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1. UVOD

Rostliny stale predstavuji zdroj molekul, které maji zajimavé farmakologické ucinky. Mezi né
patii isoflavony, sekundarni metabolity rostlin z ¢eledi Fabaceae, znamé pro svou schopnost
vazat Se na estrogenové receptory, a tim ovliviiovat nékteré procesy v lidském téle. V samotné
rostliné maji tyto latky fadu vlastnosti. Podileji se na zbarveni kvétd, ochrané organismu pfi
napadeni a na ovlivnéni ptdni mikroflory, ktera je dulezitou soucasti metabolismu dusiku u
bobovitych rostlin. Isoflavony podobné¢ jako dalsi flavonoidy jsou tvofeny na
endoplazmatickém retikulu a transportovany do vakuol, kde se ukladaji zasobni a toxické latky
nebo jsou exportovany z bunék ven. Jejich transport probiha pomoci riznych mechanismi,
které zajist'uji distribuci flavonoidi stejné jako dalSich primarnich i sekundarnich metabolitii a
latek rostling cizich. Vyzkum téchto mechanismi probiha na fadé druht, které slouzi jako
modelové organismy (Arabidopsis thaliana) a jsou mezi nimi rizné 1é¢ivé ¢i hospodaiské
(Catharanthus roseus, Zea mays, Vitis vinifera, Medicago trunculata, Glycine max) rostliny.
Tyto rostliny jsou ¢asto péstovany v riznych formach in vitro kultur, ze kterych jsou nasledné

ziskavany bunky a organely, na kterych je transport zkouman.



2. CIL PRACE

Cilem této disertatni prace bylo identifikovat mozny zplsob transportu sekundarnich
metaboliti pfes membrany in vitro kultur 1é¢ivych rostlin. Prace byla rozdélena do nékolika
etap a zaméfila se na transport latek pres plazmatickou membranu do media a na intracelularni
transport ptes vakuolarni membranu. Vzhledem k tomu, ze v mé diplomové praci byla feSena
problematika elicitace a produkce isoflavonti na suspenzni kultufe G. tinctoria, byla tato kultura
a piislusné sekundarni metabolity zvoleny jako modelovy systém pro vyzkum transportnich
mechanismu. Jako druha kultura byla zvolena T. pratense patiici do stejné celedi a také

obsahujici isoflavony. V ramci diserta¢ni prace byla pozornost soustfedéna na tyto dilé¢i body:

e Reserse transportnich mechanismi sekundarnich metabolitt.

e Odvozeni suspenznich kultur z kalust G. tinctoria a T. pratense.

e Elicita¢ni experimenty na vybranych suspenznich kulturach a nésledna identifikace
transportu pouzitim rtiznych inhibicnich latek na prenos isoflavonii do media.

e Izolace protoplastii a vakuol z vybranych suspenznich kultur a sledovani, jak latky

ovlivitujici mechanismus transportu piisobi na absorpci isoflavont do vakuol.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Rostlinné kultury in vitro

3.1.1. Historie?

Rostlinné kultury dnes slouzi jako vyznamny nastroj pii vyzkumu fyziologickych i
patologickych jevi. K prvnim prikopniktim se fadi francouzsky badatel Henri-Louis Duhumel
du Monceau, ktery v roce 1756 studoval reparacni mechanismy rostlin a tvorbu hojivého pletiva
— kalusu. 19. stoleti piineslo rozvoj pozorovaci techniky a bunécné biologie. Zafatkem
minulého stoleti Gottlieb Haberland polozil zaklady pro dalsi vyzkum tkanovych kultur véetné
vyznamu totipotence rostlinnych bun¢k a zivnych medii. V nésledujicich letech a desetiletich
byly postupné zvladnuty techniky kultivace tkdni a organ rGznych rostlin a zavedeno
pouzivani rastovych regulétori.

V roce 1962 Murashige a Skoog pfipravili medium obsahujici vybrané soli, jejichz koncentrace
byla n€kolikandsobné vyssi ve srovnani s diive pouzivanymi medii a pouzili SirSi spektrum
mikroprvkil, coz umoznilo odvozeni novych rostlinnych kultur.

Z hospodatsky vyznamnych technik byly popsany ty, které zlepSovaly nebo umoziovaly lepsi
rozmnozovani a rast rostlin. Dulezitym krokem byla infekce bakterii Agrobacterium

tumefaciens, ktera pisobi nadorové bujeni. Takto nové vzniklou tkan je mozné péstovat bez

auxinu; bakterie rodu Agrobacterium se také pouzivaji pro genetickou transformaci.

3.1.2. Typy tkanovych kultur

Kalusové kultury

Kalus mize byt definovan jako nediferencované pletivo, které je rostlinou tvofeno jako obranna
reakce na poranéni nebo napadeni patogenem. Kalusové kultury vSak mohou byt odvozeny i
Z jediné rostlinné buiky, kterd prosla diferenciaci, pfesto si zachovavaji totipotenci a maji tak
schopnost obnovit znovu cely organismus. Na této zarodecné hmoté se také mohou objevovat
zarodky pryti nebo kofend. Stim jak rostlina tvofi hojivé pletivo, méni se nékteré jeho
vlastnosti ve srovndni s ptivodnimi buiikkami, jak ve smyslu vymizeni tak objeveni novych

vlastnosti, v zavislosti na vn&jsich i vnitinich podnétech. 2
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Kalusové kultury mohou byt ziskany z explantatu — ¢asti rostlinné tkané, ktera byla za sterilnich
podminek odebrana z matetské rostliny a umisténa na medium s regulatory rustu, dale
vystavenim semene mediu s takovymi fytohormony jako (2,4-D), které vedou ke tvorb¢ kalusu

nebo p¥imym poranénim rostlin. 3

Suspenzni kultury

Suspenzni (bunécné) kultury jsou tvoreny volnymi bunikami nebo jejich shluky, které jsou
dispergovany v tekutém zivném mediu. Nejcastéji byvaji ziskavany z kalusu jeho pfemisténim
do tohoto tekutého media. Opatrné promichani vede k uvolnéni jak bunéénych shluka rizné
velikosti, tak jednotlivych bun&k. * Kromé tohoto zptisobu bylo popsano jejich uvolnéni ptimo

Z pletiva listl ponofenych do zivného media. °

V porovnani s kalusovymi kulturami péstovanymi na pevném podkladu dochazi u bunécnych
suspenzi k rychlejsimu rtstu, coz je vyhodnéjsi z hlediska rychlejsiho ziskavani novych bunék
ajejich vyuziti. Diky pfimému kontaktu vSech bunék s mediem jsou tak jejich vlastnosti snadno

ovlivnitelné zménou sloZeni media. *

Protoplastové kultury

Protoplastové kultury jsou kultury bunék, u kterych byla odstranéna bunécna sténa. Protoplasty
se dfive ziskavaly mechanicky, nafiznutim plazmolyzované tkané ©, dnes se izoluji pomoci
enzymil (cellulasy, pektinasy) nebo vyuzitim obou postupli. Zdrojem protoplastii jsou Casto
suspenzni a kalusové kultury nebo listovy mezofyl. 3 Protoplastové kultury nachéazeji vyuziti

napf. pti genetické transformaci. °

LHairy root* a ,.adventitious root* kultury

,Hairy root* kultury jsou dnes pouZzivané zejména pro tvorbu sekundarnich metaboliti, ktera je
vtomto typu kultury zvySena. Tvorba tkané je indukovana Agrobacterium rhizogenes a
vznikajici kofeny maji rychly rist, genetickou stabilitu a nevyzaduji pfitomnost ristovych
regulatorti. ” A. rhizogenes je ptidni G- bakterie obsahujici Ri (root inducing) plasmid, ktery je
schopen vélenit svou T-DNA do DNA rostliny. & ® Pouzitim ,,hairy root“byl ziskan napf.

shikonin z Lithospermum erythrorhizon nebo silymarin ze Silybum marianum. ’
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Pro produkci rtiznych pfirodnich latek se vyuzivaji i ,,adventitious root“. Na rozdil od ,,hairy

root“ rostou pomaleji a K jejich tvorbé z riznych tkani &i organii je potieba ristovy hormon. °

Vakuoly

Vakuoly netvoii kultury, ale jsou izolovany z protoplasti. V rostlinné bunce se podileji jednak
na udrzovani vodni bilance bunky a turgoru, na uskladnéni zasobnich a toxickych latek a

nékteré vakuoly maji podobnou funkci jako zivocisné lysozomy. *°

SloZeni obsahu vakuol je podminéno mnoha faktory. Zasobni vakuoly jsou urCeny piedevs§im
k shromazd’'ovani latek, které vznikaji ¢innosti metabolismu. Ve vakuoléch jsou tak pfitomny
nejen produkty primarniho metabolismu a zasobni latky, ukladaji se v nich i enzymy a
sekundarni metabolity typické pro pfislusny organismus a xenobiotika. Tento typ vakuol tak
brani buiiku pfed moznym nezddoucim tG¢inkem sekundarnich metabolitii a zaroven jsou tyto

latky chranény pied predasnou degradaci. 1!

3.1.3. Vyuziti kultur in vitro

In vitro kultury rostlin jsou dnes pouzivané v zeméd¢lstvi a v fadé¢ dalSich odvétvi (zahradnictvi,
lesnictvi, rostlinna biologie a biotechnologie). Se znalosti znamych i novych metodik
vyuzivajicich zejména genetické inzenyrstvi je mozné ziskat rostliny, které jsou odoIngjsi viici
nepfiznivym podminkam, maji lep$i vytéZnost pozadovanych latek a lepsi vlastnosti, jsou

prosté onemocnéni a pouzitelné pro genové transformace. ’

s

Rostliny obecné vytvaii fadu farmakologicky zajimavych sekundarnich metabolitti a jsou proto
vyuzivany pro tvorbu téchto latek, které nelze jednoduse piipravit synteticky. S ohledem na
zvétSujici se populaci stoupaji i naroky na vyuziti zemédé€lské pidy potravinaiskymi,
pramyslovymi i lé¢ivymi rostlinami. Pouzitim in vitro technik zahrnujicich rizné typy kultur
1é¢ivych rostlin, ve spolupraci s dal§imi obory, by bylo mozné ziskat nové zdroje pro ziskavani
vyznamnych latek v dostatecném mnoZstvi. V minulosti jiz byla pfipravena fada tkanovych a
suspenznich kultur produkujicich rizné skupiny sekundarnich metaboliti, které nalézaji vyuziti

nejen v medicing, ale také v potravinaistvi pro upravu organoleptickych vlastnosti. °

Pfi nastaveni spravnych podminek doSlo u fady kultur ke zvySeni koncentrace nékterych

metabolitti. Na druhou stranu u in vitro kultivace dochazi i k poklesu produkce pozadovanych
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latek zptsobenych vnitfnimi zménami, které vedou k mensimu vytézku a zpomalenému ristu.
Postupy vytvorené k prekonani snizené biosyntézy umoziuji ziskat bunééné linie, které maji
idealni rastové a produkéni vlastnosti. Pouzivaji se elicitory K navyseni tvorby latek nebo k
usnadnéni uvoliiovani a ziskavani metaboliti k odblokovani negativni zpétné vazby. Také
tprava kultivaénich podminek a sloZeni media miiZe pfispét ke zméné obsahu latek. 8 Obsah
vyslednych metabolitd mize byt navySen také pfidanim jejich prekurzori a enzymovy systém
in vitro kultur mize byt vyuzit i k biotransformaci dalSich latek na nékteré pozadované
slougeniny. 2 K vyssi tvorbé sekundarnich metaboliti také dochazi spise u kultur s vétsi
organizovanosti tkané. Z toho divodu se zaméfila pozornost i na kultury ,hairy*“ nebo

,,adventitious roots®.

3.1.4. SloZeni nutriénich medii

Hlavnim pfedpokladem pro kultivaci rostlin v prostiedi in vitro je zajisténi podminek, za
kterych bude kultura schopna ristu a bude vykazovat pozadované vlastnosti. V soucasnosti je
pouzivana fada medii, které mohou byt obménovany pro jednotlivé druhy rostlin ipravou
koncentrace nebo zménou urcitého rustového faktoru nebo nékterého vitaminu. Mezi tato media

patii predevsim MS (Murashige/ Skoog) 3, SH (Schenk/Hildebrandt) ¥4, Gamborg B5 ° a dalsi.

