
ma za nasledek jeho ukladani v rostliné. Nékteré rostliny maji schopnost akumulovat kovy
(naptiklad nikl, zinek, méd’, chrom) a radionuklidy, které je mozné diky tomu vytézit z mista
zamoteni naslednym sklizenim a spalenim rostlin. Je-li cilem remediace tézba polutantu, pak
je zadouci, aby rostliny vybrané pro tento ucel byly schopny transportovat dany polutant
z kofenli do nadzemnich ¢asti rostlin [43,50].

Ob¢ zminéné metody jsou obzvlast dilezité pro remediaci prostiedi zamoteného
riznymi kovy ¢i ionty kovi, jako je selen, t€Zké kovy a radionuklidy. Co se tyka organickych

kontaminantd, podileji se tyto metody pfedev§im na odstranovani benzenu, ethylbenzenu,
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toluenu, xylenti, pentachlorfenolu a alifatickych organickych molekul s kratkym fetézcem

[43].

1.2.3.2 Fytostabilizace

Fytostabilizace je dal$i metoda, kterd napomah4 minimalizovat migraci kontaminant
v pudach. Tento mechanismus vyuZzivd schopnosti kofenti ménit ptidni podminky, jako je pH
a pudni vlhkost. Exudaty kofeni mohou zpusobit precipitaci kovli a tim snizit jejich
biologickou dostupnost pro ostatni rostliny pfitomné v okolnim prostiedi. Vybérem a
vypestovanim vhodné rostlinné vegetace spolu se zkvalitnénim plidy je mozné stabilizovat
urcité kontaminanty (slouceniny kovil) v ptidé a zamezit jejich interakcei s zivou ptirodou [43].

Utinnost této metody byla prokazana v pipadé oSetfovani t&zkych kovi z tézebnich

odpadnich nadrzi a ptedpoklada se téz pro fenoly a chlorovana rozpoustédla [43].

1.2.3.3 Fytotransformace a fytodegradace

Polutanty mohou byt degradovany nebo transformovany prostfednictvim rostlinnych
enzyml nebo kofaktorii. Jako nejvyznamnéjSi se ztohoto hlediska jevi dehalogenasy
(transformace chlorovanych latek), peroxidasy (transformace fenolickych latek),
nitroreduktasy (transformace vybus$nin a jinych nitrovanych latek), nitrilasy (transformace
aromatickych latek obsahujicich kyanoskupinu) a fosfatasy (transformace organofosfatovych
pesticidll). Rostliny jako naptiklad kien selsky (Armoracia rusticana), brambor obecny
(Solanum tuberosum) a tedkev seta (Raphanus sativus) prokéazaly schopnost degradovat

fenolické latky diky jejich peroxidasam [43].

1.2.3.4 Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je mechanismus, kterym rostliny prevadé¢ji polutant do tékavé formy,
¢imz jej €inn¢€ odstranuji z pidy nebo vody. Rostliny mohou za spoluucasti mikroorganismil
prevést selen na dimethylselenid, coz je t¢kava a méné toxickd forma selenu. Podobnym

zpusobem mohou nékteré transgenni rostliny, jako naptiklad huseni¢ek rolni (Arabidopsis
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thaliana) obsahujici modifikovany bakteridlni gen merd kédujici reduktasu rtuti, prevést
organické a anorganické rtutnaté soli na tékavou, elementarni formu. Vyuziti této metody je

omezeno na chlorovana rozpoustédla, selen a rtut’ [43,51].

1.2.3.5  Rhizodegradace

Rhizodegradace je biologické oSetieni kontaminantli prostfednictvim zvySené aktivity
bakterii a hub v rhizosféte urcitych cévnatych rostlin. Rhizosféra je zona zvySeného
mikrobidlniho vyskytu a aktivity na povrchu kotenl a v jejich tésné blizkosti. Rostliny maji
schopnost ménit geochemické podminky rhizosféry, ¢imz zajist'uji idedlni prostiedi pro rast
bakterii a hub, které jsou schopny degradovat organické necistoty. Odumielé zbytky rostlin a
exudaty kofentl poskytuji mikroorganismiim potiebné Ziviny, jako jsou nitraty a fosfaty, ¢imz
odpada potteba aplikace cenové nakladnych primyslovych hnojiv. Tuto metodu Ize aplikovat

pii odstranovani jak tézkych kovl a radionuklidi, tak i rozli¢nych organickych molekul [43].

1.2.3.6 Rhizofiltrace

Béhem procesu rhizofiltrace dochdzi k absorpci a adsorpci polutanti z vody
prostiednictvim kofend. Touto metodou lze odstranit slouceniny tézkych kovl a lipofilni

organické molekuly z odpadnich vod [41,45].

1.2.3.7 Kombinované mechanismy

Pouziti fytoremediace v mnoha piipadech zahrnuje kombinaci vySe popsanych
mechanisml. Napfiklad jak fytoextrakce, tak fytovolatilizace se podileji na odstranéni
prebytecného selenu v pidé, pticemz oba tyto procesy probihaji s nejveétsi pravdépodobnosti
soucasné. Behem odstranovani trichlorethanu pfitomného v podzemnich vodéach za pouziti
topoli dochazi k nasati vody obsahujici toto xenobiotikum rostlinou (fytoextrakce), jejimz

prostfednictvim je nasledné degradovéno (fytodegradace) [43].
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1.2.4 Metody aplikace fytoremedia¢nich metod

Fytoremediaéni metody jsou nejCastéji uplathovany in situ, tedy pifimo v misté
znegi§téni. Zivé rostliny jsou pfi tom umistény do kontaminovanych povrchovych vod, pid
nebo sedimentli za ucelem jejich remediace. Pfed zapocetim samotného fytoremedia¢niho
procesu tedy neni tfeba znecisténou piidu ¢i vodu premistovat, diky ¢emuz je tato strategie po
finan¢ni strdnce nejméné nakladnd. Podminkou aplikace in situ je vSak dobra fyzicka
ptistupnost kofenii k danému polutantu [43].

Fytoremediace in vivo s pfemisténou znecisténou vodou ¢i ptidou je vhodna alternativa
k vySe zminéné aplikaci v pfipadé, Ze je polutant rostlindm nedostupny. Za pouziti
mechanickych prostredki je znecisténa ptida ¢i voda odebrdna a doCasné pienesena na urcené
misto, kde je vystavena plsobeni rostlin vybranych pro optimalni oSetfeni dan¢ho polutantu.
Po skonceni tohoto procesu je o€isténa ptda ¢i voda vracena na své ptivodni misto [43].

Fytoremediace in vitro na rozdil od obou pfedchozich aplikaci vyuziva pouze urcité
slozky zivych rostlin, jako jsou napiiklad enzymové extrakty. Tato metoda je nejCastéji
uplatiiovdna, je-li kontaminovany materidl doCasn¢ premistén na misto oSetfeni, jak je
popsano u fytoremediace in vivo. Za ur€itych okolnosti miize byt tento typ fytoremediace
proveden in situ, vtomto piipad¢ jsou rostlinné extrakty ptidavany do kontaminovanych
pfipravit a extrahovat dané rostlinné enzymy. Je téz tieba si uvédomit, ze aktivita enzymu

extrahovanych z rostlin je ¢asové omezena [43].

1.2.5 Umélé mokiady

Vyborné vyuziti fytoremediacnich procest piedstavuji umélé mokiady, coz jsou
Clovékem vytvorené systémy mélkych vodnich nadrzi, zemnich lozi a piikopl s plovouci
nebo na dné zakofenénou vegetaci (ponofenou nebo vynofenou), které napomahaji v
procesu Cisténi odpadnich vod [52]. Tyto systémy jsou navrzeny tak, aby zuZzitkovaly
v piirodé¢ bézné uplatnované pochody remediace znecisténych slozek hydrosféry
prostiednictvim rostlin a mikroorganismti, a to diky kombinaci jiz dfive zminénych
fytoremedia¢nich mechanismii [53].

Mezi Ctyfi zdkladni slozky umélych mokiadl patfi rostliny, ptida ¢i sediment,

mikrobidlni biomasa a vodnad faze obsahujici chemické polutanty. Existuji dvé zakladni
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uspotfadani umélych mokiadi, jejichz hlavnim ucelem je remediace odpadnich vod, a to
povrchové a podpovrchové [54]. V pfipadé mokiadl s povrchovym tokem (obrazek 1.6) je
cely systém moktadu zaplaven odpadni vodou, takze jeji hladina je v kontaktu s atmosférou.
Rostliny jsou vysazeny asi 120 cm pod vodni hladinou. Tento typ moktadi je nenarocny na

udrzbu, je vSak aplikovatelny pouze na malo znecisténé vody [55,56].

./ ./
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Obrazek 1.6: Schéma moktadu s povrchovym tokem (pievzato od Mietto, A. 2009 [57]).

U mokifadli s podpovrchovym tokem (obrazek 1.7) je vegetace vysazena do
propustného, nejcastéji Stérkového substratu tvoticiho jeho matrici, kterd je hluboka 90-120
cm. Odpadni voda protékd skrze tuto matrici, vodni hladina vSak nedosahuje k jejimu
povrchu. Tento systém je schopny ucinnéjsiho ciSténi, jeho konstrukce je vSak financné
nakladnéjsi [55,56]. Tok odpadni vody pii podpovrchovém uspofddani muize byt bud’
horizontalni, nebo vertikdlni. U moktadd s podpovrchovym horizontdlnim tokem (obrazek
1.7) proudi voda paraleln¢ s povrchem matrice a systém je trvale udrzovan nasyceny vodou,
zatimco pii vertikalnim toku matrice vodou saturovana neni, nebot’ odpadni voda je obvykle

aplikovéna v urcitych casovych intervalech a nasledné se vsakuje skrze matrici [54,55,56].

Obrazek 1.7: Schéma mokftadi s podpovrchovym tokem: (zleva) horizontalni tok, vertikalni

tok (pfevzato od Mietto, A. 2009 [57]).
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Pro ucely fytoremediace jsou v umélych mokfadech vysazovany makrofyty, coz jsou
rostliny adaptované na rist ve vodou nasycenych pudach [56]. Na zakladé cetnych
praktickych zkuSenosti se ukazalo, ze nejvhodnéj$imi makrofyty pro fytoremediaci v umélych
mokftadech jsou helofyty, neboli bahenni rostliny, a to diky jejich schopnosti vypotadat se
s extrémnimi podminkami v rizosféfe vlivem odpadnich vod, jako je kyselé nebo bazické pH,
pritomnost toxickych polutanti nebo vznik methanu a sirovodiku [58].

Mezi nejcastéj$i druhy rostlin, které jsou vysazované v umélych mokiadech, patii
rakos obecny (Phragmites australis), sitina (Juncus spp.), skiipina (Scirpus spp.), orobinec
uzkolisty (Typha angustifolia) a orobinec Sirokolisty (7Typha latifolia), ale také naptiklad
kosatec zluty (Iris pseudacorus) pro jeho esteti¢nost. V poslednich letech byla téz testovana
vhodnost nékterych rychle rostoucich stromt jako naptiklad vrb [58].

Hlavnim omezenim pouziti umélych moktadi pro fytoremediaci odpadnich vod je
pomérné velka plocha moktadu, kterd je potfebna pro efektivni likvidaci polutantii vétSiho
poctu obyvatel. Perspektiva umélych mokiadi je tedy v jejich vyuziti pro sidla s mensim
poctem obyvatel (do dvou tisic) nebo pro terciarni oSetfeni malé frakce odklonéné z tradicnich

Cistiren odpadnich vod [52,59].

1.2.6 Vyhled do budoucnosti

Ackoli fytoremedia¢ni metody nabizeji mnoho moznosti vyuziti, jejich aplikace je
zatim teprve v pocatcich. Testovani téchto metod bylo dosud provadéno predevsim
v laboratofich za relativné neménnych podminek a béhem pomérné kratkého casového
intervalu [43]. V praxi metoda fytoremediace nejednou selhala, nebot’ v pfirodé¢ je na rozdil
od laboratornich podminek pfitomno mnoho stresujicich faktort, jako je napiiklad neustala
zména teploty a pfisunu zivin, pfitomnost riznych patogenti nebo nerovnomeérna distribuce
polutanti [60].

I ptes rostouci zajem vefejnosti i komercniho sektoru a potvrzeni uspésnosti nékolika
pilotnimi studiemi je pfed uvedenim fytoremedianich metod do praxe nejprve zapotiebi
provést vice experimenti zdkladniho vyzkumu. Pfedevsim je tieba dikladnéji prozkoumat
rozdily v metabolismu u jednotlivych rostlin a 1épe porozumét komplexnim interakcim mezi
polutanty, pidou, kofeny rostlin a mikroorganismy v rizosféte [60]. Pro zjiSténi skutecného
potencialu fytoremediacnich metod a optimalniho uspofadani systému mokiad je tieba

provést téz vyzkum v terénu a v prib&hu del§iho ¢asového intervalu [43].
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Kli¢ovou ulohu pfi SirSim vyuziti fytoremedia¢nich metod bude pravdépodobné hrat
molekularni biologie, kterd umozni vyvoj rostlin s vlastnostmi, které¢ budou presn¢ odpovidat
pozadavklim jejich pouziti pro konkrétni Gcely. K tomu je vSak tieba odhalit geny, které jsou

zodpovédné za schopnost rostliny vyporadat se s konkrétnimi polutanty [41,59].

1.3 Vliv stresovych faktori na aktivitu rostlinnych enzymii

Rostliny jsou neustdle vystaveny pusobeni rtiznych stresovych faktor,, jako je
napiiklad sucho, vysoké koncentrace soli v pudé, mraz, nedostatek fosforu, Zeleza nebo
pritomnost riznych patogenti, mezi které patii nejen bakterie, houby a rostlinné viry, ale téz
zivoc€ichové Zivici se Castmi rostlin. Z téchto diivodi rostliny vyvinuly fadu mechanismu,
diky kterym jsou schopny se pfizplsobit neptiznivym podminkdm [61].

V souvislosti se stresovou odpovédi rostlin na rizné biotické i abiotické podnéty je
treba zminit tfi enzymy, jejichz aktivita byva za danych nepiiznivych podminek zvySena.
Jedna se o PEPC, NADP-ME a PPDK. Tyto enzymy se ucastni pochodii fixace oxidu
uhli¢itého u C4 rostlin, kromé toho maji téZ nefotosyntetickou funkci. Vyskytuji se u vSech
rostlin, nebot’ se podileji na udrzovéani pH a dopliiuji intermediaty Krebsova cyklu [61].

V nasledujicim textu bude nejprve popsana uloha PEPC, NADP-ME a PPDK pfi
fotosyntetickych procesech C4 rostlin a poté bude uveden piehled téchto tii enzymt z hlediska
jejich nefotosyntetické funkce a vyznamu pfi stresové odpovédi. V neposledni fadé bude téz

zminén vyznam peroxidas pfi detoxifikaci cizorodych latek.

1.3.1 Uloha PEPC, NADP-ME a PPDK p¥i fotosyntetické fixaci CO, Cg4 rostlin

C4 rostliny jsou oproti C; rostlindm zvyhodnéné za extrémnich podminek, jako jsou
vysoké teploty, sucho, vysoka koncentrace soli v ptidé nebo vysoké mira slune¢niho svitu. Cy4
rostliny vykazuji fadu unikétnich anatomickych a fyziologickych znakii a metabolickych drah,
které jim umoziuji za vySe zminénych podminek efektivnéji koncentrovat CO, v buiikéach,
v nichZ probiha fotosyntéza. Smyslem této adaptace je zvySeni dostupnosti CO, pro enzym
Rubisco, ktery jej néasledné zabuduje do molekuly 1,5-ribulosabisfosfatu. Diky efektivné;si

asimilaci CO, prostfednictvim C4 rostlin dochazi k potlaceni oxygenasové funkce tohoto
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enzymu, ¢imz je utlumen nezddouci konkuren¢ni proces fotorespirace, ktery vede ke znaénym
ztratam uhliku [61,62,63].

Efektivnéjsi asimilace je dosaZeno prostorovym oddélenim procesu fixace CO; a jeho
nasledného zabudovani do molekuly 1,5-ribulosabisfosfatu enzymem Rubisco. Prvni krok,
kterym je fixace CO,, probihd v cytosolu mesofylovych bunék prostiednictvim PEPC, ktery
jej zabudovavd do molekuly PEP za vzniku oxalacetatu [62]. Jelikoz je prvni stabilni
slouceninou po fixaci CO; ctytuhlikatd molekula, rostliny, které vyuZivaji tento mechanismus,
se oznacuji jako C4 rostliny [63].

Po zabudovani CO; do molekuly PEP prostiednictvim PEPC je vznikajici oxalacetat
pusobenim maldtdehydrogenasy redukovdn za vzniku malatu. K tomuto procesu dochézi
v chloroplastech mesofylovych bunék. Pfeména oxalacetditu miize téz probihat plisobenim
jinych enzymd, napfiklad cytosolarni aspartataminotransferasy za vzniku aspartatu, a to
v zévislosti na typu C, rostliny [62].

Malat a ostatni produkty redukce oxalacetatu jsou ihned po jejich vzniku
transportovany do bun¢k pochev cévnich svazki, kde podléhaji dekarboxylaci za vzniku
pyruvatu prostfednictvim jednoho ze tii enzymdu, kterymi jsou NADP-ME, NAD-ME a PEP
karboxykinasa, a to opét v zavislosti na typu C, rostliny. Uvolnény CO; je ihned asimilovan
enzymem Rubisco, dal$i procesy temnostni faze fotosyntézy jiz probihaji stejnymi
metabolickymi drahami jako u Cs rostlin [62].

K uzavteni celého cyklu je zapotiebi regenerace pyruvatu za vzniku PEP. Pyruvat je
proto transportovan zpét do chloroplasti mesofylovych bunck, kde je fosforylovan
prostiednictvim PPDK. Pfi tomto déji dochazi ke spotiebé ATP a vznikly PEP ptechazi opét

do cytosolu mesofylové buiiky, kde je pfipraven pro dalsi asimilaci molekuly CO; [62].

1.3.2 PEPC

PEPC (EC 4.1.1.31) je cytosolicky enzym piitomny ve vysSich rostlinach, fasach a
mikroorganismech, nevyskytuje se vSak u zivocichii a hub [61]. PEPC katalyzuje ireverzibilni
B-karboxylaci PEP za piitomnosti HCO5™ jako zdroje uhliku a Mg*" a Mn®" iontii. Produktem
této vysoce exergonické reakce je oxalacetat, ptitom se uvolni fosfatovy zbytek [61,64], jak je

znazornéno na obrazku 1.8:
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OPO,2- 0
I PEPC I
H,C=C-CO0~ + HCO; —— ~OOCCH,CCO0" + HPO,?2"

fosfoenolpyruvat (PEP) oxalacetat

Obrazek 1.8: Rovnice karboxylace PEP prostfednictvim PEPC za vzniku oxalacetatu

(nakresleno podle Buchanan, B. et al 2002 [65]).

In vivo se PEPC vyskytuje jako homotetramer sloZeny z podjednotek o velikosti 100-
110 kDa [66]. Aktivita riznych isoforem rostlinnych PEPC je regulovdna na mnoha trovnich.
Alosterickou regulaci vykazuje Siroka Skala jak pozitivnich (napf. glukosa-6-fosfat), tak i
negativnich (napt. L-malat) efektorti, obzvlast za  suboptimalnich podminek (koncentrace
substratu PEP nizs§i nez K, fyziologické pH). Dals§i vyznamny zplisob regulace aktivity
rostlinné PEPC predstavuje fosforylace konzervovaného serinového zbytku, tato reakce je

katalyzovana PEPC kinasou [61,67].

1.3.2.1 Nefotosyntetické funkce

Jednou z hlavnich funkci nefotosyntetické PEPC je dopliiovani oxalacetatu jako
intermediatu Krebsova cyklu. Dale se tento enzym ucastni asimilace dusiku, biosyntézy
aminokyselin a regulace pH a elektroneutrality. Kromé toho se PEPC u C;s rostlin podili na

opetovném zachyceni CO,, ktery byl respirovan [61,64].

1.3.2.2  Role PEPC pri stresové odpovédi

Zvysend exprese Ci aktivita PEPC v rostlindich byla dokumentovéna za rdznych
stresujicich podminek jako je sucho, chlad, vysokd koncentrace soli v pudé, nedostatek
fosforu, Zzeleza, dusiku, pfitomnost nadbytku hlinitych kationti v piidé nebo vysoka
koncentrace O3 v ovzdus$i [61]. S ohledem na biotické stresové faktory je tfeba zminit
skuteCnost, ze virova infekce rostlin tabaku po napadeni Y virem bramboru nebo 4 virem

bramboru vedla ke zvyseni aktivity PEPC [68,69].
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1.3.3 NADP-ME

NADP-ME (EC 1.1.1.40) se vyskytuje u vétSiny Zivych organismi vcetné
prokaryotickych a eukaryotickych mikroorganismu, rostlin, zivo¢icht a ¢lovéka. NADP-ME
katalyzuje oxida¢ni dekarboxylaci malatu za t¢asti NADP" jako koenzymu, produkty reakce
jsou pyruvat, CO, a NADPH + H™ (obrazek 1.9). Jako nejefektivngjsi kofaktory tohoto
enzymu se ukazaly byt Mg”" a Mn*" [61,70].

OH 0
' NADP- ME I
“OOCCH,CHCOO™ + NADP* —— CH,CCO0~ + NADPH + H* + CO,

malat pyruvat

Obrazek 1.9: Rovnice dekarboxylace malatu prostiednictvim NADP-ME za vzniku pyruvatu a

uvolnéni CO; (nakresleno podle Rothermel, B. A. et al 1989 [70]).

Rostlinné NADP-ME jsou koédovany malou genovou rodinou, kterda je nejlépe
prozkoumana u ryze (Oryza L.) a husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Exprese téchto
genu pfitom zavisi na konkrétni tkdni a vyvojovém stupni rostliny. U husenicku se vyskytuji
ctyti izoformy NADP-ME lisici se lokalizaci a regulaci. Tti z téchto izoforem se vyskytuji
v chloroplastech a jsou inhibované prostfednictvim ATP, oxalacetatu a fumaratu. Zbyvajici
izoforma, ktera se vyskytuje v cytosolu, je inhibovana pouze ATP a oxalacetatem a na rozdil

od predchozich tfi izoforem aktivovana aspartatem, fumaratem a sukcinatem [61,71].

1.3.3.1  Nefotosyntetické funkce

Isoformy NADP-ME, které nemaji fotosyntetickou funkci, dopliiuji redukované
ekvivalenty NADPH do biosyntetickych metabolickych drah, ddle pomahaji udrzovat stalou
hodnotu interacelularniho pH a spolecné s PEPC doplnuji intermediaty pro rizné metabolické

procesy [61].

32



1.3.3.2  Role NADP-ME pf¥i stresové odpovédi

Stejné jako PEPC je i NADP-ME asociovéana s odpovédi rostlinného metabolismu na
stres. Bylo prok4zéno, ze sucho, vysoka koncentrace soli v plidich a mrdz zamezuje rlstu
rostlin a vyznamné ovliviiuje cely rostlinny metabolismus. NADPH, ktery je produktem
reakce katalyzované prostrednictvim NADP-ME, hraje klicovou roli pii bunééném ristu,
proliferaci a detoxifikaci. Antioxidacni obranné systémy jako napiiklad askorbat-
glutathionovy cyklus vyzaduji NADPH pro ochranu rostliny pied oxidacnim stresem. Aktivita
NADP-ME byla téz zvysena u P. vulgaris L. péstovanych za pfitomnosti 2 pM koncentrace
CdSO4 v médiu [61].

NADP-ME je indukovén pii biotickém stresu, nebot’ ten je spojen s oxidacnim stresem
a produkci reaktivnich kyslikovych radikalt. Tyto procesy jsou, jak uz bylo diive zminéno,
zavislé na produkci NADPH a tim i na cCinnosti samotného NADP-ME [72,73]. Bylo
prokazano, ze aktivita NADP-ME byla zvysena pii napadeni rostlin tabaku Y virem bramboru

a nadale rostla spole¢né s rozvojem tohoto infekéniho onemocnéni [74].

1.3.4 PPDK

PPDK (EC 2.7.9.1) se s vyjimkou Zzivocichli vyskytuje u rozli€énych organisml od
bakterii a prvokl az po rostliny. Tento enzym katalyzuje reverzibilni pfeménu pyruvatu, ATP

a Pina PEP, AMP a PPi [61], jak je zndzornéno na obrazku 1.11:

0 OPO,2"
l FPDK I
CH,CCOO™ + ATP + Pi ———» H,C=C-COO"~ + AMP + PPi

pyruvat PEP
Obrazek 1.10: Rovice fosforylace pyruvatu prostfednictvim PPDK za vzniku
fosfoenolpyruvatu (nakresleno podle http://en.wikipedia.org/wiki/File:PPDK reaction.svg

31.3.2012).

U C, rostlin je aktivita PPDK posttranslaéné regulovdna reverzibilni fosforylaci

threoninového zbytku prostfednictvim PPDK regula¢niho proteinu. Tato reakce je zavisla na
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intenzit¢ svétla, pfiCemz pii svételné deprivaci dochazi k deaktivaci PPDK fosforylaci,
zatimco pii vySSi mife ozafeni je tento enzym aktivovan defosforylaci, a to opét PPDK
regula¢nim proteinem [75,76]. PPDK regulaéni protein byl nalezen téZ u Cs rostlin, kde na

podobném principu reguluje aktivitu PPDK nachazejici se v chloroplastech [77].

1.3.4.1 Nefotosyntetické funkce

Funkce PPDK u C; rostlin dosud neni plné objasnéna, a to predevSim diky nizkému
obsahu tohoto enzymu ve vétsing rostlinnych organti. Nejvetsi mnozstvi PPDK je u C; rostlin
obsazeno v semenech a stiednich zilkéach listd. Predpoklada se, Ze v semenech tento enzym
fidi metabolismus aminokyselin a biosyntézu Skrobu, zatimco ve stfednich zilkach listh

poskytuje PEP do Sikimatové drahy pro biosyntézu ligninu [75,78,79].

1.3.4.2  Role PPDK pfi stresové odpovédi

Isoformy PPDK nachazejici se u C4 rostlin byly zkoumany za chladu [80,81] a
expozice UV zafeni [82], zatimco vliv stresu na PPDK vyskytujicich se u Cs rostlin zatim
nebyl dostatecné prozkouman [83]. Ukazalo se, Ze stresové faktory jako je sucho, vysoka
koncentrace soli, chlad a nizka koncentrace kysliku vedly kindukci exprese PPDK
v kofenech sazenic ryze. Jelikoz byla za téchto podminek zvySena téz aktivita PEPC,
piedpoklada se, ze piritom dochazi k opétovnému zachyceni respirovaného CO, a vzajemné
pfeméné aminokyselin [84]. Aktivita PPDK byla téz zvySena pfi infekci rostlin 4 virem

bramboru nebo Y virem bramboru [69,85].

1.3.5 Peroxidasy a jejich uloha pri stresové odpovédi

Peroxidasy (EC 1.11.1.7) jsou enzymy katalyzujici oxidaci rtiznych endogennich
slouc¢enin a xenobiotik prostfednictvim peroxidu vodiku nebo organickych hydroperoxid
[86,87]. Tyto enzymy maji velmi Sirokou substratovou specifitu, nebot’ oxiduji jak organické,
tak 1 anorganické latky, nejlepSimi substraty jsou vSak fenoly a aromatické aminy. Peroxidasy

se ucastni 1. faze biotransformace jak u zivocichi, tak predevs§im u rostlin, pro které je funkce
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téchto enzymui pii detoxifikaci xenobiotik klicova [87]. Reakci katalyzovanou vétSinou

peroxidas Ize obecn¢ zapsat rovnici

ROOH + 2D + 2H" — ROH + H,O + 2D°

kde ROOH je bud’ peroxid vodiku, nebo organicky hydroperoxid a D je oxidovana latka
vystupujici jako donor elektronii. Jeho oxidovana forma, D", je Gasto vysoce aktivnim volnym
radikélem, ktery posléze mize vstupovat do rozlicnych neenzymovych reakci véetné reakce
se sebou samotnym. Jestlize se reakce ucastni dvouelektronovy donor H,D, lze reakci zapsat

nasledujicim zptusobem [88]:

ROOH + H,D — ROH + H,O + D

Peroxidasy jsou nejcastéji hemoglykoproteiny, jejichz prostetickou skupinu tvofi
ferriprotophyrin /X s pentakoordinovanym zelezitym kationtem. Existuji vSak i peroxidasy
s pozménénym nebo dokonce chybéjicim porfyrinovym skeletem, ty pak misto Zeleza
obsahuji naptiklad Mn*" nebo V°" ionty [87].