Nutriéni media obsahuji urcitou koncentraci makroelementt, které jsou soucasti primarnich
metaboliti tvoficich zakladni bunééné struktury nebo se podileji na bunétné signalizaci a
pfenosu energie. 1® Mikroelementy jsou pak pievazné kofaktory enzymd, které se ticastni
oxidoredukénich a metabolickych reakei. 1’ Tyto latky jsou vazany ve formé anorganickych
soli. Kromé nich jsou v mediich zastoupeny i organické slozky jako vitaminy nebo myo-
inositol, stimulujici rast u vétsiny rostlin, a sacharidy jako zdroj energie a uhliku. Do medii jsou
ptidavany i nékteré L-aminokyseliny pro lepsi rist, zejména suspenznich a protoplastovych

kultur, 1819

Podstatnou soucasti nutricnich medii jsou riistové hormony, které se li§i svym vlivem na riist a
vyvoj rostlin. Mezi hormony s pievazné pozitivnim vlivem na rlst se fadi predev§im auxin
(B-indolyloctova kyselina), cytokininy (kinetin) a gibereliny, mezi inhibi¢ni patii kyselina
abcisova (ABA) nebo ethylen. Jednotlivé skupiny hormonti se mohou li§it mistem a rozsahem
ucinku, ktery je zavisly na pouzité koncentraci. Od téchto hormonti byla odvozena fada dalSich

latek, které se pouzivaji jako ristové regulatory v nutricnich mediich (2,4-dichlorfenoxyoctova
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kyselina, 6-benzylaminopurin). & 1% 20 Pomér a koncentrace latek pak miize ptiznivé pusobit

na tvorbu organizované tkané nebo kalusu.

Samotné in vitro kultury mohou byt péstovany na pevnych nosicich ¢asteéné ponoienych do
zivného media nebo jako bunééné suspenze piimo v tekutém mediu. Déle se pouziva agar, ktery

vytvati v zavislosti na pouZité koncentraci tuhy az polotuhy gel. 18 1°

Krom¢ slozeni medii, ptisobi na kultury i dalsi faktory jako jsou svételné podminky, které
mohou ovlivnit rast a produkci kultur v zévislosti na vinové délce a intenzité svétla, dob¢ jeho
plsobeni a typu kultury. 2! Nékteré rostlinné kultury vyzaduji péstovani za ochrany pied
svétlem, napf. bunééna suspenze Beta vulgaris. 22 Kultivaéni mistnosti byvaji upraveny tak, aby
bylo mozné uchovavat kultury pfi stabilni teploté vétsinou kolem 25 °C. 2V zavislosti na
rostliné a zplsobu jeji kultivace muze zména teploty podpofit rast kultury a tvorbu
sekundarnich metabolitii. 2* Pro zachovani rozpustnosti soli a udrzeni optimalniho prostiedi pro
rist bunék je zapotfebi udrzeni vhodného pH Zivného media. * Hodnota pH byva v zavislosti na

kultufe nastavena na 5,5 aZ 6,0, ale miiZze se ménit béhem autoklavovani. 1°

In vitro kultury, které jsou péstovany v baiikach ptimo v tekutém mediu, byvaji umistovany na
rollery nebo shakery zajiStujici jejich permanentni pohyb. U suspenznich kultur se tak zamezi
jejich sedimentaci a cirkulace podporuje homogenitu suspenze. Medium samotné je potom
pohybem provzdusinovano a také dochazi k rovnomérnéj§imu rozdéleni nejen zivin, ale i

produkti pochazejicich z kultur. *

3.2. Elicitace a stres u rostlin

3.2.1. Reakce na stres

In vitro rostlinné kultury jsou schopny produkovat metabolity s riznymi vlastnostmi, ale
mnozstvi ziskanych latek byva mensi nez u rostlin rostoucich in vivo. Rada sekundarnich latek
je tvofena k ochrané rostlin pied stresem, v minulosti tak byly vyzkouseny postupy simulujici
nepiiznivé podminky. U nekterych kultur doslo ke zvySeni biosyntézy, nicméné tato produkce
je zfidkakdy pouzitelna v praktickém meéftitku. Vyjimku pfedstavuje v soucasnosti diterpen
taxol z bunéénych kultur rodu Taxus a shikonin z kultur L. erythrorthizon. Pomoci studia
vnéjsich podminek a procesii podilejicich se na syntéze sekundarnich metabolitl se daji ziskat

informace, které mohou vysvétlit piislusné mechanismy na riiznych systémovych tirovnich. 2°
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Prvni reakci na stres abiotického (vliv prostfedi) nebo biotického (vliv organismu a jejich
produkti) ptivodu, je vyvolani signalu, ktery ptipravi rostlinu na zménu metabolismu. Pokud je
pusobici vliv v ramci tolerance, dochéazi K utuzeni odolnosti, nicméné pii piekroceni limitu
bude rostlina posSkozena. I trvalé zmény lze postupné opravit, pokud nedoslo k takovému
naruseni, ze je vyhodnéj$i se zbavit poSkozenych organi. Pti dlouhodobém plisobeni
extrémnich vlivll pak vétSinou dochéazi k zéniku organismu. U viceletych rostlin tak existuji
mechanismy, které umoznuji prezit opakujici se stres v ramci stfidani rocnich obdobi. Na
rostlinu maze pusobit vice stresovych podminek najednou, coz vyzaduje aktivaci i vice

obrannych mechanismil, které vytvaii komplexni ochranu. 2

3.2.2 Abioticky stres

Fyzikélnim faktorem, ktery mize zpisobit abioticky stres, je napf. teplota, kdy rlst a vyvoj
rostlin probiha v ur¢itém optimalnim intervalu. Mimo toto rozmezi dochazi k poruse funkce
bunécnych membran a bilkovin. Rostlina se mize v zavislosti na nizké ¢i vysoké teploté branit
tvorbou ,,cold” nebo ,heat-induced” proteinti, pravou lipidového metabolismu a slozeni

membran a dal§imi mechanismy. 2’

Mezi dal§i vyznamné zdroje poskozeni patii zafeni. Rostliny jsou denné vystaveny zéieni o
rizné vinové délce; nékteré slozky slune¢niho zareni jsou nezbytné pro fotosyntetickou
aktivitu, jiné jako y-radiace o vysoké energii v zavislosti na davce mohou zpusobit rizné
poskozeni az smrt. U Centella asiatica doslo k utlumu tvorby biomasy po ozateni y-zafenim
déavkou LDsp. Na druhou stranu doSlo k nértstu obsahu flavonoidii a malondialdehydu jako
indikatoru vznikajicich volnych radikala 28, zatimco tvorba nékterych anthocyaninti v Malva

sylvestris byla indukovana UV-B zafenim. 2

Castym abiotickym stresem byva i porucha osmotické rovnovahy vlivem sucha, zasoleni pidy
nebo teplot pod bodem mrazu. 3 Nepiiznivé podminky aktivuji pfislusné signdlni drahy
zahrnujici ABA a syntézu proteintl, které maji za kol chranit buniku pted dalSim poskozenim.
Nerovnovaha v osmotickém tlaku a turgoru je nejprve stabilizovana diky ¢innosti iontovych

kanél a nasledné pomoci metaboliti s osmotickymi vlastnostmi. %

Fyziologicky stav rostlin je také ovlivnén slozenim pudy; fada mikroprvkt (Fe, Mn, Cu, Zn)
mize mit v nadmérném mnozstvi negativni dopad na rust organismu. Mezi prvky, které mohou

vyvolat stres, patii i Cd, Pb, Ni nebo Al. Jejich vstiebavani se pravdépodobné déje pomoci
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transportnich systémil pro jiné ionty a rostlinny organismus je nerozlisi. 2" 3! Tyto prvky mohou
narusit ¢innost enzymdu, coz se projevi napf. zakrslym riistem kotend, ve kterych se hromadi.

Z kotenového systému mohou pak byt transportovany do zbytku rostliny. 27

Rostliny mohou vytvaret na svoji ochranu organické latky, které na sebe vazi kovy a/nebo je
vylucuji zpét do ptidy pomoci pump. U adaptovanych rostlin dochazi napt. ke zvysené produkci
a sekreci riznych organickych kyselin aniontovymi kanaly do pady, kde pevné vazi AI**. V
Melastoma malabathricum nebo listech Fagopyrum AIP* tvoii komplexy s kyselinami uvnitf
jejich bunék. 3! Koncentrovani téZkych kovii miize probihat i u dal$ich druhd a jejich piesun
zajist'uji ruzné chelatacni latky, napt. metallothioneiny a fytochelatiny. Tyto peptidy obsahuji
rizny pocet molekul cysteinu, jehoz sirna skupina mize poutat fadu tézkych kovi.
Metallothioneiny také funguji jako chaperony, staraji Se o spravné sloZeni enzymu a umisténi
prvku v enzymu. Fytochelatiny vznikaji v cytosolu jako reakce na vyskyt iontl uvniti bunky a

transportuji je do vakuol, kde jsou vazany kyselinami. 273

3.2.3. Bioticky stres %’

Bioticky stres v ramci alelopatie vznika jako dusledek interakce rostliny s jinym druhem nebo
jeho produktem. Mezi blizko rostoucimi rostlinami mtze dochazet ke kompetici 0 zdroje vody,
zivin a svétla. Pisobeni sekunddrnich metabolitd mezi rostlinami zavisi na mnozstvi ucinné
latky a jejim rozptyleni do okoli rostliny. Jednou z latek, ktera negativné ovliviiovala rist

dalich druhd, byl juglon uvoliovany mikrobialnim $t€penim z listt Juglans regia.

Rostliny jsou také napadany fadou patogent, a proto vyvinuly fadu mechanismt zastavujicich
Siteni infekce. Tyto mechanismy se aktivuji produkty pochazejicimi piimo z patogent
(oligomery chitinu, glykoproteiny hub) nebo latkami uvoliiovanymi z poskozenych rostlinnych
stén (oligogalakturonany). Tyto latky pies receptor spousti signalni kaskéddu vedouci k syntéze
specifickych latek nebo k tvorbé ROS (superoxid) a dalSich latek dulezitych v bunécné

signalizaci (kyselina jasmonova).

V ramci obranné reakce se mohou vytvaret ,,pathogenesis-related proteins* a Siroké spektrum
jednodussich latek zrtznych skupin, jejichz koncentrace mize byt konstitutivni, ale
pfitomnosti patogenu se zvysuje. Tyto latky (alkaloidy, terpeny, flavonoidy) tak tvoii skupinu

fytoncidl (inhibitinil). Vyznamnou skupinou sekundarnich metabolitd jsou fytoalexiny, které
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vznikaji az béhem infekce. Popsané jsou zejména isoflavony z Celedi Fabaceae, diterpeny

(Poaceae), furanokumariny (Apiaceae) nebo stilbeny (Vitaceae).