V rostlinach jsou peroxidasy bohaté zastoupeny prakticky ve vSech pletivech, a to bud’
volné (v cytoplasm¢, vakuolach, mezibunécném prostoru) nebo vazané (v bunécné sténé,
v plasmatick¢é membrané nebo organelovych membranach). Jejich aktivita se v prub¢hu
starnuti rostliny zvySuje jako reakce na stres. Dalsi funkci rostlinnych peroxidas je regulace
rustu prostfednictvim ristového hormonu auxinu, vychytavani volnych radikalt poskozujicich
membrany a ucast na procesech lignifikace [87].

V ramci rostlinné peroxidasové superrodiny rozliSujeme klasické neboli sekretorické
peroxidasy a askorbatové peroxidasy, které se vyznamné liSi svou primarni strukturou.
[86,89]. Pro peroxidasy je typické, ze se vyskytuji ve velkém mnozstvi forem, pravdépodobné

isoenzymii, napiiklad kifenova peroxidasa se vyskytuje ve ¢trnacti formach [87].
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2 CIL PRACE

Cilem mé prace je posouzeni vhodnosti dvou vybranych zemédélskych plodin,
vyslechténych odrid kukufice G1 a slune¢nice BELEM, jako moZznych rostlinnych druhii pro
fytoremediaci povrchovych vod znecisténych vybranymi druhy 1é¢iv a jejich metabolity.

K dosazeni cile prace byly zvoleny tyto kroky:

1. Syntéza dvou lidskych metabolitl antiepileptického Ié¢iva karbamazepinu: 10,11-
epoxykarbamazepin a 10,11-dihydroxykarbamazepin, a jejich nasledné pouziti jako

xenobiotik pii testovani rostlin.

2. Kultivace sterilnich in vitro kultur rostlin a provedeni fytoextrakénich experimentt
s médii obohacenymi o karbamazepin a jeho metabolity 10,11-epoxykarbamazepin a
10,11-dihydroxykarbamazepin. Pro porovnani byly stejné experimenty provedeny i

s acetamino-fenem a ibuprofenem.

3. Stanoveni enzymové¢ aktivity NADP-ME, PEPC a PPDK, enzymi klicovych pro

metabolismus rostliny, v listech a kofenech experimentélnich rostlin.

4. Stanoveni enzymové aktivity peroxidas (enzymii zodpovédnych za metabolismus

xenobiotik) rozpustné a nerozpustné frakce v listech a kofenech experimentalnich rostlin.

5. Sledovéani aktivity jednotlivych isoforem NADP-ME a peroxidas experimentélnich rostlin

prostiednictvim nativni elektroforézy.
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3 MATERIAL, CHEMIKALIE A PRISTROJE

3.1 Material

Jar, myci prostiedek na nadobi — Procter & Gamble, CR
Savo, ¢istici a desinfekéni prostiedek — Biochemie, CR
Semena kukutice G1 — Monsanto, CR

Semena slune¢nice BELEM — Monsanto, CR

3.2 Chemikalie

3,3'- diaminobenzidin — Sigma, USA

Acetaminofen — Sigma, USA

Acetonitril — J. T. Baker, Holandsko

ATP — Sigma, Némecko

Dimethylsulfoxid — Sigma-Aldrich, Cina

Dithiothreitol — Sigma-Aldrich, Kanada

EDTA - Lachema, CR

Fenazin methosulfat — Sigma, USA

Glukosa — Sigma-Aldrich, USA

Glycerol — Penta, CR

Glycin — Lachema, CR

Tbuprofen — Zentiva, CR

Karbamazepin — Zentiva, CR

kyselina m-chlorperoxybenzoové — Aldrich, Némecko
kyselina trifluoroctova — Merck, Némecko

Malat — Sigma, Némecko

Myoinositol — Sigma, USA

Nikotinamidadenindinukleotid NADH — Sigma-Aldrich, USA
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat NADP — Sigma-Aldrich, USA
Nitroblue tetrazolium — Sigma, USA

Oxon (2 KHSOs - KHSOj - K,S04) — Sigma-Aldrich, USA
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PEP — Sigma, Némecko

PVP — Sigma-Aldrich, Némecko
Pyruvat — Sigma, Némecko
Sacharosa — Penta, CR

TEMED - Serva, Némecko

Tris — Fluka, Némecko

3.3 Pristroje

Analytické vahy 100 A — Denver Instrument Company, USA

Centrifuga Univerzal 32 R — Hettrich, Némecko

Elektroforeticka souprava Whatman — Biometra, Némecko

Hmotnostni spektrometr ESQUIRE 3000 — Bruker, Némecko

Kapalinovy chromatograf — INCOS, CR, tvofeny vysokotlakym &erpadlem INCOS LPC
5020, CR, autosamplerem INCOS LCS 5040, CR, a UV detektorem INCOS LCS 5000, CR
Magneticka michacka IKA — Labortechnik, Némecko

NMR Avance 400 MHz — Bruker, Némecko

pH-metr IQ 125 — Scientific Instruments, USA

pH-metr Ultrabasic UB 10 — Denver Instrument Company, USA

Predvazky WBW 2 — AE ADAM, Velka Britanie

Rotaéni vakuové odparka Laborata 4002 — Heidolph, Némecko

Spektrofotometr Helios o — Thermo Spectronic, USA

Spektrofotometr Spekol 11 — Carl Zeiss Jena, Némecko

Sterilni box BHSL — Labox, CR

Vortex V-1 plus — Biosan, LotySsko
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4 METODY

4.1 Organicka syntéza

4.1.1 Syntéza 10,11-epoxykarbamazepinu

Mym ukolem byla epoxidace karbamazepinu na 10,11-epoxykarbamazepin. Schéma

této reakce je zndzornéno na obrazku 4.1:

P

H.N7 0 H.N7 0

karbamazepin 10,11-epoxykarbamazepin

Obrazek 4.1: Epoxidace karbamazepinu na 10,11-epoxykarbamazepin (nakresleno podle Kim,

E. 1988 [28]).

Epoxidace alkenti probihd jako cis-adice atomu kysliku na ndsobnou vazbu. Jako
oxidacni ¢inidla jsou k tomuto ucelu vyuzivany nejCastéji peroxykyseliny. V minulosti se
pouzivaly napt. kyselina peroxybenzoova, peroxymravenc¢i nebo peroxyoctova, kvili jejich
nizké stabilit¢ byly vSak nahrazeny m-chlorperoxybenzoovou kyselinou, kterd je dnes hojné
pouzivana diky jejimu vSestrannému vyuziti a snadné manipulaci. Tato kyselina (obrazek 4.2)
je na rozdil od vyse zminénych stalejsi a lze ji pouzivat i za zvySené teploty (90 °C) pro

oxidaci nereaktivnich alkent [90].

Obrazek 4.2: Struktura kyseliny m-chlorperoxybenzoové (ptevzato z

http://wikis.lib.ncsu.edu/images/1/15/MCPBA.jpg 29.7.2012).
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Mezi dalsi ¢inidla pouzivand k epoxidaci patii oxon, ktery obsahuje hydrogen-
peroxysiran draselny jako oxida¢ni agens. Oxon je komerc¢né dostupny jako trojny komplex
soli, jehoz chemicky vzorec je 2 KHSOs - KHSO4 - K;SO4 [91]. Toto ¢inidlo je hojné
vyuzivano diky jeho stabilit¢, netoxické povaze, neznecCistujicim vedlejsim produktim a
cenové dostupnosti [92].

Epoxidace alkent je stereospecifickd reakce probihajici synchronnim mechanismem

[90]. Na obrazku 4.3 je zndzornén mechanismus epoxidace alkenu prostfednictvim

peroxykyseliny:
R R R
\C/ - N/ B NS O /
‘.\ S & T {: & C
b | —= o — o + |
C *—"'/\H/O (:1/1 u\] [_—‘ C/ 0
20N /N 2N 1

Obrazek 4.3: Mechanismus epoxidace alkenu prostfednictvim peroxykyseliny (pfevzato z
http://wps.prenhall.com/wps/media/objects/340/348272/Instructor Resources/Chapter 08/Te
xt_Images/FGO8 08-05UN.JPG 29.7.2012).

4.1.1.1 Oxidace karbamazepinu prostiednictvim oxonu

K 100 mg karbamazepinu (0,42 mmol) rozpusténém v 6 ml 60% methanolu ve vodé
byly pfidany dva molérni ekvivalenty oxonu (516 mg, 0,84 mmol). Reakéni smés, ktera
nabyla Zlutooranzovou barvu, byla michédna po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Poté
byla provedena TLC chromatografie, jako mobilni faze pro TLC byl pouZzit CH,Cl,. JelikoZ se
vychozi latka dle TLC nezménila, byla smés byla nadédle ponechédna reagovat pies noc.

Po 24 hodinach byla opét provedena chromatografie na tenké vrstvé za
modifikovanych podminek, ktera opét neprokazala ptitomnost zadného reakéniho produktu.

K reakéni smési bylo pfiddno 6 ml acetonitrilu a 100 mg NaHCO; (1,19 mmol)
rozpu$téné¢ho v 1 ml destilované vody. Smés, kterd nyni nabyla svétle zlutou barvu, byla
ponechana reagovat pifes noc pii laboratorni teploté. Poté byla provedena TLC
chromatografie, jako mobilni faze byla pouzita smés CH,Cl, a acetoacetatu v poméru 1:1.

Vznik reakéniho produktu opét nebyl prokazan.
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4.1.1.2 Oxidace karbamazepinu prostiednictvim Kkyseliny peroxyoctové

Kyselina peroxyoctova byla ptfipravena smisenim 13,5 ml 30% roztoku H,O, (0,132
mol) a 4,5 ml 99% kyseliny octové (0,078 mol). Roztok byl zfedén destilovanou vodou na 50
ml, zné& byly posléze pfidany 2 ml k 50 mg (0,21 mmol) karbamazepinu, smés byla
promichdna a ponechédna reagovat pii laboratorni teploté ptes noc.

Do nésledujiciho dne se v baiice vytvofily podlouhlé bilé krystalky. Na TLC desticku
byl nanesen vzorek rozpusténého krystalku v methanolu, jako mobilni faze byl pouzit
acetonitril. Prostiednictvim TLC byla nalezena nezreagovana vychozi latka.

Barika s reakéni smési byla umisténa do olejové 1azné na magnetické michacce a za
zvysené teploty byl jeji obsah michan, dokud se krystalky nerozpustily. Poté byly pfidany 4
ml acetonitrilu, smés byla zahfdna k varu a do ni bylo pfidano 2,5 ml vodou fedéného roztoku
kyseliny peroxyoctové. Smés byla zahtivana po dobu 5 hodin, poté byla provedena TLC
chromatografie, jako mobilni faze byl pouzit acetonitril. Reakéni produkt opét nebyl

pritomen, vychozi latka nezreagovala.

4.1.1.3 Oxidace karbamazepinu prostiednictvim Kkyseliny m-chlorperoxybenzoové

Na analytickych vahach bylo navézeno 1,00 g karbamazepinu (4,23 mmol) a posléze
rozpu$téno ve 20 ml chloroformu. K tomuto roztoku byly pfidany dva molarni ekvivalenty
(2,24 g, 8,46 mmol) kyseliny m-chlorperoxybenzoové rozpusténé ve 20 ml chloroformu a
smes byla peclivé promichdna. Reak¢éni smés byla ponechéna stat ptes noc pii laboratorni
teploté. Nasledujici den byla pfitomnost reakéniho produktu ovéfena pomoci TLC
chromatografie, jako mobilni faze byl pouzit aceton.

Produkt reakce byl izolovan a precistén extrakei reakéni smési pomoci 180 ml 10%
roztoku Na,COs, reakéni smés jim byla tiikrat protfepana po 60 ml. Spodni, chloroformové
frakce byly spojeny, poté k nim byl pfidan bezvody MgSO, jako suSidlo a smés byla
ponechana pies noc v lednici. Nasledujici den bylo susidlo odfiltrovano pomoci nalevky se
smotkem vaty, rozpoustédlo bylo odpaieno na rota¢ni vakuové odparce.

Byla provedena hmotnostni spektrometrie ESI v pozitivnim modu, jako rozpoustédlo
byl pouzit acetonitril. Byla potvrzena ptfitomnost pozadovaného reakéniho produktu, 10,11-

epoxykarbamazepinu.
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Surovy produkt byl dale precistén sloupcovou chromatografii. Odparek byl rozpustén
ve smesi diethyletheru a acetonu v poméru 1:1 a nanesen na silikagelovou kolonu, jejiz
mobilni fazi byla smés diethyletheru a acetonu v poméru 1:1. Frakce obsahujici pozadovany
produkt byly spojeny a rozpoustédlo bylo odpafeno na odparce.

Vzorek takto izolované latky byl rozpuitén v CDCl; a nasledné bylo zméfeno 'H a ">C
NMR spektrum, které opét prokazalo 10,11-epoxykarbamazepin jako reakéni produkt.
Vytézek €inil 56 % (0,594 g, 2,36 mmol).

4.1.2 Syntéza 10,11-dihydroxykarbamazepinu

Mym cilem bylo ziskat 10,11-dihydroxykarbamazepin hydrolyzou epoxidového kruhu

10,11-epoxykarbamazepinu, jak je znazornéno na obrazku 4.4:

0

N

HZN/&

O
10,11-epoxykarbamazepin trans-10,11-dihydroxykarbamazepin

Obrazek 4.4: Hydrolyza epoxidového kruhu 10,11-epoxykarbamazepinu za vzniku trans-

10,11-dihydroxykarbamazepinu (nakresleno podle Kim, E. 1988 [28]).

Otevirani epoxidu Ize provadét bud’ kysele, nebo bazicky. Oba typy reakci probihaji
mechanismem nukleofilni substituce za vzniku trans-produktt [93].

Kysel¢ S§tépeni epoxidi probihda za mirnych podminek, coz je déno pnutim
epoxidového kruhu. Ve ziedénych roztocich kyselin proto probihd hydrolyza epoxidli za
vzniku trans-1,2-diolt jiz za pokojové teploty. Tato reakce probihd mechanismem Sy
(nejedna se vSak ani o Sy-1, ani 0o Sy-2), k ataku epoxidu nukleofilem ptitom dochéazi z bo¢ni

strany [93].
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Kromé kyselin ve vodném prostiedi za vzniku H;O" Ize k otevirdni epoxidii pouzit i
halogenovodikové kyseliny v bezvodém prostfedi, produktem reakce je vtomto piipadé
trans-halogenhydrin [93].

Epoxidové kruhy jsou bazemi sté€peny stejné snadno jako kyselinami. Ackoli je kyslik
nalezejici etheru obvykle Spatné odstupujici skupinou v Sy-2 reakei, pnuti tficlenného kruhu

zpusobuje, Ze epoxid reaguje za zvySené teploty s hydroxidovym aniontem [93].

4.1.2.1 Otevreni epoxidu prostiednictvim kyseliny chlorovodikové

Do banky s 50 mg 10,11-epoxykarbamazepinu (0,21 mmol) bylo odméfeno 30 ml
3,5% vodného roztoku HCl a smés byla ponechdna reagovat za michani v olejové lazni
vyhtaté na 40 °C po dobu 6 hodin. Pribéh vzniku reakéniho produktu byl sledovan
prostiednictvim TLC chromatografie, jako mobilni faze byl pouzit aceton.

Roztok byl zneutralizovan pevnym NaHCO; az do slabé bazického pH, poté byl
vytiepan ve 20 ml CHCIl; a organickd faze byla odebrana. Vzorek organické faze, ktery mél
obsahovat reakéni produkt, byl zanalyzovan pomoci HPLC. Ukazalo se vSak, ze tento produkt
oproti o¢ekavani do organické chloroformové faze nepiesel, misto toho ziistal ve vodné fazi.
Nasledn¢ byla vodna faze vytifepana diethyletherem, ani nyni vSak nepfesel reak¢ni produkt
do organické faze. Vodna faze s reakénim produktem byla proto prefiltrovana pies filtracni
papir do pfedem zvazené bariky a rozpoustédno (voda) bylo odpafeno na odparce.

Byla provedena hmotnostni spektrometrie ESI v pozitivnim modu, jako rozpoustédlo

byl pouzit acetonitril. Pfitomnost pozadovaného reakéniho produktu vSak nebyla potvrzena.

4.1.2.2 Otevreni epoxidu prostiednictvim Kkyseliny trifluoroctové

Do batiky s 50 mg 10,11-epoxykarbamazepinu (0,21 mmol) bylo odméteno 4,5 ml
destilované vody a 0,5 ml kyseliny trifluoroctové, smes byla ponechdna reagovat za michani
v olejové lazni vyhiaté na 50 °C po dobu 1 hodiny. Pfitomnost reakéniho produktu byla
prokézéana pomoci TLC chromatografie, jako mobilni faze byl pouzit triethylamin.

Roztok byl zneutralizovan pevnym NaHCO; aZ do neutrdlniho pH, poté byl tfikrat
vyttepan ve 25 ml CHCI;, organické frakce byly spojeny. Byla provedena TLC

chromatografie, na destiCku byl nanesen vzorek jak zvodné, tak i z organické faze, jako

43



mobilni faze byl pouzit triethylamin. Bylo prokazéano, ze témét vSechen produkt reakce presel
do organické faze.

Ke spojenym organickym frakcim byl ptidan MgSO4 jako suSidlo, banka byla
opatiena zatkou a pres noc ulozena do lednice. Nasledujici den bylo susidlo odfiltrovano pies
smotek vaty v nalevce a rozpoustédlo (CHCIl3) bylo odpaieno na odparce.

Byla provedena hmotnostni spektrometrie ESI v pozitivnim modu, jako rozpoustédlo

byl pouZit acetonitril. Pozadovany reakéni produkt vSak nebyl ve smési ptitomen.

4.1.2.3. Otevieni epoxidu hydroxidem sodnym

K 15 mg 10,11-epoxykarbamazepinu (0,063 mmol) byl pfiddn 1 ml 10% roztoku
NaOH a 0,5 ml 100% ethanolu. Smés byla za michani a zahtivani na olejové lazni vyhtaté na
40 °C po dobu 6 hodin. Pfitomnost reakéniho produktu byla ovéfena pomoci TLC
chromatografie, jako mobilni faze byl pouzit aceton.

Reakéni smés byla vytiepana 10 ml diethyletheru, TLC chromatografie potvrdila, Ze
organickd faze obsahovala reak¢éni produkt. Rozpoustédlo (diethylether) bylo odpafeno na
odparce.

Byla provedena hmotnostni spektrometrie ESI v pozitivnim modu, jako rozpoustédlo

byl pouZzit acetonitril. Pfitomnost poZadovaného reakéniho produktu nebyla prokazana.

4.1.2.4 Otevreni epoxidu ve vodé

K 15 mg 10,11-epoxykarbamazepinu (0,063 mmol) byly pfidany 3 ml destilované
vody. Smés byla za michani a zahtivani na olejové 1azni vyhtaté na 90 °C ponechana reagovat
po dobu 5 hodin. Pfitomnost reakéniho produktu byla prokazana pomoci TLC chromatografie,
jako mobilni faze byl pouzit aceton.

Reakéni smés byla vytfepana 15 ml CHCl;, k organické fazi byl ptidan MgSO, jako
susidlo, baiika byla opatifena zatkou a ulozena pies noc do lednice. Néasledujici den bylo
suSidlo odfiltrovano pies smotek vaty v ndlevce do pfedem zvazené banky a rozpoustédlo
(CHCI3) bylo odpateno na odparce.

Byla provedena hmotnostni spektrometrie ESI v pozitivnim modu, jako rozpoustédlo

byl pouzit acetonitril. Reakéni smés vSak pozadovany produkt neobsahovala.
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4.2 Péstovani sterilnich rostlin

4.2.1 Priprava sterilniho Zivného média

V odmérném valci na 1 1 bylo smichano 500 ml destilované vody, 100 ml roztoku
makroelementi (tabulka 1), 5 ml roztoku komplexu Zzeleza (tabulka 3) a 1 ml roztoku
mikroelementl (tabulka 2). Ke smési bylo pfidano 30,0 g sacharosy, 0,1 g myoinositolu a

doplnéno destilovanou vodou na objem 1 1. pH roztoku bylo upraveno 10% roztokem KOH na

hodnotu 5,8-5,9.

Latka Koncentrace [mg/l] v médiu | Koncentrace v zdsobnim roztoku [g/1]
NH4NO; 1650 16,5
KNO; 1900 19,0
CaCl, - 2H,0 440 4.4
MgSO, - TH,O 370 3,7
KH,PO4 170 1,7

Tabulka 1: Slozeni roztoku makroelementu.

Latka Koncentrace [mg/l] v médiu | Koncentrace v zdsobnim roztoku [g/1]
H;BO; 6,2 6,2

MnSO;, - 4H,0 22,3 22.3

ZnS04 - 4H,0 8,6 8,6

KI 0,83 0,83

Na,MoQ;, * 2H,0 0,25 0,25

CuS0Oy4 - 5H,O 0,025 0,025

CoCl; - 6H,0O 0,025 0,025

Tabulka 2: Slozeni roztoku mikroelementu.

Latka Koncentrace [mg/l] v médiu | Koncentrace v zdsobnim roztoku [g/1]
Na,EDTA 37,3 3,73
FeSO4 - 7TH,O 27,8 2,78

Tabulka 3: Slozeni roztoku komplexu zeleza.

Do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 500 ml, v nichz byly nasledné péstovany

rostliny, bylo pomoci injekéni stiikatky odméteno 15 ml Zivného roztoku, zatimco do ban¢k
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na 100 ml, ve kterych byla uchovavana Cerstva média pro dalsi pouziti, bylo odméteno 100 ml

zivného roztoku. Hrdla bané€k byla opatfena alobalem a sterilizovdna 20 minut v autoklavu.

4.2.2 Sazeni a péstovani sterilnich rostlin

Pro kazdy typ xenobiotika pfidavaného k rostlindm bylo vysazeno 10 — 15 rostlin pro
samotny experiment a 3 rostliny pro kontrolu. K tomuto ucelu byly pouzity Erlenmeyerovy
banky obsahujici 15 ml sterilniho roztoku zivného média.

Semena byla vloZena do banky se zdbrusem a ponechéna 30 sekund v 75% roztoku
ethanolu. Poté byl ethanol odlit a k semeniim bylo pfidato 50 ml 20% roztoku dezinfekéniho
prostiedku Savo ve vod¢ a kapka detergentu Jar. Banka byla opatfena uzavérem a jeji obsah
byl za obcasného tiepani ponechan sterilizovat 10 minut. Po uplynuti této doby byl roztok slit
a k sementim bylo pfidato 50 ml 10% roztoku dezinfekéniho prostfedku Savo ve vodé, baiika
byla opatfena uzavérem a za ob¢asného tiepani byl jeji obsah ponechan sterilizovat 20 minut.
Ve sterilnim boxu bylo nasledné pomoci pinzety vlozeno do kazdé Erlenmeyerovy banky 6
semen, hrdlo bylo ihned poté uzavieno alobalem a rostliny byly kultivovany pii 26 °C a
vystaveny svétlu zafivek po dobu 16 hodin denné. Kukufice byla za téchto podminek

péstovana 14 dni, zatimco slunecnici bylo tfeba péstovat tfi tydny.

4.2.3 Pridavani xenobiotik k rostlinim a pribéh samotného experimentu

Experiment, ktery trval celkem pét dni, byl vzdy zahajovan v pondé¢li, v patek byl
ukoncen a byly sklizeny vzorky z kotfene a listil rostlin. Nejprve byl pfipraven roztok daného
xenobiotika v dimethylsulfoxidu o koncentraci 2 mg/ml. Poté bylo ve sterilnim boxu do kazdé
ze zasobnich Erlenmeyerovych ban¢k obsahujicich 100 ml sterilniho média aplikovano 0,75
ml roztoku xenobiotika (acetaminofenu, ibuprofenu, karbamazepinu nebo 10,11-
epoxykarbamazepinu) v dimethylsulfoxidu, ¢imz bylo dosazeno jeho vysledné koncentrace
v zasobnim sterilnim médiu 15 mg/l. Ve sterilnim boxu bylo nejprve z kazdé Erlenmeyerovy
banky s rostlinou odlito star¢ médium a poté bylo pfidano 100 ml nového média s 1éCivem.
Pomoci injekéni stfikacky bylo odebrano 0,5 ml vzorku média do mikrozkumavky pro
stanoveni piesné vychozi koncentrace xenobiotika v médiu, hrdlo banky bylo ihned uzavieno

alobalem. Vzorky média mikrozkumavkach byly skladovany pii teploté -20 °C.
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Béhem nasledujicich ¢tyf dnid bylo vzdy po 24 hodinach z kazdé¢ baiiky s rostlinou, do
jejihoz média bylo pfidano xenobiotikum, odebrano 0,5 ml média do mikrozkumavky pro
stanoveni zmény koncentrace xenobiotika v médiu, tento vzorek byl zamrazen a skladovan pii
teploté¢ -20 °C. Paty den, tedy v patek, byly po odebrani vzorki média jednotlivé rostliny
peclivé vysuseny a zvazeny. Nasledné byly odebrany od kazdé rostliny vzorky z kotene a listl
tak, aby hmotnost kazdého z nich Cinila pfiblizné 1 g. TotéZ bylo provedeno i s kontrolnimi

rostlinami. Jednotlivé vzorky byly zamrazeny v tekutém dusiku a skladovany pii teploté -20

°C.

4.2.4 Méreni koncentrace xenobiotik v médiich pomoci HPLC

Analyzy odebranych vzorki byly provedeny na kapalinovém chromatografu na
kolon¢ o rozméru 4,4 x 250 mm se sorbentem Reprosil 100 C-18 (5um). Podminky eluce
véetné vinové délky pro detekci eluované latky se liSily v zavislosti na stanovovaném

xenobiotiku a jsou uvedeny v tabulce 4:

xenobiotikum Mobilni faze Pritok Vinova
[ml/min] | délka [nm]
ibuprofen methanol/acetonitril/1% 0,8 230

k.octova ve vodé
(1/1:0,7 (v/v/c))

acetaminofen methanol:voda 0,8 240
(1/2 (v/v), pH 3 (H3POy))

karbamazepin methanol:voda 0,8 285
(8/2 (v/v), 0,1% k. octovd)

10,11-epoxy- methanol:voda 0,8 225

karbamazepin | (6/4 (v/v), 0,1% k. octova)

Tabulka 4: Podminky stanoveni xenobiotik ve vzorcich média prostfednictvim HPLC.

Nameétena data byla vyhodnocena chromatografickym programem Clarity (DataApex)

s automatickym piepoctem dle namétené kalibracni zavislosti s mezi detekce 0,05 mg/1.
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4.3 Méreni enzymové aktivity

Pro kazdy druh rostliny a pfisluSny metabolit byly pro métfeni enzymové aktivity
pouzity dvé trojice vzorkll - z kofenti a listd, a to jak z rostlin péstovanych v médiu

s xenobiotikem, tak z kontrolnich rostlin.

4.3.1 Priprava extraktu ze vzorki kofene a listi

Na analytickych vahéach bylo navazeno pfesné mnozstvi kotfent, ptipadné listd. Pro
stanoveni aktivit NADP-ME, PEPC a PPDK se navazka pohybovala okolo 0,33 g, pro
stanoveni aktivity peroxidas 0,5 g, zatimco pro nativni elektroforézu bylo pouzito piiblizné
0,2 g rostlinného vzorku.

Vzorek byl homogenizovan v tfeci misce v trojnasobném objemovém ekvivalentu
pufru A (pH = 7,8; 100mM Tris-HCI, ImM EDTA, ImM dithiothreitol, SmM MgCl,, 5%
glycerol) vic¢i hmotnosti navazky. Homogenat byl nalit do mikrozkumavky a k nému bylo
pfidano malé mnozstvi PVP, ktery véaze fenolické latky. Vzorky homogenata
v mikrozkumavkéch byly nasledné centrifugovany pfi teploté 4 °C a pii 15 000 RPM (16632
x g) po dobu 15 minut. Po skonceni programu byl supernatant obsahujici cytosolarni frakci

s enzymy odebran a pouzit pro méfeni enzymové aktivity ptislusnych enzymu.

4.3.2 Méreni enzymové aktivity NADP-ME

Pro kazdé méieni byla ptipravena reakéni smés o nasledujicim slozeni: 400 pl 250mM
Tris-HCI pufru o pH 7,4 pro slunecnici a o pH 8,0 pro kukufici, 100 pl 100mM roztoku
malatu, 20 pl 100mM roztoku MgCl,, 20 pl 10mM roztoku NADP, 410 ul destilované vody.
K celkovému objemu reakéni smési, ktery ¢inil 950 pl, bylo pfidéno 50 pl rostlinného
extraktu a nasledné¢ byla zméfena zména absorbance za minutu pomoci spektrofotometru

HeAios a pfi 340 nm. Mé&feni probihalo celkem 5 minut a 50 sekund.
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4.3.3 Méreni enzymové aktivity PEPC

Pro kazdé méfeni byla ptipravena reakéni smés o nasledujicim sloZeni: 400 pl 250mM
Tris-HCI pufru o pH 8,1, 40 ul 125mM roztoku NaHCOs3, 20 pl 100mM roztoku MgCl,, 20 pl
10mM roztoku NADH, 20 pl 100mM roztoku PEP, 450 pl destilované vody. V ptipadé
extraktii z kofenti slune¢nice, u nichz byla afinita PEPC vi¢i PEP o néco nizsi, bylo tfeba
pridat dvojnasobné mnozstvi substratu, tedy 40 pl 100mM roztoku PEP, destilované vody
bylo v tomto ptipad¢ pridano pouze 430 pl. K celkovému objemu reakéni smési, ktery Cinil
950 pl, bylo ptidano 50 pl rostlinného extraktu a nasledné byla zméfena zména absorbance za
minutu pomoci spektrofotometru HeAios a pfi 340 nm. Méfeni probihalo celkem 5 minut a 50

sekund.