3.2.4. Elicitace

Elicitor se da definovat jako latka nebo jev rtzné povahy, ktery je schopen vyvolat
fyziologickou odpovéd’ u konkrétniho organismu. U rostlin to mtze byt fada sloucenin, které
jsou produkty nejen patogent, ale i latky rostlinou p¥imo vytvafené v misté napadeni. 32 Jako
reakci na tyto slou¢eniny mize rostlina produkovat vy$e zminéné fytoalexiny, které se ucastni
obrany proti nékterym nakazam. Pfed zahajenim pfislusnych mechanismia musi dojit k interakci
mezi elicitorem a jeho piisluSnym receptorem, ktery se nachazi na plasmatické membrané nebo
uvnitt buiky. Zména konformace receptoru nebo indukce receptorovych kinas poté pies
efektory spusti ptislusnou signalni kaskéadu, kterd vede az k vlastnimu zahéjeni obranné reakce

produkei ptislusnych molekul. 2°

Kontakt mezi elicitorem (signalem) a receptorem je zasadnim bodem mechanismu bunécné
odpovédi a byla provedena fada analyz k objasnéni struktury obou aktérii. Pro elicitory hub
byla nalezena analoga, ktera maji stejny ti€inek a zahrnuji rizné sacharidové struktury (chitin),
peptidy a proteiny, latky zalozené na struktufe lipidd, vcetné fragmentd téchto latek. Tyto
elicitory (chitin, chitosan, B-glukan) se uplatituji u vice druhl rostlin a mize tak pro né

teoreticky existovat obecny receptor. %

Efektort vazanych na receptory existuje vice typu a zahrnuji rizné iontové kanaly, G-proteiny
a proteinkinasy. Ty spousti signalizaci pomoci tzv. druhych posli, kteti dale §ifi signalni
kaskadu. Aktivaci receptort dochazi k reverzibilni fosforylaci nebo defosforylaci proteinii na
membrané a v cytoplasmé, K vzestupu cytosolického Ca?", k depolarizaci membrany a pesunu
dalsich iontl pfes membranu vedouci ke snizeni pH uvniti bunky, aktivaci mitogenem
aktivovanych protein kinas (MAPK), NADPHoxidasy s naslednou tvorbou reaktivnich forem
kysliku (ROS), k expresi geni rané obrany, tvorbé ethylenu a jasmonové kyseliny (JA),
k expresi genti pozdni obrany a biosyntéze sekundarnich metabolit. Jednotlivé drahy mohou

probihat vedle sebe nebo se kiizit a vést k riiznym odpovédim. 2°

Samotna elicitace a produkce sekundarnich metabolitli je ovlivnéna fadou rtiznych faktort,
jednak charakterem pouzitého elicitoru, jeho koncentraci/intenzitou a dobou pisobeni. Vliv

poté samozfejmé ma i samotna rostlinna kultura a jeji stafi. >
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3.2.5. Vanad a slouceniny vanadu

Toxicita vanadu a jeho slou¢enin spo¢iva v negativnim ovlivnéni riznych enzymua (ATPas,
proteinkinas, ribonukleas a fosfatas). Zasahuji také do Cinnosti enzymi, které ovliviuji
genetickou informaci a mohou zpiisobit jeji poskozeni a tvorbu mutaci. Nicméné inhibice
protein-fosfotyrosinové fosfatasy (PTP) diky podobnosti orthovanadatu s orthofosfatem muize
mit pozitivni vliv na cukerny metabolismus a sniZzeni inzulinové rezistence u clovéka. Negativni
vliv vanadu a jeho derivati na bunéény cyklus a genetickou informaci byl také vyzkousen na
liniich rakovinnych bunék. Tato aktivita byla ale zavisla na druhu pouzitych bunék, typu

sloudeniny a jeji koncentrace. 3*

Pozornost na ptitomnost vanadu v Zivych organismech se soustiedila poté, co byl objeven
v nékterych motskych druzich, které ho vyuzivaji jako soucdst svych enzymi. Jedna se o
vanadové nitrogenasy a na vanadu zavislé haloperoxidasy (V-HPO). Prvni se nachazeji
Vv bakteriich, které véazi dusik a méni ho na amoniak. Tyto enzymy se nachazeji u
mikroorganismt vyskytujicich se v prostfedi chudém na molybden. V-HPO byly nalezeny
Vv SirSim spektru organismi, jako fasy a houby. Halogenované organické slouceniny (terpeny,
indoly, fenoly) jsou pak z vétsSiny produkovany moiskymi organismy, jako jsou fasy z Celedi
Rhodophyceae a vyznamnou roli hraje ptedev$im na vanadu zavisla bromoperoxidasa, ktera se

naléza i u nékterych ligejnika. 3

V pidé se jeho mnozstvi pohybuje kolem 150 pg/g, ale v mistech t€zby vanadu jsou tyto
hodnoty zvySeny. Pfitomnost vanadu se negativné projevila v celkovém vzristu rostlin pfi
porovnani s druhy, které rostly ve vzdalenéjSich oblastech od mista tézby, kde byla rovnéz
nalezena niz§i koncentrace tohoto prvku. 3 Vyssi koncentrace v kofenech ve srovnani s dalsimi
organy byly naméfeny u hydroponickych kultur Brassica campestris ssp. chinensis var.
parachinensis a Solanum lycopersicum. U téchto rostlin m¢l vanad ve vysSich koncentracich

negativni vliv na celkovy stav rostliny. ¥’

Riizné slou€eniny vanadu byly jiZ testovany jako elicitory na riznych kulturach ke zvySeni
produkce nékterych alkaloidl, saponint a ovlivnily také fenylalaninlyasu podilejici se na

syntéze flavonoidd. 38 3% 40
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3.3. Trifolium pratense L. — Jetel lu¢ni
3.3.1. Zakladni charakteristika %!

Trifolium pratense (Pfiloha 1.;s. 1) z ¢eledi Fabaceae dortsta vysky od 20 do 50 cm a na jeho
lodyze se nachazeji typické tapikaté, trojcetné listy. Drobné kvéty tvoii hlavku a skladaji se
Z bélozeleného nebo nacervenalého kalichu. Korunni listky maji svétle karminovou, masové
razovou barvu (vyskytuji se i svétlej$i nebo bilé varianty), které tvofi typickou motylovitou
korunu. T. pratense se vyskytuje pfedevsim v Evropé, Severni Africe a Asii na loukach a

pastvinach, ale je mozné tuto rostlinu nalézt i v Severni a Jizni Americe a na dalSich mistech.

3.3.2. Obsahové latky

T. pratense obsahuje kromé typickych isoflavont i dalsi typy sekundarnich metabolitt.
Analyzou 57 druhd T. pratense pomoci UPLC (Ultra-Performance Liquid Chromatography)
byl zjistén obsah fenolickych kyselin, klovamidu, flavonoidi a isoflavonti. *? Nejvyssi
koncentrace celkovych isoflavonti byly naméteny v listech, stonku a kofenech v porovnani
s kvétem. Obsah sekundarnich metaboliti byl zavisly na lokalit¢ sbéru a v testovanych
organech byly zastoupeny jednotlivé isoflavony v rtizné koncentraci. U nékterych rostlin
stanovované isoflavony nebyly pfitomny. ¢ Kromé isoflavont jako je genistein, daidzein a
jejich methylderivatt, se v T. pratense nachdzeji 1 dalsi typy (irilin, orobol, texasin). Tyto
aglykony se vyskytuji i ve formé glykosidu, ktery mize byt v rizné mitre acylovan kyselinou
octovou nebo jable¢nou. ** Z flavonoidi byl ve vodnych extraktech identifikovan kempferol,
apigenin, luteolin, zatimco jejich glukosidy spoleéné s kvercetinem-3-glukosidem byly
nalezeny v ethylacetatovém extraktu. *° V kvétech extrahovanych ethanolem byl jako hlavni
flavonoid nalezen flavon luteolin a v nizsi koncentraci také flavonoly kempferol a myricetin. 4

Kvéty také obsahovaly procyanidinové polymery. 4’

T. pratense muze obsahovat i kyanogenni glykosidy. V rodu Trifolium jsou pfitomny linimarin
a lotaustralin; pii analyze rostlin z rznych oblasti byly nalezeny rostliny s pouze jednim nebo
zadnym kyanogennim glykosidem. Pfi srovnani s T. repens (jetel plazivy) se u vzorkl jetele
luéniho vyskytovaly kyanogenni glykosidy méné Gasto a i jejich koncentrace byly nizsi. 4
V standardizovaném extraktu ziskaném z T. pratense a zkouSeném v druhé klinické fazi byla
také zjiSténa pfitomnost nékterych kumarint, jako dafnoretin, fraxidin, kumestrol, skopoletin a

xanthotoxol. 4°
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V kotenech byly identifikovany latky, které jsou soucasti jetelové silice a plsobily jako
atraktanty (methylbenzoat, E-2-hexenal) nebo odpudivé (limonen) na Hylastinus obscurus
Marsham (Iykohub jetelovy) napadajici koteny. *® Kromé téchto tfi latek byli v kofenovém
extraktu popsani dalsi zastupci silic, kteti na chovani H. obscurus neméli vliv jako benzaldehyd,
acetofenon, dekanal, o-pinen a daldi. ' Slozeni silice v zelenych &astech rostliny bylo
studovano s ohledem na vyuziti T. pratense jako krmiva. V Cerstvé a suSené rostlin¢ byly
nejvice zastoupeny terpeny, alkoholy a ketony, zatimco v silazi se nachézely pfevazné estery a
nékteré mastné kyseliny. Z konkrétnich zastupct byly v ¢erstvém T. pratense popsany latky
jako 3-methyl-1-butanol, B-farnesen, (z)-B-karyofyllen a fada dalsich. 2

U T. pratense byly v kofenech popsany také triterpenické saponiny. 3 V semenech jetele
luéniho a dalSich poddruhtt byly vrizné mife zastoupeny piedev§im soyasaponin I,

astragalosid VII a dalsi dva glykosidy. >

3.3.3. Pouziti

Rod Trifolium s vice jak 300 druhy patii mezi vyznamné uzitkové rostliny jak z pohledu
hospodaiského, tak medicinského. Riizné druhy byly pouzivany pfi 1éceni internich a koznich
chorob jako soucast tradicni mediciny v Evropé, na Blizkém Vychodé, v Indii i Severni
Americe. Rostlinné pfipravky se aplikovaly vnitin¢ proti kasli, bolesti, zacpé a lokalné na kizi

pfi ekzému a psoriaze. >

T. pratense a jeho extrakty jsou diky obsahu isoflavonil dnes pouzivany pfti potizich spojenych
S menopauzou. Meta-analyza, kterd se zabyvala UCinkem extraktl proti navaliim horka,
ukézala, Ze u zkoumané skupiny doslo ke snizeni vyskytu tohoto pifiznaku. Studie bohuzel
nepfinesla piimou odpovéd’ na klinickou vyuZitelnost nebo na vyskyt potencionélnich
nezadoucich ucinkid p¥i dlouhodobém podavani. *® U extraktu z jetele luéniho byla rovnéz
testovana afinita k opioidnim receptorim p a o. Extrakt, ktery obsahoval 30 % isoflavont,
vykazoval aktivitu k obéma receptorim, coz by mohlo vysvétlovat nékteré pozitivni Géinky

proti ptiznakim spojenych s menopauzou (ovlivnéni teploty, nalad). °’

Pouziti a u¢innost extraktu MF11RCE z T. pratense jako dal$i moznosti ke klasické hormonalni
terapii bylo cilem randomizované, dvojité zaslepené studie s podavanim placeba u

postmenopauzalnich zen z Ekvadoru. Vysledek studie ukazal, ze pfipravek s obsahem
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isoflavonti zlepsil stav posSevni sliznice a oproti kontrole se snizil 1 pocet zen, které trpcly

n&kterymi piiznaky jako dyspareunii. °

Brandli a kol., ktefi se zabyvali problematikou vyuziti T. pratense pti 1¢cb¢ benigni hyperplazie
prostaty zjistili, Ze jak Cisté latky, tak i isoflavony ziskané z ptipravku s jetelovym extraktem
tlumily indukovanou kontraktilitu svaloviny potkani prostaty. Genistein, formonetin
a biochanin A byly nejucinnéj$imi latkami, bohuzel pasobily az v koncentracich, které by
nemusely byt v klinickém pouZiti bezpe¢né. *° V dalsich experimentech byla popsana i inhibice
angiogeneze ®° a antiflogisticky u¢inek ®* jetelového extraktu a v ném obsaZenych isoflavoni

na ruzné modelové tkané a zvitata.