4.3.4 Méreni enzymové aktivity PPDK

Pro kazdé méfeni byla ptipravena reakéni smés o nasledujicim sloZeni: 400 pl 250mM
Tris-HCI pufru o pH 8,1, 100 pul 100mM roztoku MgCl,, 40 pl 125mM roztoku NaHCOs3, 20
ul 100mM roztoku pyruvatu, 20 pul 50mM roztoku ATP, 20 pl 100mM roztoku K,HPOy, 20 ul
10mM roztoku NADH, 330 pl destilované vody. K celkovému objemu reakéni smési, ktery
¢inil 950 pl, bylom pfiddno 50 pl rostlinného extraktu a nasledné byla zméfena zména
absorbance za minutu pomoci spektrofotometru Hekios a pii 340 nm. M¢éfeni probihalo

celkem 5 minut a 50 sekund.

4.3.5 Méreni enzymové aktivity peroxidas

Vzorky pro méfeni aktivity peroxidas byly piipraveny zptisobem uvedenym v kapitole
4.3.1. Enzymova aktivita peroxidas byla stanovovena jak z cytosolarni frakce (supernatant),
tak z pelety.

Z mikrozkumavky s peletou ziskanou po centrifugaci ptvodniho rostlinného
homogenatu byly odlity zbytky supernatantu (cytosolarni frakce), peleta byla promyta 1 ml
pufru A a poté k ni bylo pfidano 1,5 ml 1M roztoku NaCl v pufru A (58,44 g na 1 1). Peleta
byla v roztoku peclivé rozmichana pomoci Vortexu a nasledné byla centrifugovana pfi teploté

4 °Capfi 15000 RPM (16632 x g) po dobu 15 minut.
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K 0,01 g 3,3'- diaminobenzidinu jako substratu pro enzymatickou reakci bylo ptidano
2,5 ml 95% ethanolu, 7 ml 0,1M fosfatového pufru o pH 7,0 a 0,1 ml 30% roztoku H,O,.
Roztok byl doplnén 0,1M fosfatovym pufrem o pH 7,0 na objem 10 ml a poté byl ptefiltrovan
do kadinky.

Pro kazdé meéfeni byla pfipravena reakéni smés o nasledujicim slozeni: 0,5 ml
destilované vody, 0,4 ml 0,1M fosfatového pufru o pH 7,0, 0,1 ml extraktu a 0,25 ml roztoku
substratu. Extrakt bylo tfeba fedit 10x nebo 20x pomoci 0,1M fosfatového pufru o pH 7,0
v zévislosti na typu rostliny, rostlinného vzorku a extraktu. Enzymova aktivita peroxidas byla
meétena pomoci spektrofotometru Spekol 11 pii 430 nm po dobu 5 minut, zména absorbance

byla zaznamenavana po 10 s.

4.4 Elektroforetické metody: nativni elektroforéza

4.4.1 Priprava gelu pro elektroforézu

Pro nativni elektroforézu byl piipraven polyakrylamidovy separacni gel o gradientu
6-12 %, zaostfovaci gel byl 3%. K tomuto tc€elu byly nejprve pfipraveny tii gely o potiebnych

koncentracich, a to nasledujicim zptisobem:

1) 6% separacni gel byl pfipraven smisenim 1 ml 30% smési akrylamidu/Bis, 1,3 ml 1,5M
Tris-HCI pufru o pH 8,8, 50 ul 10% glycerolu, 4 ul TEMED, 50 pl 10% peroxodisiranu
amonného a 2,6 ml destilované vody; celkovy objem cinil 5,004 ml.

2) 12% separacni gel byl pfipraven smisenim 2 ml 30% smési akrylamidu/Bis, 1,3 ml 1,5M
Tris-HCI pufru o pH 8,8, 50 pul 10% glycerolu, 2 ul TEMED, 50 pl 10% peroxodisiranu
amonného a 1,6 ml destilované vody; celkovy objem cinil 5,002 ml.

3) 3% zaostfovaci gel byl ptipraven smisenim 400 pl 30% smési akrylamidu/Bis, 500 pl
1,0M Tris-HCI pufru o pH 6,8, 40 ul 10% glycerolu, 8 ul TEMED, 40 pl 10%

peroxodisiranu amonného a 3 ml destilované vody; celkovy objem ¢inil 3,988 ml.

6% a 12% polyakrylamidové gely byly nasledné¢ smichany v misi¢i gradientu a
vysledny gel byl nalit mezi elektroforetickd skla. Po jeho ztuhnuti byl navrch pfidan 3%
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polyakryl-amidovy gel, do néj pak vlozen hieben. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byl hieben

vyjmut a souprava byla pfipravena pro elektroforézu.

4.4.2 Priprava vzorkii a podminky elektroforézy

Vzorky pro elektroforetické stanoveni byly pfipraveny zpiisobem uvedenym v kapitole
4.3.1. Z odebraného supernatantu bylo odméfeno 150 pl do mikrozkumavky s30 mg
sacharosy, po jejim rozpusténi bylo 20 pl této smési aplikovano do jamky zaostfovaciho gelu.
Po aplikaci vSech vzorktli byla spusténa elektroforéza. PoCate¢ni napéti bylo nastaveno na 70
mV, poté, co Celo se vzorky doputovalo do gradientového gelu, bylo napéti zvySeno na 140

mV.

4.4.3 Detekce NADP-ME a peroxidas v gelu

Pro NADP-ME byla pfipravena detek¢éni smés o celkovém objemu 20 ml obsahujici 8
ml Tris-HCI pufru o pH 7,4 pro slunecnici a 8,0 pro kukufici, 2 ml 100mM roztoku malatu,
400 pl MgCl,, 400 ul NADP a 8,2 ml destilované vody. Roztok byl nalit do Petriho misky o
praméru 15 cm, byly pfidany 2 ml barvici smési obsahujici 0,02 g Nitroblue tetrazolium a 50
pg Phenazin methosulfate a roztok byl peclivé zamichan.

Pro peroxidasy byla pfipravena detekéni smés obsahuyjici 0,02 g 3,3-
diaminobenzidinu, 5 ml 95% ethanolu, 14 ml 0,1M fosfatového pufru o pH 7,0, 0,2 ml 30%
roztoku H»O,, smés byla doplnéna na objem 20 ml 0,1M fosfatovym pufrem o pH 7,0. Takto
pfipraveny roztok byl piefiltrovan a nalit do Petriho misky o priméru 15 cm.

Gely byly opatrné¢ vyjmuty ze skel aparatury pro elektroforézu a vlozeny do
detek¢énich smési. Zatimco pro detekci peroxidas byla dostacujici doba pro barveni 1-2
hodiny, pro stanoveni NAPD-ME musely byt gely v detekéni smési ponechany pies noc. Po
vyjmuti z detekéni smési byly gely kratce ponechany v Petriho misce s destilovanou vodou

k jejich promyti, poté byly umistény na fo6lii a skenovany.
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5 VYSLEDKY

V ramci organické experimentéalni ¢asti mé diplomové prace se mi podafilo pfipravit a
charakterizovat metabolit karbamazepinu, 10,11-epoxykarbamazepin. V piipadé syntézy
10,11-dihydroxykarbamazepinu nebyly bézné metody otevieni oxiranového kruhu tspésné.
Vramci biochemické cCasti byla tato latka, stejné jako ibuprofen, acetaminofen a
karbamazepin, pfiddvana do média slune¢nice BELEM a kukufice G1. Z extraktl z listh a
kofenli téchto rostlin byla néasledné spektrofotometricky stanovovéana aktivita NADP-ME,
PEPC, PPDK a dale peroxidas v rozpustné a vazané frakci. Kromé¢ toho byla sledovana
aktivita a pocet jednotlivych isoforem NADP-ME a peroxidas ve vazané frakci
prostfednictvim nativni elektroforézy. Vysledky jednotlivych dil¢ich experimentid jsou

popsany v nasledujicim textu.

5.1 Organicka syntéza

5.1.1 Syntéza 10,11-epoxykarbamazepinu

Pro syntézu 10,11-epoxykarbamazepinu epoxidaci dvojné vazby karbamazepinu byl
pouzit oxon, kyselina peroxyoctova a kyselina m-chlorperoxybenzoova. Syntéza 10,11-epoxy-
karbamazepinu byla provedena uspé$Sné pouze pii pouziti kyseliny m-chlorperoxybenzoové,
ktera je dnes, jak jiz bylo zminéno dfive, pro peroxidaci pouzivand mnohem castéji nez jiné
peroxykyseliny, a to pfedevsim diky jeji vyssi stabilité a reaktivité. Vytézek produktu reakce,
kterym byla svétle zluta, krystalicka latka, ¢inil 56 % (0,594 g, 2,36 mmol). Nize uvedené
hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim modu dokladd {spéSnou syntézu 10,11-

epoxykarbamazepinu.
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Obrazek 5.1: Hmotnostni spektrum 10,11-epoxykarbamazepinu, metoda ESI v pozitivnim

modu.

Relativni molekulovd hmotnost 10,11-epoxykarbamazepinu ¢€ini 252,2. Pfi pouziti
metody ESI v pozitivnim modu odpovida molekulovému iontu signal o hodnoté 275,2 m/z,
nebot’ je molekula 10,11-epoxykarbamazepinu asociovana s kationtem sodiku Na' (Mr =
22.99). Tento pik je dobfe viditelny v hornim spektru na obrazku 5.1, avSak jeho intenzita je
relativné nizkd oproti nejvy$Simu piku o hodnoté 527,2 m/z. Tento pik odpovida dimeru
10,11-epoxykarbamazepinu, s nimz je opét asociovan kation sodiku. Tato skutec¢nost byla
prokézéna opétovnou fragmentaci izolovaného iontu o hodnoté 527,2 m/z, nebot’ hodnota
signalu nejvyssiho piku €inila 275,2 m/z (spodni ¢ast obrazku 5.1).

Téz prostfednictvim NMR spektroskopie se podatfilo identifikovat 10,11-
epoxykarbamazepin, nebot’ se pocet jednotlivych typt pikil a jejich intenzita az na drobné
rozdily v hodnotach chemicky posunt § v °C spektru shodovaly s udaji v literatute [94].
Vysledky vSech spektralnich analyz jsou ve strucnosti uvedeny v nasledujicim ptehledu:

MS (ESI+) 275,2 (M+1)" + Na"

'H NMR (CDCl;) d (ppm): 4,28 (singlet), 4,67 (3iroky singlet), 7,34 (multiplet), 7,42
(multiplet), 7,50 (dublet, J = 7,50 Hz).

PC NMR (CDCl;) d (ppm): 58,5 (CH), 128,3 (CH), 130,1 (CH), 130,4 (CH), 131,4 (CH),
131,6 (C), 138,2 (C), 157,8 (C).
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5.1.2 Syntéza 10,11-dihydroxykarbamazepinu

Otevirani epoxidového kruhu 10,11-epoxykarbamazepinu bylo provadéno jak kysele
prostiednictvim kyseliny chlorovodikové a kyseliny trifluoroctové, tak i bazicky pomoci
hydroxidu sodného. Pii dal§im pokusu bylo $tépeni epoxidového kruhu této latky provadéno
pouze ve vodném prostiedi za zvySené teploty. Pozadovany produkt, kterym byl 10,11-
dihydroxykarbamazepin, se v§ak Zddnym z uvedenych zplisobl pfipravit nepodafilo, pfislusna

hmotnostni spektra ESI v pozitivnim modu neprokézala jeho ptitomnost [95].

5.2 Péstovani sterilnich rostlin

Pro testovani vlivu léCiv a jejich metabolitd na rast rostlin a aktivitu vybranych
rostlinnych enzymt byla pouZita slune¢nice odriidy BELEM a odriida kukutice G1. K témto
rostlindm, péstovanym ve sterilnim prostfedi, byl pfiddvan karbamazepin a jeho metabolit
10,11-epoxykarbamazepin. Stejné experimenty byly provedeny i sibuprofenem a
acetaminofenem, které¢ jsou diky jejich vyssi polarité rostlinami dobfe piijimany a slouzi proto
jako standardy pro porovndni experimentl s ostatnimi xenobiotiky. Jelikoz se nepodaftilo
uspésné syntetizovat dals$i metabolit karbamazepinu, 10,11-dihydroxykarbamazepin, byla tato
byly zmédii jednotlivych rostlin odebirany vzorky, znichz byla pozd€ji stanovovana

koncentrace ptislusného xenobiotika v médiu.

5.2.1 Sledovani ubytku koncentrace xenobiotika v médiu rostlin

Zmeéna koncentrace xenibiotika v médiu indikovala, do jaké miry je rostlina schopna
tuto latku ukladat do svych pletiv. Pokud koncentrace 1é¢iva ¢i metabolitu v médiu klesala
rychle, rostlina byla schopna tuto latku do svych pletiv efektivné ukladdat. Nizky ubytek
xenobiotika naopak poukazoval na nepfijimani této latky rostlinou. Hodnoty koncentrace
ptisluSnych xenobiotik v ¢ase byly vyneseny do grafu, smérodatné odchylky byly pocitany z

10 vzorku.

54



18 16
16 1 14 A
14 A 121
12 A
= =10
£ 10 E
=) o 8
E s E
o O 6
6
4 A 4
2 21
0 0
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
¢as [hod] ¢as [hod]
(a) (b)
18 20
16 | 18 1
16
14 A
N B
12 A
= =124
E 101 E
=) © 10 1
E s/ E
) ° 8
6
6
41 44
2 A 2
0 0
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
¢as [hod] ¢as [hod]
(c) (d)

Obrézek 5.2: Primérnd koncentrace ibuprofenu (a), acetaminofenu (b), karbamazepinu (c), a
10,11-epoxykarbamazepinu (d) v médiu slune¢nice BELEM (ZIutd) a kukufice G1 (zelend)

v zavislosti na ¢ase.