3.4. Genista tinctoria L.— Kruéinka barvirska

3.4.1. Zakladni charakteristika

Rod Genista, ktery také patii do ¢eledi Fabaceae zahrnuje okolo 87 druhi rostlin. G. tinctoria
(Ptiloha 2.; s. 1) je ket az polokef dosahujici vysky do jednoho metru, se zluté¢ zbarvenym
kvétenstvim. Roste na svétlych prostranstvich na uzemi Evropy a v n¢kterych ¢astech Ruska a
Stiedni Asie. %2 VV Ceské republice je ji mozné nalézt v nizinch a v nékterych nize polozenych

oblastech hor. 63
3.4.2. Obsahové latky

V G. tinctoria se nachazi fada sekundarnich metabolitti, zejména latky ze skupiny polyfenold.
Z jednoduchych fenolovych sloucenin obsahuje kyselinu kavovou, chlorogenovou, ferulovou
luteolin, glykosidy kvercetinu)  a isoflavony (genistein, daidzein a jejich 7-O-glukosidy,
formonetin). ® P¥i srovnani obsahu jednotlivych isoflavoni mezi riiznymi druhy byl zjistén
vyS$$i obsah glukosidu genistinu, daidzinu a jejich aglykond v G. tinctoria oproti G. sagittalis

(k. kiidlatd), ktera obsahovala methylderivaty ononin a formonetin. ®

G. tinctoria obsahuje také chinolizidonové alkaloidy jako cytisin (0,7 — 0,8 %) 2, baptifolin,
lupanin, anagyrin " a také spartein ®8. Obsah alkaloidi se miize ménit v priibéhu roku a byt

zavisly na lokalité sbéru.

G. tinctoria muze byt péstovana i v podminkach in vitro, kde dochazi k ur¢itym zménam

sekundarniho metabolismu. V kalusovych a suspenznich kulturach dochézelo k poklesu obsahu
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chinolizidinovych alkaloidi ve srovnani S volné rostoucimi rostlinami, mezi pfitomnymi
alkaloidy dominoval lupanin. ®° Naopak u kalusovych kultur byl zaznamenan nartist estrogenné
pusobicich isoflavondi oproti normalné péstovanym druhim. ° U rodu Genista byly rovnéz

popsany latky typu triterpenickych saponini (G. ulicina) * a silic (G. tinctoria). "2

3.4.3. Pouziti

Z historického hlediska se G. tinctoria pouzivala v barvifském pramyslu a také v tradi¢ni
medicin€. K barveni latek (platna a viny) byly vyuzivany kvéty s typickou zlutou barvou, kterou

davaji obsazené flavony jako luteolin a apigenin, isoflavon genistein a jejich glykosidy.

V Italii byla pouzivana v lidovém lé¢itelstvi ' jako diuretikum a laxativum, ale i jako emetikum
ve formé nalevu ze semen, zatimco v Bulharsku z nadzemni ¢asti rostliny. " Kru¢inka barviiska
se uvadi jako 1é¢iva rostlina i v oblasti zapadniho Stifedomoii a Turecka, kde se pouziva nalev

z kvéth k procisténi organismu.

V soucasné dob¢ byl studovan napi. vliv methanolovych extrakti z G. tinctoria a G. sessifolia
na ochranu plasmidové DNA pied UV zifenim a ROS. ”" Genistein obsazeny v rodu Genista
mize hrat roli pii 16¢bé diabetu ’® a dal§i druhy byly testovany napf. pro ulceroprotektivni

aktivitu (G. rumelica). "

G. tinctoria se v Ceské republice nachazi na seznamu rostlin zakézanych pfi vyrobé& potravin
80, ale existuji piipravky ve formé susené nati, které jsou uréeny pro nikotinovou odvykaci kiiru.

81, 82

Cytisin diky urcité podobnosti s nikotinem pusobi jako ¢aste¢ny agonista na nikotinovych

receptorech a tlumi abstinen¢ni pfiznaky. Bylo provedeno i n¢kolik studii, z nichz vyplynulo,

7e mize zlepsit proces odvykani, pfiéemz jeho analog dosahoval lepsich ucink. 8384

3.5. Flavonoidy

3.5.1. Zakladni charakteristika

Flavonoidy jsou jednou z nejrozsitenéjsich skupin sekundarnich metabolitl s vice nez 6500

popsanymi latkami %

a fadi se mezi polyfenolové slouceniny. Jejich struktura vychazi
zZ nejjednodussiho flavanového skeletu (Ptiloha 3.; s. 1; 2-fenylchroman, 2-fenylbenzopyran),
ktery je tvofen pyranovym kruhem C a dvéma fenolickymi kruhy A a B liSicimi se

biosyntetickym ptivodem. Na tomto skeletu mize dochazet k riiznym strukturnim, substitu¢nim
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a oxidoreduk&nim obménam, z ¢ehoZ vyplyva velky poéet odvozenych latek. & Podle polohy
fenylu na kruhu C jsou rozliSovany isoflavany (3-fenylchroman) a neoflavany (4-
fenylchroman). Dalsi podskupinou jsou prekurzory flavanonii chalkony, které maji otevieny
kruh C  a aurony. V ramci kazdé podskupiny mohou byt jednotlivé flavonoidy na riiznych

mistech dale obménovany hydroxylaci, methoxylaci, glykosidaci a acylaci glykosidu.

Glykosidace patifi mezi mechanismy, které slouzi ke zvySeni rozpustnosti flavonoidniho
aglykonu a chrani rostlinnou buiniku pifed moznymi nezadoucimi ucCinky téchto latek. U
flavonoidd jsou nejcastéji piitomné O-glykosidy s nékterymi monosacharidy, jako je glukosa,
galaktosa, rhamnosa, arabinosa nebo xylosa vazané B-glykosidickou vazbou. Mezi disacharidy
se fadi napf. rutinosa (6-O-a-L-rhamnosyl-D-glukosa) nebo neohesperidosa (6-O-a-L-

rhamnosyl-D-glukosa).

Flavonoidy mohou byt v zavislosti na pfitomnosti asymetrického uhliku opticky aktivni.
S ohledem na strukturu se tak jedna pfedevSim o ty podskupiny flavonoidl, které nemaji
dvojnou vazbu mezi C-2 a C-3. Nicméné¢ neaktivni aglykony mohou ziskat optickou aktivitu
glykosidaci, kdy je pfipojen na jejich molekulu sacharid a vétsina flavonoidnich glykosidt pak

sta¢i rovinu polarizovaného svétla doleva. &

3.5.2. Biosyntéza flavonoidi a isoflavont

Biosyntéza flavonoidil je v souCasnosti relativné dobie prostudovéna. Biosyntézy se ucastni
fada enzymdu, které spadaji pfevazné do tii skupin: P450 hem-dependentni monooxygenasy,
NADPH dependentni reduktasy a 2-oxoglutarat dependentni dioxygenasy (20GD). Na syntéze

se podileji i transferasy a dal$i enzymy s riznou aktivitou.

Samotna biosyntéza (Ptiloha 4; s. 2) vychazi ze dvou latek, které vznikaji z primarniho
metabolismu. Prvni latkou je fenylalanin (I), ktery pochdzi z metabolické drahy kyseliny
Sikimové (produkt biosyntetické reakce fosfoenolpyruvatu a erythrosy-4-fosfatu). Druhou
nezbytnou latkou je malonyl-CoA (V), ktery je produktem acetatového metabolismu.

Z fenylalaninu je enzymem fenylalanin amonium lyasou (PAL) od$tépen amoniak za vzniku
trans-skoticové kyseliny (II), kterd negativni zpétnou vazbou blokuje jeho €innost. Trans-
skoficova kyselina je hydroxylovana na trans-4-kumarat (III) pomoci cinamat-4-hydroxylasy
(C4H), ktery je nasledné aktivovan pro dal$i modifikace v rdmci syntézy fenylpropanoidi 4-

kumarat:CoA ligasou (4CL). Substratem pro 4CL mohou byt i dalsi hydroxyskoticové kyseliny
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(kavova, ferulova) a tento enzym se také naléza v riznych isoformach, kdy se rozchézeji drahy

pro flavonoidy a lignany.

Druha slozka biosyntézy flavonoidi — malonyl-CoA (V) vznika karboxylaéni reakci z acetyl-
CoA za katalyzy acetyl-CoOA karboxylasou (ACC) a spoticby ATP. ACC se nachazi
Vv plastidech, kde se jeho heteromerni forma podili na tvorbé mastnych kyselin. V cytoplasmé
je homodimerni enzym produkujici malonyl-CoA. V riznych zatézovych experimentech bylo

zjisténo, ze ACC byl indukovan abiotickymi i biotickymi elicitory.

Z 4-kumarat-CoA (IV) a malonylu-CoA je nasledn¢ tvofen chalkonsynthasou (CHS) zakladni
Cis skelet, ktery je dale modifikovan. CHS katalyzuje fetézec dekarboxylacnich a
kondenzacnich reakci, kdy jako jadro slouzi kumarat (kruh B), na ktery se postupné pfipojuji
tii molekuly malonylu za vzniku polyketidového fetézce. Tento fetézec nasledné podléha
cyklizaci a aromatizaci (kruh A). Produktem této reakce pak nejcastéji byva naringeninchalkon
(V1) nebo isoliquiritigenin (XI) ¢innosti chalkonreduktasy (CHR). CHS patii do rodiny
polyketidovych synthas a celd reakce probiha na jediném misté bez ptitomnosti kofaktort.
Podobnou sekvenci jako CHS ma i stilben synthasa, produkujici strukturné odlisné stilbeny

(resveratrol).

Chalkonisomerasa (CHI) uzavira zakladni biosyntézu izomeraci chalkonu na piislusny 2S-
flavanon (V1I, naringenin). Tento enzym ma jednak isoformu CHI-I pro 6°-hydroxychalkony a
také isoformu CHI-II pro 6°‘-hydroxychalkony a 6‘-deoxychalkony. CHI-II byla nalezena
prevazné u Celedi Fabaceae a je nezbytna pro tvorbu opticky aktivni formy. V in vitro prostredi
izomera¢ni reakce probiha pouze za vzniku racematu. Flavanony slouzi jako zéklad pro
isoflavony a dal$i metabolity. Hlavni roli zde hraje isoflavon synthasa/2-hydroxyisofavanon
synthasa (IFS/2HIS). Tento enzym katalyzuje tvorbu 2R, 3S-2-hydroxyisoflavanonu migraci
arylu z C-2 na C-3 a hydroxylaci na C-2 , s naslednou dehydrataci na nenasyceny isoflavon.
Podle produktu CHS je tak z naringeninu pies 2,5,7,4°-tetrahydroxyisoflavanon (VII1I) tvoien
genistein (IX), zatimco daidzein (XIII) z liquiritigeninu (XII). 2HIS také patii mezi enzymy
skupiny CYP 93.

Jednou z obmén isoflavonti je pak 4°-O-methylace, ktera vede ke vzniku latek ptsobicich jako
fytoalexiny. Tyto latky se mezidruhové 1isi: glyceolliny v G. max, phaseoliny ve Phaseolus
vulgaris, pisatin (XV) v Pisum sativum. Methylace je katalyzovana 4‘-O-methyltransferasou,
konkrétné hydroxyisoflavanon 4°-OMT (HI4‘OMT) a reakce nejspiSe probiha béhem syntézy

isoflavonti a nikoliv pfimo na genisteinu nebo daidzeinu. Kromé¢ hydroxylu v poloze 4° miize
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byt methylovan i v poloze 7. Methylovany derivat genisteinu je biochanin A (X) a daidzeinu
formononetin (XIV). Dalsi strukturni obmeény, které zahrnuji produkci fytoalexint, jsou rizné
hydroxylaéni a redukéni reakce vedouci az k tvorbé vnitinich kruhti ¢innosti DMI dehydratasy
(DMID), napf. u medikarpinu (XVI) Medicago sativa. Nékteré metabolity mohou byt navic
prenylovany (glyceolliny, XVII).

Flavonoidy a isoflavony mohou byt dale wupraveny ¢innosti dalSich transferas
(glukosyltransferasa, malonyltransferasa), které piipojuji jednoduché cukry nebo organické
kyseliny za vzniku polarnéjSich metaboliti. Kromé lepsi rozpustnosti se mohou tyto latky

podilet i na transportu molekuly v ramci rostliny.

V soucasné dobé€ se pti vyzkumu biosyntézy a transportu flavonoidl vyuZzivaji anthocyanidiny
a proanthocyanidiny, které ve vakuole davaji typické zbarveni zavislé na pH vakuolarni stavy.
Cilenou upravou potencionalnich gent, které koéduji enzymy podilejici se na metabolismu

flavonoidi, vznikaji mutanti s poruchou zbarveni osemeni.

3.5.3. Lokalizace biosyntézy

Vyzkum zaméteny na biosyntézu flavonoidia se soustfedil i na misto jejich tvorby. U rtiznych
druhii byla od 70. let 20. stoleti popsana pFitomnost odpovédnych enzymii v mikrosomalnich
frakcich. Postupné bylo vyvozeno, Ze biosyntéza flavonoidi i jinych fenylpropanoidli probiha
na cytosolové membrané ER, napf. u Hyperastrum byl v této organele potvrzen vyskyt PAL,
CHS a dalsich enzymi. 8 V ramci dal§iho sledovani byla pozornost zaméfena na to, jestli
enzymy zajistujici tvorbu flavonoidii plsobi samostatné¢ nebo vytvareji komplexy -
metabolony. Tato uskupeni maji pro bunku nékolik vyhod. Jednotlivé meziprodukty se
shromazd’uji na jednom misté, takZe jsou k dispozici pro navazujici reakce jak pro kone¢nou
latku, tak pro dal$i metabolity, které mohou vznikat ve vedlejSich drahach, tvorba latek mtize

byt snaze Fiditelna a také lze priibézné odstrafiovat vznikajici metabolity. *°

V ramci flavonoidniho metabolonu jsou vSechny enzymy po CHS a CHI spole¢né jak pro
flavonoidy tak isoflavony. Navic prvni tfi enzymy (PAL, C4’H a 4CL) poskytuji meziprodukty
pro fenylpropanoidovou drahu, ze které vychazeji dalsi fenolové latky. °* PAL se vyskytuje ve
dvou formach PAL1 a PAL2, které¢ se 1isi svou pfitomnosti v cytosolové a mikrosomalni frakci.
PALI1 se nachazi v obou systémech, PAL2 v cytosolu. C4’H je pak soucasti mikrosomalni

frakce. U transgenniho tabaku, u které¢ho doslo k vyssi expresi C4’H byl pozorovan piesun
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PAL2 do mikrosomalni frakce. Z dal§iho sledovani bylo odvozeno, ze C4’H slouzi
k soustfedéni PAL a pravdépodobné se kolem ného mohou shromazdovat i dalsi enzymy. %
Dalsi experimenty vyuzivajici Forsteriv rezonan¢ni pienos energie ukazaly, ze flavonoidni

enzymy mohou tvofit funkéni celky. %

3.5.4. Flavonoidy — farmakokinetika

Absorpce

Flavonoidy musi byt pied absorpci uvolnény z rostlinné matrice mechanicky, chemicky nebo
pusobenim mikroflory. Piijem flavonoidi ovliviiuje i jejich struktura a fyzikalné-chemické
vlastnosti (rozpustnost, pKa, hydrofilita, velikost molekuly). Flavonoidy se nalézaji
Vv rostlinach vétSinou ve formé glykosidl a diky hydroxylim jsou glykosidy vice rozpustné ve
vodném prostiedi, ale zaroven se snizi moznost volné diftize pies stfevni sténu. Kromé
rozpustnosti mize hrat roli také ten fakt, Ze molekula glykosidu neni schopna difundovat diky

své velikosti. %

Prvnim mistem, kde mtize dochéazet k hydrolyze glykosidické vazby je ustni dutina. Podobné
jako zbytek gastrointestinalniho traktu (GIT) je osidlena mikroorganismy vyuzivajicimi B-
glukosidasy. Na hydrolyze kvercetin-4’-glukosidu nebo genistein-7-glukosidu se tucastnil i

epitel ustni sliznice. %

V zaludku, kde je diky kyseling pfirozené nizké pH, k hydrolyze glykosidii nedochazelo. %
Né&kolik studii na zvifatech se zabyvalo moZnosti absorpce flavonoidi pies Zalude¢ni st€nu. Po
podani genisteinu, daidzeinu a jejich glykosidl do Zaludku potkanti, doslo ke vstiebani pouze
aglykontl. ¥ Srovnatelné zavéry byly nalezeny i u kvercetinu a jeho glykosidi isokvercitrinu a
rutinu. Vzhledem k obsahu flavonoidl v potrave jako glykosidi, absorpce pies zaludeéni sténu
neni dominantni. %

Na uvoliovani flavonoidl z jejich glykosidi se podileji stfevni mikroorganismy. Nékteré
produkty metabolismu flavonoidt se vSak objevily v plazmé jiz pal hodiny po podani, coz
ukazuje na vstiebavani v tenkém stievé. % %9 190 U zyifat zbavenych mikroflory se ukazalo, Ze
se obsah glykosidu v jejich stolici zvysil. Piijem hydrofilnich glykosidl z cibule byl prokazan

ale 1 u zvirat bez tlustého stieva.

Jednim z enzymt, odpovédnych za hydrolyzu glykosidu je laktasa florizin hydrolasa (LPH).

LPH je B-glukosidasa vazana na membrané bunék kartaového lemu, ktera uvoliiuje laktosu
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z mléka; také muize §tépit ptitomné glykosidy na vstiebatelngjsi aglykony. % 10 Kromé

membranové LPH se u savcll nalézaji cytosolové B-glukosidasy, napt. glukocerebrosidasa. 102

Jeden z uvazovanych zptsobi absorpce byl i pomoci Na*/glukosa kotransportéru (SGLT1),
ktery by ptenesl molekuly glukosidi kvercetinu ptes stfevni sténu a dal do obéhu. Po podéani

gistého kvercetinu-3-glukosidu u lidi viak k jeho zvyseni v plasmé nedoslo. 1%

Nevstiebané a nevstiebatelné flavonoidni glykosidy se dostavaji do tlustého stieva, kde mohou
podléhat ¢innosti stievnich bakterii, které $tépi glykosidickou vazbu a mohou také degradovat
samotné aglykony flavonoidd. V tlustém stfevé je obecné absorpce latek mensi, coz rovnéz

plati pro pfijem flavonoidnich glykosidi v tomto useku GIT. %

Biodostupnost

Struktura flavonoidii ovlivituje i jejich biodostupnost. Plazmatické hodnoty kvercetinu
dosahovaly nasobné vyssich koncentraci v krat§im ¢ase ve srovnani s rutinem (kvercetin-3-
rutinosid), ktery byl absorbovan az v tlustém stievé po degradaci mikroflérou. Jednu
z nejvyssich biodostupnosti mély isoflavony, u kterych byl rozdil mezi jejich glykosidy a
aglykony relativné stejny. Jejich koncentrace v plazmé nicméné stoupala pomalu, coz
naznacuje jejich vstfebavani opét az v oblasti tlustého stfeva, s ohledem na to, Ze jiz zminény
daidzen-7-glukosid neni substratem pro LPH a podobny ptedpoklad je i pro dalsi latky z této
podskupiny. 1%

Metabolismus

Metabolismus flavonoidd, podobné jako jinych latek mize probihat v riznych organech.
Organy odpovédné za odstranéni odpadnich a nezddoucich latek vyuZivaji fadu detoxifikacnich
enzymil. Biotransformace latek probihd v nékolika fazich, zahrnujicich hydroxylaci (I. faze),
konjugaci s polarni molekulou (II. faze) a nakonec vylouceni celé slouceniny (I1I. faze). Do
prvni faze jsou zapojeny enzymy ze skupiny cytochromu P450 (CYP), které se podileji na
oxidaci latek. I ptes pfitomnost hydroxylovych skupin mohou byt flavonoidy hydroxylovany
enzymy z podskupiny CYP1A1, CYP1A2, CYP2C9 a CYP2E1. 104 105106 Ng hydroxylové
skupiny jsou v ramci II. faze pfipojeny latky jako kyselina glukuronova, glycin nebo sulfat.

Tyto latky se mohou také vazat na degradacni produkty vzniklé ¢innosti sttevni mikroflory. U
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flavonoidii dochazi k rozstépeni molekuly v misté heterocyklického kruhu a produkty téchto

reakci mohou byt vstfebany nebo do urcité miry konjugovany.

Eliminace

Vstiebané flavonoidy jsou aktivnim transportem eliminovany piimo z bunék stfevni sliznice
nebo zluéi zpét do stievniho lumen. Druhy zplsob ptedstavuje eliminaci metaboliti pies
ledviny. Na buné¢né urovni mohou byt flavonoidy aktivné vylucovany transportnimi proteiny.
Na Caco-2 burikach byl nalezen pienase¢ z podskupiny MRP-2 z rodiny ATP-binding cassette
(ABC) transportérti. Tento protein nalézajici se na apikalni stran¢ stfevnich bunék exportoval

kvercetin-4¢-O-glukosid z cytosolu ven, a tak snizoval jeho absorpci a biodostupnost. 1%

Toxicita

U n¢kterych flavonoidi bylo popsano prooxidaéni pisobeni ¢i vazba na topomerasu Il s
naslednym poskozenim DNA. 1% Flavonoidy jsou nicméné povazovany za bezpedné
sekundarni metabolity vzhledem k mnozstvi, které¢ se dostane v organismu do obchu.
S ohledem na jejich piitomnost v riznych potravinach a napojich se jim nelze tplné vyhnout,
ale dlouhodoby normélni ptijem nepiedstavuje vyznamné riziko. Pouze v ptipadech, kdy bylo
pokusnym zvifatim podavano dlouhodobé vysoké mnozstvi flavonoidi v potravé nebo ve

formé injekce, byl pozorovan negativni vliv na zdravi jedincg. 1%

3.5.5. Isoflavony — terapeutické ucinky

Isoflavonoidy se v naprosté vétsin€ vyskytuji u rostlin z podéeledi Faboidaea, ¢eledi Fabaceae.
Mezi lety 1998 a 2011 bylo zaznamenano vice jak 840 novych zastupcii této podskupiny. Mezi
isoflavonoidy se fadi nejen isoflavony jako genistein, daidzein a jejich glykosidy, ale i
acylované formy glykosidu, prenylované isoflavony, redukované isoflavany, isoflavan-4-oly,
isoflavanony, rotenoidy, pterokarpany, kumestany a dal$i latky vznikajici riznymi obménami

zéakladni struktury. 1°

Isoflavonoidy jsou tradi¢né fazeny mezi fytoestrogeny, tedy latky rostlinného ptivodu, které
maji na Zivocisny organismus Géinek jako estrogeny. Do popiedi zajmu se fytoestrogeny

dostaly ve 40. letech minulého stoleti, kdy byl pozorovan nartst problémi s plodnosti u ovci,
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které spasaly jetel v oblasti zapadni Australie. ** Mezi fytoestrogeny patfi i dalsi latky

111

s relativné riznorodou strukturou jako jsou kumestany nebo lignany ***, stilbeny a i nékteré

flavonoidy (apigenin, kempferol) maji estrogenni aktivitu. 112

Spole¢nou vlastnosti téchto latek je schopnost vazat se na receptor pro endogenni estrogeny
(17B-estradiol — E»). Zatimco fytoestrogeny jako isoflavonoidy nebo lignany jsou produkty
kyseliny Sikimové, estrogeny a dalsi steroidni hormony jsou odvozeny od kyseliny mevalonové.
I pies zdanlivé odlisné molekuly obou skupin latek se mohou fytoestrogeny vazat na ptislusné
receptory. Jak estrogeny, tak jejich rostlinna analoga maji Sestiuhlikaty aromaticky kruh a
molekula obsahuje nékolik hydroxylovych skupin. V zivo¢isném organismu se nachazeji rizné
tkané a organy, které obsahuji estrogenové receptory (EstR) a nebo B, pro které ma E2 relativné
stejnou afinitu. 1** Naopak latky jako genistein nebo daidzein se vazi prevazné na EstRB a to az
s n¢kolikrat vétsi afinitou neZz k druhé isoformé (genistein: 4 % EstRa, 87 % EstRB pfi
porovnani s E2). 1! Tato vazba je ale slabsi v porovnani s endogennimi latkami, isoflavony a
dalsi fytoestrogeny se tak mohou chovat jako agonisté i antagonisté v zavislosti na
koncentraci. 4 11° EstRa se nalézaji v endometriu, ve stromatu vajeénikii, v dlouhych kostech
a v nadorovych bunkach prsu; EStRB jsou v granuldznich buiikach vajeénik, v srdci, v plicich

a v dalich vnitfnich organech v&etné prostaty. 116

Podobné jako receptory pro dalsi steroidni hormony se i EstR nachézeji v cytosolu buiiky. Po
navazani ligandu se cely komplex piesouva do jadra, kde se vaze na pfislusny gen a zpisobuje
aktivaci nebo inhibici transkripce piislusné mRNA. Nasledna odpovéd’ organismu se dgje
V ramci minut az hodin. Druhy zptsob, kterym mohou estrogeny ptisobit na organismus, je pies
receptory plazmatické membrany, kdy dojde ke spusténi signalni kaskady a odpoveéd’ se mize

dostavit jiz za n&kolik sekund. 1%’