Z obrazku 5.2 (a) je patrné, ze ibuprofen byl ukladan do rostlinnych pletiv slunecnice i
kukufice velice rychle a efektivné, jiz po 48 hodinach nebyl ve vzorcich média detekovatelny.
Jak slunecnice, tak i kukufice odebiraly ibuprofen z média piiblizné stejné efektivné.

Acetaminofen byl obéma rostlinnymi druhy téz dobfe odebiran, jeho koncentrace
vmédiu klesala pfiblizné linearné. Po 96 hodindch od pocatku experimentu (ptidani
xenobiotika do média) byl vSak acetaminofen v obou ptipadech stale pritomen v médiu — u
slunecnice jej ztstalo 50 % a u kukutice 25 % z piivodniho mnozstvi. V tomto piipad¢ tedy

kukufice odebirala tuto 1é¢ivou latku z média rychleji a efektivnéji nez slunecnice.
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Oproti predchozim dvéma experimentim byl karbamazepin rostlinami odebiran
z média velmi neochotné. Hodnoty koncentrace karbamazepinu v médiu slune¢nice znacné
kolisaly, po 96 hodindch od poc¢atku experimentu byla v médiu ptitomno 70 % z piivodné
aplikovaného mnozstvi tohoto xenobiotika. Kukufice odebirala karbamazepin z média jeste
hiife nez slunecnice, jeho koncentrace v médiu po 96 hodinach od aplikace klesla jen o 10 %.

V piipadé 10,11-epoxykarbamazepninu se schopnost obou rostlin ukladat tuto latku do
svych pletiv zna¢né liSila. Zatimco kukufice odebirala 10,11-epoxykarbamazepin z média
pomérné ochotné a jeho koncentrace v médiu po celou dobu experimentu linearné klesala,
sluneCnice odebirala toto xenobiotikum velmi neochotné. Koncentrace 10,11-
epoxykarbamazepinu v médiu slunecnice klesala velmi malo, po uplynuti 96 hodin od
pocatku experimentu, zbylo v médiu asi 85 % plivodné pfidané latky. Naproti tomu v médiu
kukufice ziistalo po 96 hodinach od pocatku experimentu jen kolem 12 % z pivodné

ptidaného 10,11-epoxykarbamazepinu.

5.2.2 Stanoveni hmotnosti rostlin

Po skonceni experimentti byly jednotlivé rostliny vysuseny a zvazeny, a to jak rostliny

pouzité pro samotny experiment, tak kontrolni rostliny. Primérné hmotnosti rostlin pro

jednotlivé experimenty byly vyneseny do grafu (obrazek 5.3) v procentech oproti kontolnimu

stanoveni. Smérodatné odchylky byly pocitany z 10 vzorkii.
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Obrazek 5.3: Primérnd hmotnost rostlin slunecnice BELEM (zlutd) a kukutice G1 (zelend)

pro jednotlivé experimenty s xenobiotiky, vyjadiena v procentech oproti kontrolnim kustim.

Z obrazku 5.3 je patrné, Ze nejveétsi stimulacni vliv na rist slunecnice BELEM mél
ibuprofen, nebot’ primérnd hmotnost rostlin vystavenych jeho plisobeni v médiu byla o témér
30 % vyssi neZ u kontrolnich rostlin. Naproti tomu zména hmotnosti rostlin slunecnice po
pusobeni karbamazepinu a 10,11-epoxykarbamazepinu byla zanedbatelnd. Acetaminofen
vyrazn¢ snizoval rast rostlin slunecnice, a to témét o 20 %.

Vsechna pouzita xenobiotika méla pro rast rostlin kukufice G1 stimulaéni vliv, byt
v n¢kterych piipadech jen nepatrny. Nejveétsi nartist hmotnosti kukufice opét vykazovalo
pusobeni ibuprofenu v médiu, a to pfiblizn€ o 30 %, coz je hodnota velmi blizkd hodnoté
nartistu hmotnosti slune¢nice BELEM po pulsobeni stejné latky. Na rozdil od slune¢nice
BELEM byl rist kukufice G1 puisobenim acetaminofenu vyrazné stimulovan, a to o 20 %
oproti kontrolnim rostlinam. Hmotnost rostlin péstovanych v pfitomnosti karbamazepinu byla
jen o 10 % vyssi nez u kontrolni skupiny, zatimco hmotnost rostlin péstovanych v ptitomnosti

10,11-epoxykarbamazepinu se oproti kontrolnim rostlindm prakticky nelisila.
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5.2.3 Stanoveni mnoZstvi xenobiotik uloZenych do pletiv rostlin

Do nésledujiciho grafu (obrazek 5.4) je vyneseno moZstvi xenobiotika, které¢ byla
rostlina schopna ulozit do svych pletiv za 96 hodin experimentu, vztazené na 1 g této rostliny.

Smérodatné odchylky jsou pocitany z 10 vzorkd.

1,4

ibuprofen acetaminofen karbamazepin epoxy-
karbamazepin

Lécivo/metabolit

Obrazek 5.4: Primérné mnoZstvi xenobiotika v mg, které je dand rostlina - slune¢nice
BELEM (zlutd) ¢i kukutice G1 (zelend) - schopna ulozit do svych pletiv, vztazena na 1 g této

rostliny.

Z obrazku je ziejmé, Ze jak slunecnice, tak kukufice byly schopny velmi efektivné
ukladat ibuprofen a acetaminofen do svych pletiv. Obé tyto rostliny navic prokazaly ptiblizné
stejnou schopnost ukladat tato 1é¢iva. Naproti tomu karbamazepin byl obéma rostlinami
ukladan do pletiv velice neochotné, pfi¢emz slunecnice prokdzala lepsi schopnost odebirat jej
z média nez kukufice. Zatimco slunec¢nice vykazovala jen malou schopnost uklddani 10,11-
epoxykarbamazepinu do svych pletiv, kukufice jej ukladala velice efektivné, dokonce 1épe

nez ibuprofen a acetaminofen.
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5.3 Méreni aktivity NADP-ME, PEPC, PPDK a peroxidas v rozpustné a

vazané frakci

Bylo provedeno méfeni enzymové aktivity NADP-ME, PEPC, PPDK a peroxidas ze
vzorki list a kofend pfislusnych rostlinnych druhli — slune¢nice BELEM a kukutice GI.
Zmény hodnot enzymové aktivity vzorkl rostlin vystavenych plisobeni xenobiotika oproti
kontrolnim rostlinam vypovidaly o mife stresové odpovédi rostliny na pfitomnost xenobiotika

v médiu.

5.3.1 Méreni aktivity NADP-ME

Do nasledujicich grafi byly vyneseny hodnoty enzymové aktivity NADP-ME

vyjadiené v procentech oproti kontrolnim stanovenim. Smérodatné odchylky byly pocitany

z 3 stanoveni.
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Obrazek 5.5: Enzymova aktivita NADP-ME v listech (a) a kotfenech (b) slune¢nice BELEM

(Zlutd) a kukutice G1 (zelend), vyjadiena v procentech oproti kontrole.
Z obrazku 5.5 (a) je patrné, ze ptitomnost xenobiotik v médiu méla na aktivitu NADP-

ME v listech kukufice i slunecnice stimula¢ni vliv. Jedinou vyjimkou byl v tomto ptipadé

extrakt z listu kukufice péstované v ptitomnosti 10,11-epoxykarbamazepinu, v némz byla
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aktivita NADP-ME oproti kontrolnimu stanoveni niz$i o téméf 60 %. Ve vétsiné pripadi

(ibuprofen, karbamazepin, 10,11-epoxykarbamazepin) byla aktivita NADP-ME oproti

kontrole zvySena ve slunecnici o néco vice nez v kukufici, pouze acetaminofen zplisoboval

vy$$i nartist aktivity NADP-ME v listech kukufice oproti kontrole, nez v listech slune¢nice.

V piipadé¢ extrakti z kofent byl narist aktivity NADP-ME o mnoho vyssi v kukufici

nez ve slunecnici, jak plyne z obrazku 5.5 (b). Aktivita NADP-ME v kotenech kukufice byla

zhruba o 300-500 % vyssi nez u kontrolniho stanoveni, pficemZ nejvice stimuloval aktivitu

tohoto enzymu 10,11-epoxykarbamazepin. V extraktech z kofene slunecnice byla aktivita

NADP-ME oproti kontrole zvySena nejvice v rostlindich péstovanych v médiu s 10,11-

epoxykarbamazepinem a déle v rostlinach péstovanych v médiu s karbamazepinem.

5.3.2 Méreni aktivity PEPC

Do nasledujicich grafii byly vyneseny hodnoty enzymové aktivity PEPC vyjadiené

v procentech oproti kontrolnim stanovenim. Smérodatné odchylky byly pocitany z3

stanoveni.
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Obrazek 5.6: Enzymova aktivita PEPC v listech (a) a kofenech (b) slune¢nice BELEM (zluta)

a kukuftice G1 (zelend), vyjadiend v procentech oproti kontrole.

Jak je patrné zobrazku 5.6 (a), krom¢ extrakti z listd slunecnice péstované

v pritomnosti ibuprofenu a 10,11-epoxykarbamazepinu, v nichz byla aktivita PEPC oproti

60




kontrolnim vzorklim stimulovana, doslo v ostatnich ptipadech k poklesu aktivity PEPC oproti
kontrole. Pokles aktivity tohoto enzymu byl patrny pfedevsim v kukufici. Ve vétsing piipada
se aktivita PEPC snizila pfiblizné¢ o 15-25 %, v extraktu z listu kukufice péstované
v pfitomnosti 10,11-epoxykarbamazepinu dokonce témét o 40 %.

Z obrazku 5.6 (b) je jasné vidét, Ze pritomnost xenobiotik v médiu stimulovala aktivitu
PEPC v kofenech kukufice mnohondsobn¢ vice nez v kofenech slunecnice. Nejvyssi aktivity
dosahovala PEPC v extraktu z kofene kukufice péstované v pfitomnosti karbamazepinu, déle

v pritomnosti acetaminofenu a 10,1 1-epoxykarbamazepinu.

5.3.3 Méreni aktivity PPDK

Do nasledujicich grafii byly vyneseny hodnoty enzymové aktivity PPDK vyjadiené
v procentech oproti kontrolnim stanovenim. Smérodatné odchylky byly pocitany z3

stanoveni.
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Obrazek 5.7: Enzymova aktivita PPDK v listech (a) a kofenech (b) slune¢nice BELEM (Zlutd)

a kukutice G1 (zelena), vyjadiena v procentech oproti kontrole.

Jak ilustruje obrazek 5.7 (a), v ptipad¢ extraktl z listl byl vyznamny nartst aktivity
PPDK pozorovan pouze v rostlinach péstovanych v pfitomnosti 10,11-epoxykarbamazepinu,
pficemz byl tento narGst o 40 % v kukufici nez ve slune¢nici. Pti ostatnich pokusech

dochazelo vesmés k poklesu aktivity PPDK, v ptfipadé¢ listi slunecnice péstované
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v pritomnosti acetaminofenu byl tento pokles témét 60%. V listech kukufice vystavené
pusobeni acetaminofenu byl pozorovan maly nartst aktivity tohoto enzymu. Aktivita PPDK
v listech slunecnice vystavené plisobeni karbamazepinu zlstala oproti kontrole nezménéna.

Z obrazku 5.7 (b) je partné, Ze pii pokusech s kofeny rostlin doslo k vysokému nartstu
aktivity PPDK pouze v pripad¢ rostlin péstovanych v pritomnosti 10,1 1-epoxykarbamazepinu,
pfiCemz tento nartst byl o téméf 200 % vyssi v kukufici neZ ve slunecnici. Pfi pokusech
s ostatnimi xenobiotiky dosSlo k poklesu aktivity v kofenech rostlin oproti kontrole, pouze v

kotfenech slunecnice doslo po plisobeni ibuprofenu k mirnému zvyseni aktivity PPDK.

5.3.4 Méreni aktivity peroxidas v rozpustné frakci

Do nasledujicich grafi byly vyneseny hodnoty enzymové aktivity peroxidas

v rozpustné frakci, vyjadfené v procentech oproti kontrolnim stanovenim. Smeérodatné

odchylky byly pocitany z 3 stanoveni.
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Obrazek 5.8: Enzymova aktivita peroxidas rozpustné frakce v listech (a) a kotfenech (b)

slunecnice BELEM (Zlutd) a kukutice G1 (zelena), vyjadiena v procentech oproti kontrole.

Z obrazku 5.8 (a) je zfejmé, ze vSechna xenobiotika zplisobovala narist aktivity
peroxidas vrozpustné frakci v listech kukufice, a to az o témét 40 % pii pouziti
karbamazepinu. Naproti tomu v listech slunecnice doslo k poklesu aktivity téchto enzymu v

rostlinach péstovanych v piitomnosti ibuprofenu, karbamazepinu a 10,11-epoxykarbama-
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zepinu. V piipad€ ibuprofenu klesla aktivita peroxidas rozpustné frakce o vice nez 60 %
oproti kontrole. Pouze v piipad¢ pouziti acetaminofenu se aktivita téchto peroxidas v listech
slunecnice oproti kontrolnimu stanoveni témét nezmenila.

Pii pokusech s kofeny byl pozorovan vyrazny narist aktivity peroxidas v rozpustné
frakci oproti kontrole pouze v kukufici péstované v pritomnosti 10,11-epoxykarbamazepinu, a
to o témét 100 %, jak doklada obrazek 5.8 (b). V extraktech z kotfent rostlin péstovanych v
pfitomnosti ostatnich xenobiotik byl vétSinou pozorovan pokles aktivity peroxidas rozpustné

frakce oproti kontrole, ktery byl vyraznéjsi v kukufici.

5.3.5 Méreni aktivity peroxidas ve vazané frakci

Do nasledujicich grafi byly vyneseny hodnoty enzymové aktivity vazanych peroxidas

vyjadiené v procentech oproti kontrolnim stanovenim. Smérodatné odchylky byly pocitany

z 3 stanoveni.
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Obrazek 5.9: Enzymova aktivita peroxidas vazané frakce v listech (a) a kofenech (b)

slunecnice BELEM (Zlutd) a kukutice G1 (zelena), vyjadiena v procentech oproti kontrole.