V zavislosti na typu orgénu a pusobici latky pak dochézi k riznym farmakologickym ucinkiim
zprostfedkovanym EstRB receptory nebo jinym mechanismem. V soucasné dobé existuje fada
klinickych studii a experimentalnich praci, které se zabyvaji pfiznivym vlivem isoflavont
z G. max na symptomy spojené s menopauzou 8 a jejich inhibi¢nim efektem na osteoporozu,

119, 120

aktivaci osteoblastii u zvifat a humannich bunéénych linii a zlepSenim metabolismu kosti

u postmenopauzalnich Zen. 1%

U isoflavont byl také studovan jejich mozny protirakovinny ucinek. V zavislosti na koncentraci
mize genistein podporovat nebo tlumit hormonalné fizeny bun&cny rust, ale jeho inhibi¢ni

vlastnosti se projevily i u buné€k, které postradaly EstR a predpokladda se i jina cesta jeho
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pusobeni. U genisteinu bylo popsano ovlivnéni androgenniho receptoru a inhibice riznych
enzymu (topoisomerasa I a II, Sa-reduktasa). Zastaveni ¢innosti téchto enzymi miize zpusobit
preruseni bunécného ristu. Také antioxidacni aktivita genisteinu mize mit vliv na ochranu
bunék pied poSkozenim. V praci shrnujici molekularni mechanismy antiproliferativniho
pusobeni genistein zasahoval do bunééného cyklu a ovliviioval rtizné signalni cesty pro
preziti/zanik buiiky. Piisobil i proti angiogenezi a tvorb& metastaz. 122 U bunééné linie rakoviny
prsu MDA-MB-231 byl testovan vliv riznych fytoestrogenti na vznik a Sifeni metastaz. Na
rozdil od lignant, isoflavony v in vitro podminkach dokazaly snizit pronikani nadorovych

bunék uz v koncentracich, které jsou dosazitelné p¥i vyssi konzumaci séjovych produkti. 123

Pokles hladiny estrogenti v ramci menopauzy vede ke zvySenému riziku kardiovaskularnich
obtizi. Zaroven v n€kterych vyspélych kulturach s vyssi konzumaci séji, byl pozorovan nizky

vyskyt problémi spojenych s ob&hovou soustavou. 124

Lepsi pomér HDL/LDL a nizs§i hodnoty LDL cholesterolu byly po pfijmu sojovych isoflavont
nalezeny u postmenopauzalnich Zen. 1% Z hlediska ptisobeni na cévy byl u genisteinu
pozorovan vasodilata¢ni efekt. Po jeho podani do pazni tepny doslo ke zvySeni pratoku krve
v predlokti jak u muzu, tak i u premenopauzalnich zen. Dalsi sledovany isoflavon, daidzein,
tento ucinek postradal, ale ekvimolarni mnozstvi E2 zplsobilo podobnou odpovéd jako

genistein. 26

Z riiznych studii také vyplynulo, Ze isoflavony by mohly mit pfiznivy vliv na metabolismus
cukrii. Potkanim, u kterych byl diabetes mellitus navozeny streptozocinem, byl podavan
genistein a po 3 tydnech byla u pokusnych jedinclh naméfena vysSi hladina insulinu a
glukokinasy, zatimco doslo ke snizeni glukosa-6-fosfatasy. Také aktivita jaternich
antioxida¢nich enzymi jako superoxiddismutasa, katalasa nebo glutathionperoxidasa byla
zvySena oproti kontrolnim zvifatim. V rdmci pozorovani byl také podavan sojovy protein, u

kterého se projevily antidiabetické u¢inky vyrazngji. 12/

Kromé¢ vySe uvedenych praci byl na riznych modelech proveden Siroky screening
potenciondlnich G¢inkl isoflavonoidl. Genistein spoleéné s equolem chranil kizi bezsrstych
mysi proti dermatitidé po ozareni UV svétlem, zaroven equol pisobil i proti imunosupresi

T vy 128 P P cie g . v ’ P
navozené timto zafenim. Isoflavony mohou mit také pozitivni vliv na nékteré mozkové

struktury, napt. hippokampus. 1%°
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3.6. Transport sekundarnich metabolitii pies membrany

3.6.1 Uvod

K transportu potfebnych, odpadnich i nezddoucich latek a ke komunikaci bunky a organel s
okolnim prostfedim slouzi mnoho raznych kanala, transportéri a dalSich mechanismi. Ty

umoziuji prenos latek, které nejsou schopny volné difundovat ptfes membranu.

Sekundarni metabolity jsou vétSinou latky s velkou molekulovou hmotnosti nebo zna¢nou
polaritou a nemohou proto voln¢ difundovat pies vakuolarni (tonoplast) nebo plasmatickou
membranu. K jejich pfenosu buiika vyuziva fadu transportnich cest a mechanismt. Tento
transportni systém se tyka jak celé buiiky, tak i jednotlivych organel a je schopen pienést latky
i pies koncentra¢ni gradient. V tonoplastu vakuol A.thaliana, ktera patii mezi nejlépe
prozkoumané rostliny z hlediska genetiky, bylo popsano 91 ptfenaSect zprosttedkovavajicich
transport latek prfes membranu. Membrana tonoplastu pifedstavuje prakticky jedinou
mechanickou piekazku pro ptenos obsahu dovniti a vné¢ vakuoly. Transport a shromazd’ovani
latek ptes membrany pak vyzaduje energii, ktera mize byt ziskana ptimo z ATP nebo nepiimo

diky protonovému gradientu. *

3.6.2. ABC transportéry

ATP-binding cassete (ABC) transportéry se fadi do velké a rozmanité skupiny proteinti, které
se nachazeji jak u prokaryotickych, tak i u eukaryotickych organismi. Prostupuji pies obé
vrstvy membranovych lipidi a zprostfedkovavaji pfenos latek za soucasné hydrolyzy ATP,
ktery slouzi jako zdroj energie potiebny pro transport. Kromé toho mohou nékteré ABC
proteiny fungovat jako iontové kanaly nebo jako regulacni centra pro dalsi typy kanali. U savct
a mikroorganismi pak byly tyto pfenaSece intenzivné studovany z divodu jejich podilu na
vzniku rezistence na lé¢iva. Primarné lze rizné typy ABC transportérli rozdé€lit podle toho,
jakym smérem latky prostupuji a to na ABC importéry a exportéry. Skupina importéri se
nachazi zejmeéna u prokaryotickych organismu a potiebuje vazaci protein, ktery ptenese cileny
substrat na vnéjsi stranu transportéru, odkud pak putuje dovnitt buiiky. Druhym typem jsou
ABC exportéry, které se nachazi i u eukaryotickych organismil. Ty transportuji latky z

cytoplazmy nebo z vnitini vrstvy lipidového filmu, 130 131

Kvartérni struktura ABC proteint je obecné tvorena dvémi cytoplasmatickymi doménami, které

zprostiedkovavaji vazbu a hydrolyzu nukleotidti (NBDs — nucleotide-binding domains) a dvémi
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transmembranovymi doménami (TMDs, transmembrane domains), které vytvari vlastni kanal
pro pruchod substratu. U prokaryotickych importéri jsou vSechny ctyfi domény tvofeny
oddélenymi samostatnymi fetézci bilkovin, tzv. ,,quarter molecules®. Jednotlivé domény nejsou
vzajemn¢ propojené, transportér se tedy skladda ze Ctyf samostatnych biomolekul.
U prokaryotickych exportéri jsou jiz polypeptidy TMDs a NBDs spojeny a vznikaji tak ,,half
molecules”, které¢ se tvorbou homodimeru nebo heterodimeru spoji ve funkéni jednotku.
U eukaryotickych organismii jsou vSechny domény exportérii tvofeny vétSinou jiz jedinym
polypeptidovym fetézcem a domény vytvareji ,,full” molekulu. Domény mohou byt mezi sebou
propojeny Vv raznych kombinacich. Pokud jedna z domén v pienaseci chybi, zbyla se chova jako

homodimer a zastava jeji funkci k udrZeni &innosti systému. 3

Rostlinné ABC transportéry mohou byt rozdéleny do 13 skupin podle velikosti svého proteinu.
Dale se mohou délit dle orientace — sekvence domén postupujicich doptedu (forward) ve sméru
TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 nebo naopak reverzné¢ (backward) — NBD1-TMD1-NBD2-
TMD2. Jiné rozdé¢leni je podle pifitomnosti ¢i nepfitomnosti idiotypické transmembranové
a/nebo ,linker domény a podle celkové podobnosti sekvence. Mezi transportéry s ,,full®
molekulou se fadi pfedev§im MDRs (multidrug resistance homologs) a MRPs (multidrug

resistance-associated protein homologs). 13

Domény vazajici nukleotid

NBDs jsou periferné napojeny na cytoplasmatickou stranu membran. NBDs slouzi ABC
transportériim jako pohonné jednotky odpovédné za pienos latek a v jejich struktufe se nachazi
dalsi poddomény. Mezi hlavni ¢asti NBDs patii sekvence jako ,,RecA-like” a ,helical®
(Sroubovicova poddoména). Na vazbé¢ a hydrolyze ATP se u€astni nékolik stabilnich sekvenci,
jako i na nezbytnych styénych plochach mezi jednotlivymi doménami v kompletnim proteinu.
Mezi tyto sekvence patii ,,P-loop* (Walker-A), ktery je zodpovédny za navazani nukleotidi.
Dalsimi ¢astmi jsou ,,LSGGQ* (C-loop, ABC signature motif; je v kontaktu s navazanym ATP)
a ,,Walker-B“, kterd ptes glutamatovy zbytek zprostiedkovava hydrolyzu ATP. ,,D-loop* se
podili na kontaktu mezi dvémi NBDs, zatimco ,,Q-loop® je ve styku s transmembranovymi
doménami a také s y-fosfatovym zbytkem. ,,A-loop* se Casti svého aromatického postranniho
fetézce stavi proti adeninovému zbytku. Posledni je ,,switch motif* a jeho histidinovy postranni

fetézec, ktery se pravdépodobné ti¢astni katalytické reakce. 13
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Transmembranové domény

Funkci transmembranové domény (TMDs) je tvorba kandlu, pies ktery pronikd konkrétni
substrat membranou. U paru TMDs je jejich primarni sekvence, délka a struktura odlisSna od
NBDs, jako 1 pocet a-Sroubovic, které prochazi membranou. Proteiny zaméfené na import se
skladaji z 10 az 20 Sroubovic, zatimco exportéry zachovavaji stabilni pocet 12 Sroubovic, kdy
pfipada Sest Sroubovic na jednu doménu. Nekteré ze Sroubovic se nemusi podilet pouze na

pfenosu, ale mohou hrat dalsi role pfi ukotveni proteinu v membrané a jeho regulaci. **

Mechanismus transportu

Vlastni pienos latek pies ABC proteiny zahrnuje nékolik dil¢ich krok. Po navazani a hydrolyze
ATP na NBDs, dojde v téchto doménach ke zménam jejich konformace a tyto zmény se
nasledné projevi i v TMDs. Podstatnou tllohu v tomto déji hraji sty¢nd mista obou domén, ktera
se oznacuji jako ,transmission interface”. V ramci NBDs jsou na tomto misté pfitomny
pfedev§im aminokyselinové fetézce okolo jejich ,,Q-loop*. TMDs se poté ucastni svymi -
Sroubovicemi a mohou byt oznaceny jako spojovaci Sroubovice (coupling helices). Tyto
Sroubovice jsou pak ve styku se zldbkem na povrchu NBDs na rozhrani dvou poddomén
(Sroubovicové a RecA-like). Z polohy Sroubovic se pak daji odlisit ABC importéry od

exportéri. 13

Jakmile se ATP navaZze na NBDs domény, dojde k zuZeni prostoru mezi spojovacimi
Sroubovicemi o 10 az 15 A ve srovnani s doménou bez navazaného nukleotidu. ZtZeni
vzdalenosti mezi témito Sroubovicemi pak ma za nasledek zménu transmembranovych domén
ze stavu ,,inward facing™ (konformace oteviena dovnitf) na ,,outward-facing® (oteviena ven).
Pro ABC transportéry ze skupiny importérii to znamend, Ze mohou zacit pfenaSet latky
navazané z prislusnych vazebnych proteini (cognate binding proteins) a ABC exportéry mohou
vypoustét navazané latky do okolniho prostiedi. Transportéry se pak navraci do ,,inward* stavu
po odlou¢eni ADP a fosfatu; importéry pak uvoliiuji své substraty do cytoplasmy a exportéry

jsou pfipraveny na navazani novych latek na sva vazebna mista. **
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Skupina MDR

Tato skupina, do které¢ také piislusi humanni P-glykoprotein, patii mezi nejrozsahlejsi
podskupinu ABC transportéri. V A. thaliana je zahrnuto 22 zastupci tohoto typu pfenasecu a
AtPGP1 (homolog P-glykoproteinu) se stal prvnim rostlinnym ABC pienaseCem, ktery byl
naklonovan. Tento klon vykazoval urcitou podobnost stavby svého intronu s introny sav¢ich
MDR genii. Tyto geny jsou zodpovédné za tvorbu bilkovin podobnych si organizaci svych
strukturdlnich domén, z ¢ehoz se da usuzovat, ze skupina P-gp vznikla jesté pred rozdélenim
bunék na rostlinné a Zivo¢iiné. 13 MDRs byly poprvé popsany v zivoéisnych bunikach, které

vykazovaly zvy$enou rezistenci k 1ékim. 1%

Skupina MRP

MRPs piedstavuji druhou nejvetsi podskupinu ABC transportért s ,,full“ molekulou a stejné
jako MDRs skupina maji orientaci ,,forward*. Li$i se ovSem v mnozstvi aminokyselin (nejméné
1500) a tedy svou velikosti. Retézec navic ve své struktufe obsahuje dalii charakteristické prvky
pro tyto prenasece. *3 Proteiny MRPs byly u rostlin prvné nalezeny v souvislosti s pfenosem
latek vazanych na glutathion (GSH) a jejich transport byl zavisly na ATP a nikoliv na
protonovém gradientu. Tvorba vazby s GSH je nékolikafazovy dé&j. Ten zahrnuje aktivaci,
konjugaci a eliminaci nezadoucich sloucenin. Prvni dvé faze jsou u rostlin dobie popsany.
Cilem detoxikace je wvytvorit hydrofilni konjugat, proto jsou cizi latky slucovany
s endogennimi, polarnéj§imi slouc¢eninami jako je glukosa, GSH ¢i malat. Vyznam GSH a
glutathion-S-transferasy, enzymu ktery vytvaii vazbu mezi peptidem a substratem, spociva
nejen v ochrané pied jeho oxidaci, ale diky nému je substrat také vychytavan transportnimi

proteiny pro GS-X (kde X ptedstavuje navazanou slozku), jako jsou pravé MRP, 1% 137

Vyzkum, ktery provedl Martinoia v roce 1993 na neporuSenych vakuoldch ziskanych z
mezofylu Hordeum vulgare ukazal, Ze hromadéni glutathionovych konjugati je zavislé na
MgATP. Pii pouziti konjugat herbicidu metolachloru s glutathionem a N-ethylmaleinimidem-
GS bylo zjisténo, Ze vychytavani xenobiotika zdviselo na pfitomnosti MgATP.
Nehydrolyzovatelnd ATP analoga ¢i pyrofosfat vliv na transport nemély. Proces pfenosu obou
konjugati byl sice citlivy na orthovanadat, ale ztistal neovlivnén latkami, které zastavuji ¢innost
vakuolarni H*ATPasy nebo narusuji protonovy gradient plazmatické stény vakuoly. Toto
naznacilo, ze pfenos konjugétti dovnitt je zprostfedkovan konkrétni ATPasou. Vyzkum rovnéz

poukazal na funkci oxidovaného glutathionu jako substratu pro tento pifenasec, zatimco jeho
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redukovana forma tuto vlastnost postradala. Podobny proces jako vyse uvedeny se vyskytuje u
ATPas ptitomnych v kanalikuldrni membrané jater, které sekretuji glutathionové konjugaty a
oxidovany glutathion do mimobunécného prostoru. Timto zpiisobem byla poprvé potvrzena
pritomnost a umisténi tieti faze detoxikace u rostlin. Nasledn¢ byl tento jev a uloha GS-X

sledovan postupné s Gispéchem i jinymi vyzkumnymi skupinami. 1%, 133

3.6.3. MATE transportéry

Skupina MATE (multidrug and toxin extrusion) proteinti byla poprvé popsana u nizsich
organismu (norM u Vibrio parahaemolyticus), nicméné pozdé&ji byly nalezeny i u eukaryot
(napt. MATE1 a MATE2 v lidském genomu, 58 orthologti u A. thaliana). Bilkovina MATE
transportéru se sklada ze 400 az 700 aminokyselin se sekundérni strukturou nejcastéji dvanacti
a-Sroubovic prostupujicich membranou, kde vytvateji dvé pseudosymetrické jednotky (u
norM). Ve struktufe MATE transportéri se vyskytuje okolo 40 % shodnych sekvenci a

Z hlediska fylogeneze se déli na tfi velké skupiny. 3

Vyznamny rozdil oproti ABC proteiniim spociva v odliSném zpusobu pienosu latek. Pienos
pomoci ABC je ptimo zavisly na ATP, zatimco transport zprosttedkovany MATE vyuziva
elektrochemicky gradient. Pfesny mechanismus tohoto déje nebyl u rostlinného ptfenasece
popsan, nicméné byla provedena studie u PfMATE druhu Pyrococcus furiosus. Protein
S navazanym substratem je protonovan, ¢imZ se zméni jeho konformace a substrat se mize
uvolnit. Bilkovina se poté vraci do ptivodniho stavu a cely cyklus se opakuje. Pfesny princip,

jakym je pak substrat navazan na transportér v této pozici, viak nebyl jesté popsan. 13

Jednim z prvnich objevenych MATE transportér u rostlin byl ALF5 (aberrant lateral root
formation) z A. thaliana, jehoz defekt zastavoval rist kofent. Exprese dalSiho transportéru
A. thaliana AtDTXI1, ktery se nachazi v plazmatické membrané, do bunék Escherichia coli
vedla k navozeni rezistence vici berberinu a kadmiu a tento MATE protein byl tak rovnéz
oznacen jako nositel detoxika¢niho Gi¢inku. Kromé transportu alkaloidii byly nasledné popsany

i dalsi sekundarni metabolity a latky pfenasené témito transportéry (AtTT12), 138140

3.6.4. Protonové pumpy

Rada mechanismli probihajicich v bunce, vcetn€ transportu, je zavisla na protonovém

gradientu, ktery je udrzovan jak na plazmatické membrané, tak na membranach riznych
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organel. Na zachovani tohoto gradientu se podileji pumpy, které aktivné transportuji protony
pfes membrany a patif mezi né napt. H*-ATPasa plazmatické membrany (PM H'-ATPasa),
vakuolarni H*-ATPasa (V-ATPasa) nebo vakuolarni H*-PPasa (V-PPasa). 14

PM H'ATPasa hraje dulezitou roli, jelikoz koncentrace protont uvnitf bufiky ovliviiuje
transport fady latek nezbytnych pro jeji vyzivu. V ramci jedné rostliny existuji v zavislosti na
tkani rzné isoformy téchto pump a jejich pfitomnost mize byt ovlivnéna 1 jinymi faktory.
Krom¢ transportu se tyto pumpy podileji i na bunécné signalizaci v rdmci riznych stresovych
podminek nebo otevirani praduchi. # 42 PM H*ATPasa je tvofena zhruba 950
aminokyselinami, které vytvareji 10 Sroubovic prochézejicich plazmatickou membranou a
cytoplazmatickou doménu. Cytoplazmatickd doména se pak sklada z dalSich poddomén, na

kterych probihaji riizné aktivaéni a regulaéni procesy. 142

V-ATPasa patii do rodiny bilkovin, které se nalézaji na rGznych vnitfnich membranach
eukaryotickych organismu. Stejn€ jako F-ATPasa, kterd se Gi€astni syntézy ATP, je tvofena
dvéma &astmi, které se skladaji z dalsich podjednotek. *3 Prvni ¢ast proteinu (V1) skladajici se
z osmi podjednotek je umisténa periferné a podili se na Stépeni ATP. Druha ¢ast (Vo) ma 6
podjednotek ukotvenych v membrané a slouzi k pfenosu protoni. **! Hydrolyza ATP dodava

energii k vytvoteni protonového gradientu, a tim ptispiva k okyseleni vakuoly.

H*-PPasa je tvofena jedinym transmembranovym polypeptidem, ktery se sklada z 14 az 17
sroubovic. 1! Jako zdroj energie pro udrzeni protonového gradientu vyuziva pyrofosfat, ktery
je jednim =z vedlejSich produkth riznych metabolickych drah. Pyrofosfat obsahuje
fosfoanhydrovou vazbu s vysokou energii, jeji rozstépeni tak doda potiebnou energii
k transportu protonti a okyseleni vakuoly. 14 Kromé tonoplastu se miize nachézet i na jinych
membranach, véetné plazmatické. V rostlinich se rozlisuji dva typy H'-PPasy podle jejich
vztahu k draselnym a vapenatym iontam. Typ I, ktery potiebuje pfitomnost K* v cytosolu a do

uréité miry i Ca?* a typ II, ktery je na K* nezavisly, ale vyzaduje Ca?*. 4!

3.6.5. Vezikularni transport

Jednim ze zpUsobi, kterym mohou byt sekundarni metabolity také pfenaseny, je transport
pomoci vezikul (méchyiki). Pomoci vezikul jsou napt. ptenaseny rtizné bilkoviny, které jsou
z endoplazmatického retikula transportovany do Golgiho aparatu, odkud mohou byt smérovany

do dalgich ¢asti buiky. *4° Vezikuly také mohou putovat do vakuoly nebo obchézeji Golgiho
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aparat a primo splyvaji s vakuolarni membranou nebo s prevakuolarnim kompartmentem. Na
fizeni tohoto transportu se podileji tzv. SNARE proteiny, které jsou souc¢asti membrany vezikul
(v-SNARE) nebo cilové organely (t-SNARE). ¢ Pomoci mikroskopu byly u né&kterych
sledovanych rostlin nalezeny malé méchyiky s obsahem sekundarnich metabolitt, u kterych se

i pres nejasny puvod piedpokladal podil na transportu tdchto latek. 47

U bunééné kultury Papaver somniferum nebyla zjisténa piitomnost alkaloidi typu morfinu, ale
po aplikaci elicitoru doslo k zvyseni produkce benzoisochinolinového alkaloidu sanguinarinu.
Stim byla spojena 1 vyssi exprese prislusnych biosyntetickych enzymt, které se v tomto
pfipadé nalézaly na endoplazmatickém retikulu. Sanguinarin pak byl pfitomen ve vakuole
a mnozstvi malych vezikul, které se po zasahu elicitoru odstépovaly z retikula, se postupné
slucovalo a nasledn¢ splyvalo S tonoplastem. Zavér naznalil zapojeni méchyikid do