Jak je partné z obrazku 5.9 (a), v extraktech z listli slunecnice péstované v pfitomnosti
vSech xenobiotik s vyjimkou ibuprofenu byl pozorovan nardst aktivity vazanych peroxidas
oproti kontrole, a to o vice nez 100 %. V listech kukufice pisobil pouze 10,11-

epoxykarbamazepin vyrazny, pfiblizné¢ 50% narist aktivity vazanych peroxidas oproti

63




kontrole. Ve vSech ostatnich pfipadech =zistala aktivita téchto peroxidas ve srovnani
s kontrolnim stanovenim nezménéna.

V kotenech slunecnice (obrazek 5.9 (b)) doslo k nejvyssimu nartstu aktivity vazanych
peroxidas oproti kontrole v piipadé 10,11-epoxykarbamazepinu (o témét 150 %) a dale
ibuprofenu (o vice nez 100 %) a acetaminofenu (o témét 50 %). V kotenech kukufice naopak
doslo k poklesu aktivity vazanych peroxidas, coz bylo nejvice patrné u ibuprofenu. Pouze
10,11-epoxykarbamazepin v malé mife zvySoval aktivitu téchto peroxidas v kofenech

kukufice oproti kontrolnimu stanoveni.
5.4 Elektroforetické metody: nativni elektroforéza

Prostfednictvim nativni elektroforézy se podafilo prokézat ptitomnost NADP-ME a
peroxidas v extraktech z kotenti a listli slune¢nice BELEM a kukutice G1. Sila jednotlivych
prouzka koreluje s aktivitou daného enzymu v rostlinném extraktu, zatimco pocet prouzkt

udava pocet jednotlivych isoforem pftislusného enzymu. Vysledky experimentu jsou

znazornény prostiednictvim elektroforeogramti.

5.4.1 Detekce NADP-ME v gelu

Nasledujici dva elektroforeogramy ukazuji detekci enzymu NADP-ME v extraktech

z listu a kofenu slune¢nice BELEM:
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(b)

Obrazek 5.10: Detekce NADP-ME v gelu po elektroforetické separaci extraktii z listd (a) a
kotfenti (b) slunecnice BELEM. Oznaceni extrakti: O — bez xenobiotika (kontrolni stanoveni),

A — acetaminofen, I — ibuprofen, K — karbamazepin, E — 10,11-epoxykarbamazepin.

Na elektroforeogramu extraktll z listl slunecnice (obrazek 5.10 (a)) je patrnad jedina
isoforma NADP-ME nachazejici se v jeho horni ¢asti, jak ukazuje Sipka. Nejsiln€jsi jsou
prouzky v extraktech z listl sluneCnice péstované v pfitomnosti karbamazepinu a 10,11-
epoxykarbamazepinu.

Obrazek 5.10 (b) znazornuje elektroforeogram kofenti slunecnice. V horni casti
elektroforeogramu se vyskytuje pouze jeden slaby prouzek nalezejici extraktu z kotene
slune¢nice péstované v pritomnosti ibuprofenu. V dolni ¢asti se pak nachazi vyrazny prouzek
v extraktu z kofene slunecnice péstované v piitomnosti 10,11-epoxykarbamazepinu a velmi
slabé prouzky v extraktech z kofeni slunecnice péstované v pritomnosti ibuprofenu,
karbamazepinu a dale v extraktu kontrolniho stanoveni. Co se tyka prouzka v horni a spodni
casti elektroforeogramu, jde o dvé riizné isoformy tohoto enzymu.

Nasledujici dva elektroforeogramy ukazuji detekci enzymu NADP-ME v extraktech

z listd a kotfenu kukufice G1:
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Obrazek 5.11: Detekce NADP-ME v gelu po elektroforetické separaci extraktl z listil (a) a
koteni (b) kukufice G1. Oznaceni extrakti: O — bez xenobiotika (kontrolni stanoveni), A —

acetaminofen, I — ibuprofen, K — karbamazepin, E — 10,11-epoxykarbamazepin.

Obrazek 5.11 (a) ukazuje velmi vyrazné prouzky v horni ¢asti elektroforeogramu
v extraktech z listi kukufice. Jejich intenzita je stejné¢ jako u slunecnice nejvyraznéjsi
v extraktech z listG rostlin péstovanych v pfitomnosti karbamazepinu a 10,11-
epoxykarbamazepinu, nejslabsi se zda byt prouzek v extraktu z listd kukufice péstované
v médiu s ibuprofenem. Na témze elektroforeogramu se o néco niZe nachazi slabé a malo
ohrani¢ené¢ prouzky, které jsou nejsilngjsi v extraktech z listd kukufice péstované v
pritomnosti acetaminofenu a ibupofenu. Stejné jako v kofenech slunecnice se i zde vyskytuji
dvé rizné¢ isoformy NADP-ME, pii¢emz isoforma nachdzejici se vhorni Ccasti
elektroforeogramu vykazuje vyrazné vyssi aktivitu neZ isoforma ve spodni ¢asti.

V horni ¢asti obrazku 5.11 (b), ktery zndzortiuje elektroforeogram pro pokusy s kofeny
kukufice, jsou vidét velmi slabé, avSak dobie ohrani¢ené prouzky, z nichz nejvyssi intenzitu
ma prouzek v extraktu z kofene kukufice péstované v médiu s 10,11-epoxykarbamazepinem

a dale s acetaminofenem.
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5.4.2 Detekce peroxidas rozpustné frakce v gelu

Nasledujici dva elektroforeogramy ukazuji detekei rozpustnych peroxidas v extraktech

z listu a kofenu slune¢nice BELEM:

g & | Kk E O A | K E
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(a) (b)

Obrazek 5.12: Detekce rozpustnych peroxidas v gelu po elektroforetické separaci extrakti
z listl (a) a kotenti (b) slune¢nice BELEM. Oznaceni extraktii: O — bez xenobiotika (kontrolni
stanoveni), A — acetaminofen, I — ibuprofen, K - karbamazepin, E - 10,11-

epoxykarbamazepin.

Na obrazku 5.12 (a) je elektroforeogram extraktl z listli slunecnice. V jeho horni ¢asti
se vyskytuji velice slabé prouzky, o néco nize dvojice prouzki tésné¢ nad sebou, jejichz
intenzita je téZ velice slaba (nejvyssi intenzita je pozorovatelna v extraktu z rostliny péstované
v pritomnosti acetaminofenu). V dolni ¢asti elektroforeogramu se nachazi dvojice prouzkt o
nejvyssi intenzité, které jsou také tésné nad sebou. Tato dvojice prouzkii ma nejvyssi intenzitu
v extraktu z listd sluneCnice péstované v médiu s karbamazepinem a 10,11-
epoxykarbamazepinem.

Téz v kotenech slune¢nice se vyskytuje mnoho isoforem cytosolarnich peroxidas, jak
je partné z obrazku 5.12 (b). Na rozdil od listi jsou vSak v extraktech z kofenti sluneCnice
hned dvé dvojice prouzkii o velice silné intenzité, nachédzejici se ve spodni Ccasti
elektroforeogramu. Intenzita téchto dvojic je nejvyssi v extraktech z kofenli slune¢nice

pestované v médiu s karbamazepinem, avSak tento rozdil je oproti ostatnim stanovenim maly.
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Kromé toho jsou zde pritomny velice slabé prouzky ve stfedni a horni casti
elektroforeogramu, které jsou nejsilngjsi v extraktech z kotfenli sluneCnice péstované v
piitomnosti karbamazepinu, rozdil oproti ostatnim stanovenim je vSak op&t maly.

Nasledujici dva elektroforeogramy ukazuji detekei rozpustnych peroxidas v extraktech

z listu a kofena kukuiice G1:
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Obrazek 5.13: Detekce rozpustnych peroxidas v gelu po elektroforetické separaci extraktii
z listd (a) a kofenu (b) kukufice G1. Oznaceni extraktli: O — bez xenobiotika (kontrolni
stanoveni), A — acetaminofen, I — ibuprofen, K — karbamazepin, E - 10,11-

epoxykarbamazepin.

Na obrazku 5.13 (a) je elektroforeogram extrakti zlisti kukufice péstované v
pfitomnosti acetaminofenu, ibuprofenu a karbamazepinu a extraktu z listd kukufice pro
kontrolni stanoveni. Obrazek 5.13 (b) znazornuje elektroforeogram extraktu z listi kukuiice
pestované¢ v médiu s 10,11-epoxykarbamazepinem a extraktu z listd kukufice pro kontrolni
stanoveni. Na obou obrazcich jsou patrné silné a vyrazné prouzky predevSim v jejich horni
¢asti, a dale u jejich spodniho okraje. VSechny tyto prouzky maji priblizné stejnou intenzitu.
Zhruba uprostied elektroforeogramu se nachdzi prouzek, ktery nema ostré hranice. Jeho
intenzita je nejvyS$i vextraktu zlisth kukufice péstované v pfitomnosti 10,11-
epoxykarbamazepinu.

Elektroforeogram na obrazku 5.13 (c) ukazuje extrakty z kofenti kukufice. Jsou na
ném patrné piedevsSim prouzky v horni ¢asti gelu, které jsou opét nejsilnéjsi v extraktech

z kofent kukufice péstované v médiu s karbamazepinem a 10,11-epoxykarbamazepinem.
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Stejn¢ jako ve slunec¢nici se i v kukufici vyskytuje vice isoforem cytosolarnich peroxidas.
Zatimco v extraktech ze slune¢nice se nejintenzivnéj$i prouzky vyskytuji ve spodni ¢asti
elektroforeogramu, v piipad€é kukufice se intenzivni prouzky vyskytuji v horni Casti, coz

doklada rozdilnou expresi riznych isoforem peroxidas u obou zminénych rostlin.
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6 DISKUSE

Fytoremediace ptedstavuje ekologicky, vysoce efektivni a financné nendkladny zptisob
odstrafiovani rznych v ptirod¢ Spatné€ rozlozitelnych xenobiotik véetné 1é¢iv z odpadnich vod
a zivotniho prostiedi. Mezi rostliny, které jsou testovany ohledn¢ mozného vyuziti pro
fytoremediacni ucely, patii 1 kukufice (Zea mays L.) a slunecnice (Helianthus annuus L.)
Kukufice, ktera nalezi mezi C4 rostliny, vykazuje vysokou schopnost odebirani téZkych kovl
(Zn, Cd, Cu, Pb) zpid a jejich akumulace v nadzemnich castech rostliny [96]. Co se
organickych polutant tyce, kukufice pomérné efektivné ukladala do svych pletiv a dale
metabolizovala chlorované derivaty fenolu [97], pyren [98], dale naptiklad kyselinu
trichloroctovou [99] nebo synteticky herbicid atrazin (2-chloro-4-(ethylamino)-6-
(isopropylamino)-s-triazin) [100].

Slunecnice, patfici mezi Cs rostliny, byla testovana ptredev§im v souvislosti
s odebiranim uranu z pid, ¢emuz vyrazné napomahala pfitomnost organickych kyselin (napf.
kyseliny citronové) v ptidach, které zvySovaly jeho biologickou dostupnost [101]. Kromé toho
vykazovala slune¢nice dobrou schopnost akumulace tézkych kovi (Cd, Cr, Ni) [102].
V hydroponickych podminkéach slunecnice efektivné odebirala z média benzotriazoly [39],
dale uc¢inn¢ odebirala a degradovala fenantren [103] a pouzity motorovy olej [104].

Antikonvulzni 1é¢ivo karbamazepin je vlivem své vysoké stability Spatné rozlozitelné
v ptirod¢, ¢imz dochazi k jeho hromadéni v Zivotnim prostiedi [21]. V souvislosti s moznym
odstranénim karbamazepinu z riznych slozek hydrosféry byla sledovana jeho oxidace
prostiednictvim H,O, za spolupiisobeni UV zafeni. Pfi tomto procesu dochézelo ke vzniku
kyslikovych radikali, jejichz pisobeni na karbamazepin vedlo k jeho degradaci za vzniku
rozliénych produktl, které nejcastéji obsahovaly hydroxylovou a karboxylovou skupinu.
Jednim z prvnich krokd v romto degrada¢nim procesu byla epoxidace karbamazepinu na
10,11-epoxykarbamazepin [94]. Tato latka je téZ metabolitem, ktery vznikd béhem prvni faze
biotransformace karbamazepinu v lidském téle. Naslednym otevienim epoxidového kruhu
10,11-epoxykarbamazepinu  vznikd dalsi metabolit karbamazepinu, frans-10,11-
dihydroxykarbamazepin [28].

Byla provedena tada pokust o syntézu 10,11-epoxykarbamazepinu z karbamazepinu, a
to naptiklad ptisobenim kyseliny m-chlorperoxybenzoové ve vodé po dobu 2 hodin za
laboratorni teploty [105], kyseliny peroxyoctové, uhli¢itanu sodného a manganistanu

draselného v dichlormethanu a kyselin¢ octové pfi zahtivani k refluxu po dobu 1 hodiny [106]
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nebo prosttednictvim oxonu a hydrogenuhli¢itanu sodného ve smési acetonitril/voda po dobu
11 hodin za laboratorni teploty a naslednym ptisobenim sifi¢itanu sodné¢ho ve vod¢ po dobu 1
hodiny za laboratorni teploty [107]. V ramci experimentii mé diplomové prace se mi podafilo
ptfipravit  10,11-epoxykarbamazepin epoxidaci karbamazepinu prostiednictvim  m-
chlorperoxybenzoové kyseliny, jako rozpoustédlo byl vSak namisto vody pouzit chloroform.
Syntéza této latky se za pouziti oxonu ani kyseliny peroxyoctové nezdafila.

Produktem S$tépeni epoxidového kruhu 10,11-epoxykarbamazepinu je vicindlni diol
trans-10,11-dihydroxykarbamazepin [28]. Otevirani epoxidi Ize diky zna¢nému pnuti
tiiclenného kruhu provadét jiz za mirnych podminek jak kysele za pouziti anorganickych i
organickych kyselin, tak i bazicky — napiiklad prostfednictvim hydroxidd [93,95]. St&peni
10,11-epoxykarbamazepinu za vzniku 10,11-dihydroxykarbamazepinu bylo provadéno
n¢kolika riznymi zpisoby: prostiednictvim kyseliny chlorovodikové ve vodé po dobu 6 hodin
pii 40 °C, prostfednictvim kyseliny trifluoroctové ve vodé po dobu 1 hodiny pii 50 °C,
pomoci smési 10% vodného roztoku hydroxidu sodného a 100% ethanolu v poméru 2:1 po
dobu 6 hodin pii 40 °C, ve vodném prosttedi po dobu 5 hodin pii 90 °C. Ani jednim
z uvedenych zptsobt se vSak epoxidovy kruh 10,11-epoxykarbamazepinu oteviit nepodafilo.
Vlivem pfitomnosti dibenzazepinové struktury [27] je epoxidovy kruh 10,11-
epoxykarbamazepinu ziejmé natolik stabilni, Ze se za mirnych podminek pouhym ptisobenim
kyselin €i bazi nestépi. V piipad€ pouziti kyseliny chlorovodikové, kyseliny trifluoroctové a
hydroxidu sodné¢ho by tedy bylo v budoucnu vhodné provadét tuto reakci za vysSich teplot,
pfipadné modifikaci rozpoustédla.

V souvislosti s pouzitymi 1é¢ivy jako polutanty zivotniho prostiedi zatim nebylo
provedeno mnoho fytoremediacnich experimenti. Na katedfe organické a jaderné chemie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze v laboratofi Doc. Smrcka byly
kultivovany rostliny v pfitomnosti riznych 1é¢iv, mezi nimiz byl i ibuprofen a acetaminofen.
Laskavec (Amaranthus sp.) odraidy AMARANTUS ptijimal ibuprofen velmi ochotné, po 72
hodinach od pocatku experimentu byla v médiu pfitomna pouze 2 % z piivodniho mnozstvi
lé¢iva. V médiu je¢menu jarniho (Hordeum vulgare L.) odridy BOB nebyl ibuprofen po 96
hodinach od pocatku experimentu prakticky detekovatelny [44]. Koncentrace acetaminofenu
v médiu slunecnice odridy EXTRASOL linearn¢ klesala, avSak po 96 hodinach od pocatku
experimentu zbylo v médiu ptiblizn€ 40 % piivodniho mnoZstvi tohoto 1é¢iva [108].

Pii experimentech se slune¢nici BELEM a kukuftici G1 provadénych v hydroponickych
podminkach, které jsou popisovany v této praci, byla prokdzana dobra schopnost obou rostlin

odebirat zmédia polarni 1éCivé latky. Jednalo se piedev§im o ibuprofen obsahujici
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karboxylovou funkéni skupinu, ktera se podili na jeho dobré extrakci. Toto 1éCivo jiz po 48
hodinach od pocatku experimentu nebylo v médiu detekovatelné¢ (obrazek 5.2 (a)). Také
koncentrace acetaminofenu, ktery je amidem a zaroven obsahuje hydroxylovou skupinu
vazanou na aromatické jadro slouceniny, v médiu v prub¢hu celého experimentu linearné
klesala, pticemz kukufice G1 toto l1éCivo z média odebirala o trochu rychleji nez slunecnice
BELEM (obrazek 5.2 (b)).

Karbamazepin jakozto pomérné nepoldrni latka obsahujici ve své molekule
dibenzazepinovou strukturu [27] byl obéma rostlinami ukladdn do pletiv velmi neochotné
(obrazek 5.2 (c)). Koncentrace tohoto 1é¢iva v médiu slune¢nice BELEM po 96 hodinach od
pocatku experimentu klesla zhruba o 30 %. U kukufice G1 se koncentrace karbamazepinu
béhem celého experimentu klesla jen o 10 %. Tato skutecnost je v souladu s poznatky ohledné
vyskytu karbamazepinu v odpadnich vodach, které dokladaji Spatnou degradovatelnost tohoto
1é¢iva v prirod¢, a tim i jeho akumulaci v Zivotnim prostiedi [1,21,32].

10,11-epoxykarbamazepin vykazuje vlivem ptitomnosti epoxidového kruhu oproti své
mateiské molekule karbamazepinu vyssi polaritu, diky cemuz byl efektivné odebiran z média
kukutfici G1 (obrazek 5.2 (d)). Koncentrace tohoto metabolitu v médiu kukufice linedrné
klesala, a to dokonce rychleji nez u rostlin péstovanych v pfitomnosti acetaminofenu.
Slune¢nice BELEM naproti tomu 10,11-epoxykarbamazepin z média neodebirala témér
viubec. Rozdil v odebirani tohoto metabolitu zmédia je zajimavy zhlediska odliSného
mechanismu pfijmu cizorodych latek, popt. pfitomnosti odliSnych rostlinnych transportéra
v kukufici a slunecnici, které se tohoto procesu ucastni. Bohuzel vSak doposud neni zplisob
extrakce xenobiotik rostlinami zcela objasnén, téZ nejsou znamé mozné transportéry, které se
na odbéru téchto latek podileji [37].

Schopnost rostliny ukladat 1é€ivo do svych pletiv byla v této praci vyjadiena mnozstvim
1éciva v mg, které bylo rostlinou ulozeno béhem 96 hodin, vztazené na 1 g hmotnosti této
rostliny (obrazek 5.4). U kukufice G1 i slunecnice BELEM se tato hodnota pohybovala kolem
1 mg/g pro ibuprofen a 0,8 mg/g pro acetaminofen. Pro karbamazepin byla tato hodnota
ptiblizné 0,4 mg/g u slune¢nice a 0,2 mg/g u kukufice, coz dokldda neochotu odebirani tohoto
lé¢iva z média. Zatimco kukufice ukladd do svych pletiv 10,11-epoxykarbamazepin velmi
efektivné — 1,2 mg/g — tedy dokonce jest¢ lépe nez ibuprofen, slunecnice tento metabolit
uklada velmi malo, pouze 0,2 mg/g.

Pfitomnost xenobiotik v médiu slune¢nice BELEM a kukufice G1 neméla na jejich
hmotnost vyrazny vliv (obrazek 5.3). Rist kukufice byl vSemi testovanymi xenobiotiky

stimulovan, v ptipad¢ ibuprofenu doslo dokonce k 30% nardstu hmotnosti kukufice oproti

72



kontrolnim rostlindam. Hmotnost slunec¢nice nebyla vlivem pfitomnosti karbamazepinu a
10,11-epoxykarbamazepinu nijak vyrazné ovlivnéna. Zatimco vlivem piitomnosti ibuprofenu
v médiu doslo k téméf 30% narGstu hmotnosti slunecnice oproti kontrolnimu stanoveni,
pritomnost acetaminofenu v médiu vedla k 20% poklesu hmotnosti této rostliny.

V této praci byla vrostlindich kukufice G1 a slunecnice BELEM péstovanych
v pfitomnosti zminénych xenobiotik sledovana aktivita PEPC, NADP-ME a PPDK. Jedna se
o enzymy, které v C, rostlinach katalyzuji pfidatné metabolické drahy umozZiujici zvySeni
koncentrace CO, v chloroplastech bun€k pochev cévnich svazki, v nichz probihd Calvintiv
cyklus [62,63]. V poslednich letech bylo zjisténo, ze tyto enzymy hraji dilezitou roli i v Cs
rostlindch, a to ptfedevsim za stresovych podminek [61].

Je zitejmé, ze PEPC, NADP-ME a PPDK plni v listech kukufice jinou funkci nez
v kotenech kukufice a listech i kofenech slune¢nice. Pravé v kotfenech kukufice doslo vlivem
pfitomnosti xenobiotik v kultivaénim médiu k vyznamnému zvyseni aktivity NADP-ME a
PEPC v porovnani s kontrolnimi rostlinami (obrazek 5.5 a 5.6). Z toho vyplyva, ze byl
metabolismus bun¢k kofene ovlivnén jejich pfitomnosti. V tomto piipadé¢ hraje
pravdépodobné roli anaplerotické funkce PEPC — dopliiovani intermediath citratového cyklu a
jejich vyuziti pro dalsi syntetické pochody. Také vyznamné zvysend aktivita NADP-ME
v kotenech kukufice souvisi s vyssi produkci redukénich ekvivalentli nutnych pro rtzné
biosyntetické procesy. Tyto enzymy byly v listech kukufice ovlivnény mnohem mén¢, nebot’
aktivita NADP-ME byla vlivem pfitomnosti xenobiotik v médiu zvySena oproti kontrolnim
stanovenim jen mirng. Tato skuteCnost mize souviset s pfitomnosti fotosyntetickych
isoforem, které nejsou 1é¢ivy pfili§ ovlivnény a které se zde vyskytuji ve vyssi aktivité nez
nefotosyntetické isoformy NADP-ME. Opacné vysledky byly zjistény pro PEPC z listh
kukufice, v nichz byla aktivita tohoto enzymu v porovnéani s kontrolnimi rostlinami nizsi.
Z toho vyplyva, Ze pfitomnost pouzitych xenobiotik mlze negativné ovlivnit fotosyntézu
kukufice.

Zastupcem Cj rostlin byla v této studii slunecnice BELEM. ZvySeni aktivity NADP-ME
bylo patrné spiSe v nadzemnich ¢astech nez v kotfenech, zatimco zvySeni aktivity PEPC bylo
zjisténo pouze v listech slune¢nice péstované v pfitomnosti ibuprofenu a 10,11-
epoxykarbamazepinu (obrazek 5.5 a 5.6).

Peroxidasy se obecné v rostlinadch vyskytuji ve vysokych aktivitach a ve form¢ mnoha
isoenzymi. V této préaci byla métena aktivita rozpustnych 1 vazanych isoforem peroxidas za
pouziti 3,3'- diaminobenzidinu jako substratu. Téz bylo sledovano zastoupeni jednotlivych

isoforem peroxidas v rozpustné frakci pomoci elektroforézy v nedenaturujicim prostiedi
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(obrazek 5.12 a 5.13). ZvySena aktivita peroxidas v rostlinach péstovanych v pfitomnosti
pouzitych xenobiotik byla pro vazané isoformy nalezena zvlasté v rostlinach slune¢nice (jak
v listech, tak i1 v kotfenech, obrazek 5.9), méné¢ pak v rostlinach kukutice (pfedevsim v listech
rostlin péstovanych v pfitomnosti karbamazepinu, obrdzek 5.9). Podle ocekavani je
v kofenech a listech obou rostlin pfitomno mnoho isoforem peroxidas, které jsou navic v obou
rostlindch zastoupeny v odliSné mife (obrazek 5.12 a 5.13).

Ne vzdy se spektrofotometrické stanoveni aktivity NADP-ME a peroxidas rozpustné
frakce shodovalo s vysledky nativni elektroforézy. Nejvétsi rozpor byl pozorovan v piipade
extraktu z listi kukufice péstované v pritomnosti 10,11-epoxykarbamazepinu. Zatimco na
zéklad¢ spektrofotometrického stanoveni doSlo k poklesu aktivity tohoto enzymu oproti
kontrole o téméf 60 % (obrazek 5.5 (a)), prouzek extraktu z listd stejné rostliny byl na
elektroforeogramu nejsilnéjsi spolu s prouzkem extraktu z listd kukufice péstované v médiu s
karbamazepinem (obrazek 5.11 (a)). V tomto ptipadé¢ lze za vérohodnéjsi povazovat vysledek
detekce NADP-ME v gelu prosttednictvim nativni elektroforézy.

Na zéklad¢ vysSe uvedenych poznatka lze konstatovat, Ze jak slune¢nice BELEM, tak
kukufice G1 jsou vhodnymi rostlinnymi druhy pro fytoremediaci odpadnich vod zne€isténych
ibuprofenem, acetaminofenem, nebot’ jsou tato xenobiotika rostlinami dobie odebirana
z média a jejich rust a metabolismus neni ptfitomnosti téchto latek nijak dramaticky ovlivnén.
Pro fytoremediaci slozek hydrosféry znecisténych 10,11-epoxykarbamazepinem je vhodné;si
pouziti kukutice G1, ktera jej do svych pletiv uklada mnohem snaze neZ slune¢nice. Zadnou
z testovanych rostlin vSak nelze aplikovat pii fytoremediaci vod obsahujicich karbamazepin,
nebot’ je toto 1é¢ivo odebirano témito rostlinami velice neochotné.

Je zifejmée, Ze zpusob a mira ovlivnéni metabolismu rostlin pouzitymi xenobiotiky velmi
zavisi na na konkrétnim rostlinném druhu a zplsobu, jakym tato rostlina fixuje CO,. Pfi
testovani konkrétni rostliny jako mozného druhu pro fytoremediacni odstranéni 1éciv v

odpadnich vodach je proto zapotiebi provést podrobnéjsi analyzy.
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7 SOUHRN

1. Pro fytoremediacni pokusy byla uspé$né provedena syntéza 10,11-epoxykarbamazepinu
epoxidaci dvojné vazby karbamazepinu prostfednictvim kyseliny m-chlorperoxy-
benzoové, vytézek reakce Cinil 56 %. Otevieni epoxidového kruhu 10,11-
epoxykarbamazepinu za vzniku 10,11-dihydroxykarbamazepinu se zddnym z uvedenych

postupll provést nezdatilo.

2. Byl sledovan piijem léciv ibuprofenu, acetaminofenu, karbamazepinu a jeho metabolitu
10,11-epoxykarbamazepinu rostlinami slune¢nice BELEM a kukuiice G1. Hmotnost
rostlin péstovanych v pfitomnosti xenobiotik vykazovala pifevazné mirny nartist oproti
kontrolnimu stanoveni, a to ptredev$im u kukufice. Z média byl obéma rostlinami nejlépe
odebiran ibuprofen a dale acetaminofen. Zatimco kukufice odebirala 10,11-
epoxykarbamazepin z média snadno, slunecnice nikoli. Karbamazepin ob¢ rostliny

ukladaly do svych pletiv velmi neochotné¢.

3. 'V experimentalnich rostlinach byla métena aktivita enzymtit NADP-ME, PEPC a PPDK.
V kotenech kukufice byl ve srovnani s listy pozorovan velmi vyrazny nartst aktivity
NADP-ME a PEPC oproti kontrole. Nejvyrazngj$i nartist aktivity vSech tii enzymu byl

pozorovan prevazné v rostlindch péstovanych v pfitomnosti 10,11-epoxykarbamazepinu.

4. 'V experimentalnich rostlinach byla métfena aktivita rozpustnych a vazanych peroxidas,
téz bylo sledovano jejich isoenzymové slozeni. Aktivita vazanych isoforem peroxidas
byla oproti kontrole zvySena predevsim v rostlindch slunecnice a to jak v listech, tak i v

kofenech.
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Opravny listek

Diplomova préace: Interakce farmak s vyS$$imi rostlinami jako model fytoremedia¢nich
procest. Alice Chupikova 2012

Umisténi: strana 45, Tabulka 3: SloZeni roztoku komplexu zeleza

Chybny text:

Latka Koncentrace [mg/l] v médiu | Koncentrace v zasobnim roztoku [g/1]
Na,EDTA 37,3 3,73

FeSO,4 - 7TH,O 27,8 2,78

Spravny text:

Latka Koncentrace [mg/l] v médiu | Koncentrace v zasobnim roztoku [g/1]
Na,EDTA 18,7 3,73

FeSO,4 - 7TH,O 13,9 2,78