vakuolarniho transportu alkaloidi. 148

V ,hairy root“ kultufe u Ophiorrhiza pumila byly provedeny transportni testy indolového
alkaloidu camptothecinu. Tento alkaloid se nachazel ve vakuolach i v extracelularnim prostoru.
Aplikace raznych latek, které ovliviuji transportni proteiny v tonoplastu, neméla vliv na obsah
tohoto alkaloidu ve vakuole. Naproti tomu pii dodani brefeldinu A doslo ke snizeni obsahu
tohoto alkaloidu ve vakuole a k zvySené piitomnosti v cytoplasmé a nasledné také v okoli
bun¢k. Camptothecin je tak patrné z endoplazmatického retikula pfendSen do vakuoly pomoci
vezikul, které obchazeji Golgiho aparat. Pouziti monensinu, ktery pisobi na drahu

lokalizovanou v této organele, nemélo na jeho transport vliv. 14°

Transport flavonoidnich latek se také mize odehravat za pomoci vezikul, jak bylo prokazano
pfi mikroskopickém pozorovani Utvarli pfitomnych v rostlindch. Tyto utvary ohranicené
membranou obsahujici zvySeny obsah anthocyanint, jsou tzv. anthocyanoplasty a nalézaji se
napf. u V. vinifera nebo Raphanus sativus. Oproti tomu anthocyaninové vakuolarni inkluze se
vyskytuji u vice druhti v tkanich produkujicich tyto metabolity a pevna membrana je nahrazena
membranovymi lipidy a proteiny. Inkluze uvnitf vakuoly tak slouzi spise jako zasobni forma,
ktera je dovnitf pifenesena az po splynuti s prevakuoldrnim komplexem. Méchyiky

s anthocyaniny mohou také putovat i ptes Golgiho aparat. 1%

Vezikularni transport lipofilnich metabolitd neni zatim pfili§ znam. U L. erythrorhizon byl
popsan mozny zpusob transportu shikoninu, kdy méchyiky s touto latkou putovaly smérem od
endoplazmatického retikula k bunééné membrané€. Podobné by se tak mohly pohybovat i dalsi

lipofilni latky. 150
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3.6.6. Transport vybranych sekundarnich metaboliti®®!

Alkaloidy

Mnohé alkaloidy jsou zndmé pro svoji schopnost zasahovat do struktury chromozomt,
replikace a transkripce DNA, déleni bunék a dalSich procesd. Toho se vyuziva napt. v
onkologii, kde néktera l1é¢iva (docetaxal a paklitaxel z rodu Taxus, vinkristin a vinblastin z rodu

Vinca) vychazi ze struktury alkaloid. %2

Vyrazny cytotoxicky uc¢inek na rostliny, které¢ ho nevytvateji, ma také isochinolinovy alkaloid
berberin. Naopak rostliny jako Thalictrum minus nebo Coptis japonica, které berberin obsahuji,
jsou vici nému odolné. Pokud byl berberin ptfidan do media s kulturou C. japonica, doslo k
jeho transportu i pies koncentra¢ni gradient do vakuol. Pomoci RT-PCR (reverse transcription
polymerase chain reaction) byl nalezen a naklonovan pravdépodobny transportér pro berberin,
ktery spadal do skupiny MDR. Jeho funkce byla ovéfena na oocytech zab Xenopus, kde vlozeny
CJMDRI1 dokazal rozpoznavat berberin a aktivn¢ ho vychytdvat z media. Tento ptenos,
zprostfedkovany pomoci ABC-transportéru se odehraval na plazmatické membrané, zatimco

na vakuolarni membrané se uskute¢nil pomoci protonového antiportu. 1°3 1%

Pienos berberinu byl také sledovan u C. roseus. Tato rostlina obsahuje alkaloidy indolového
typu a berberin zde hral roli xenobiotika. U normalniho C. roseus mély aktivatory a inhibitory
ABC transportérti vliv na obsah nativnich alkaloidi ve vakuole, zatimco pfenos berberinu se
nezménil. U transgenniho C. roseus s vlozenym CjMDR1 doslo ke zvySenému transportu do
vakuoly u dvou nativnich indolovych alkaloidi — ajmalicinu a tetrahydroalstoninu, ale obsah
berberinu se 1 pfes pfitomnost tohoto transportéru nezmeénil, coZ miZe ukazovat 1 na dalsi vlivy,

které se mohou uplatiovat pii pfenosu sekundarnich metaboliti. 1*°

Dalsi zpusob transportu alkaloidd ptedstavuje nikotin (Nicotiana tabacum), ktery patii do
podskupiny pyridinu. Biosyntéza tohoto sekundarniho metabolitu probiha v kotfenech, odkud
je poté dievni ¢asti vodivych pletiv pfenasen do vakuol v buiikach listu. Molekuly nikotinu tak
museji piekonat nékolik bariér, nez se dostanou na misto urCeni. V bunikdch tabaku BY-2
(Bright Yellow-2) byl identifikovan pienase¢ Nt-JAT1 (N. tabacum jasmonate-inducible
alkaloid transporter 1). Bylo zjisténo, ze Nt-JAT1 patii do skupiny MATE transportért podobné
jako AtDTX1aTT12 u A. thaliana a jeho aktivita je tak zavisla na protonovém gradientu uvnitf
vakuoly (H*-antiporter). Tento pienase¢ nemél substratovou specifitu, ale rovnéz se podilel na
pfenosu dal§iho tabdkového alkaloidu anabasinu a nékterych cizich alkaloid (hyoscyamin,

berberin). Kromé& tonoplastu bunék list, kde Nt-JAT1 plsobil pii piijmu nikotinu, byl také
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nalezen v plazmatické sténé kofenovych bunék. Zde ale fungoval obracen¢ a Cerpal nikotin z
bunek ven do apoplastického prostoru. Tento pienasec tak zastava dilezitou funkci v transportu

nikotinu v ramci celé rostliny. 1°

Na plazmatické membran¢ byl rovnéz identifikovan dalsi typ transportéru pro nikotin, ktery ale
patii do skupiny purinovych permeas, které transportuji base nukleotidi a nékteré podobné
latky. Tato NtNUP1 (N. tabacum nicotin uptake permease) se tc¢astni na importu nikotinu

z apoplastického prostoru a také dalsiho alkaloidu anatabinu nebo vitaminu B6. ¥’

Terpenoidy

Skupina terpenoidi zahrnuje vice jak 25 000 identifikovanych latek a fadi se tak mezi skupinu
sekundarnich metabolitl s nejvice zastupci. Jejich biosyntéza je zalozena na spojeni dvou Cs
jednotek — isopentenyldifosfatu a dimethylallyldifosfatu. S vyjimkou sclareolu, diterpenu s
antifungalnim ucinkem nachazejicim se v rostlinach druhu Nicotiana, neni zptsob jejich

pfenosu pfes membrany piili§ prozkoumany. 14°

Jako transportér zodpoveédny za pfenos na povrch listii byl popsan NtPDR1 (NpABC1), ktery
ptislusi do rodiny ABC transportérii. Exprese tohoto pfenasece byla indukovana ptitomnosti
sclareolu a jeho analogu u Nicotiana plumbaginifolia. Orthologa tohoto proteinu, nachazejicim
se V plazmatické membrané byla dale nalezena i u A. thaliana a Spirodela polyrrhiza. Navic
transportéry pro sclareol téchto rostlin byly pozitivné aktivovany po oSefeni elicitory, coz

potvrzuje zapojeni transportéru pii obranné reakci rostliny. 1°8

U Calendula officinalis byl sledovan zplsob transportu triterpenického saponinu kyseliny
oleanolové v zavislosti na rizném typu glykosidace. 7-monoglukosid a 7-monoglukuronid této
kyseliny mély rozdilnou citlivost na latky modifikujici zptisob a pohon transportu. Pfenos
glukosidu se zvysil v ptitomnosti ATP a pyrofosfatu, zatimco sloucenina s glukuronidem byla
ovlivnéna pouze protein-modifikujicimi faktory. Vysledky studie ukazaly, ze ptfenaSe¢ pro
glukosidy oleanolové kyseliny je zavisly na pfisunu energie, zatimco u glukorunidi se jedna o
kanal, ktery zprosttedkovava facilitovanou difuzi. U obou latek je vSak potteba urcit presny typ

transportérd. 1% 160
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Fenolové sloudeniny, flavonoidy

Do skupiny fenolovych sloucenin spadd tada latek jako jednoduché molekuly typu
fenylpropanti, kumarint, lignanti a flavonoida, ale také polyfenolové ttisloviny. Tyto latky se
Vv rostlindch nachazeji Casto jako glykosidy. Ve vakuolach se tyto sekundarni metabolity
hromadi pomoci ABC pienasect z podskupiny MRP, které vychytavaji fenolové latky po
navazani glukosy, kyseliny glukorunidové nebo glutathionu. 4 Mohou byt ale také

piemistovany pomoci dalSich transportért.

Transport skopoletinu (6-methoxy-7-hydroxykumarin) byl pozorovan u jedné linie N. tabacum,
kterd ho produkuje ve vétsim mnozstvi. Import tohoto kumarinu do bunky byl stimulovan
piitomnosti rastového faktoru 2,4-D. V cytosolu byl nasledné pfeménén na 7-O-glukosid
skopolin a tento metabolit byl pfenesen do vakuoly na energii zavislym transportérem, jehoZz
typ nebyl zatim piesné¢ urcen. Podobnym zplsobem poté reagovaly i dal§i kumariny
(umbelliferon, eskuletin), u nichz byla opét splnéna podminka volné 7-hydroxy skupiny na

benzenovém jadre. 161

Flavonoidy mohou byt transportovany V rostlinach riznym zpusobem. V Zea mays byl
identifikovan ZmMRP3, ktery se t¢astni na prenosu anthocyaninti. Za dtlezity prvek v pienosu
téchto sekundarnich metaboliti se povazuje glutathion-S-transferasa (BZ-2), ktera chybi
v mutantu kukufice oznacovaném jako bronze-2. U téchto bz-2 mutanti nedochazi k navazani
GSH a je tak narusen transport anthocyaninti do vakuoly. 1% 163 Podobné byl narugen pienos

t&chto metaboliti v dal§im mutantu GST — An9 u Petunia hybrida. 1%

Transport sekundarnich metabolitd je rovnéz zavisly na rostliné, ve které se nachazeji.
Saponarin je flavonoid nachazejici se v H. vulgare. Jeho ptfenos probiha pies protonovy antiport
a ten muize byt inhibovan dal§im flavonoidem isovitexinem, ktery tak muize byt dal§im
substratem pfenasece. OdliSny transport probihd ale u vakuol izolovanych z rostliny, ktera
saponarin neprodukuje, jako je A. thaliana. Zde doslo k transportu pomoci ABC pienasect a je
tedy mozné, Ze rostlinna buiika tyto cizi latky pfenasi pomoci vykonné¢j$iho ABC transportu,

podobné jako se zbavuje nékterych herbicidi. 1%°

Vakuolarni MATE transportéry také hraji dulezitou roli v pfenosu flavonoidt. U A. thaliana
byl popsan pienase¢ AtTTI12 (transparent testa), ktery funguje jako antiport flavonoidi za
protony na tonoplastu bun¢k osemeni, které produkuji proanthocyanidiny. Z vysledkt dalSich

pokust vyplyvé, ze tento protein se podili na pfenosu glykosidl anthocyaninti (cyanidin-3-O-
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glukosid, I1) a flavan-3-oli. Jejich aglykony, dimery flavan-3-oli a glykosidy flavanold

(kvercetin-3-O-rhamnosid) pak timto transportérem pienaseny nebyly. 1%

U pienaSec¢i AM1 a AM3 (anthoMATE) z V. vinifera byly transportovany ty anthocyaniny,
které byly acylovany. Malvidin 3-O-glukosid ani cyanidin 3-O-glukosid transportovany nebyly.
Kromé¢ anthocyanini obsahuji plody V. vinifera i flavonoly a flavan-3-oly, ale ty jsou na rozdil
od anthocyaninti produkovany v dobé, kdy nedochdzi k expresi anthoMATE transportéra a

zpuisob jejich transportu nebyl u této rostliny zatim objasnén. 167

Orthologa ptivodniho MATE proteinu z A. thaliana byly pozd¢ji nalezeny i u dalSich rostlin,
napi. Malus x domestic nebo S. lycopersicum. Stejné jako u kukufice tak i u vytvofenych

mutantt téchto druht doslo ke zméné zabarveni. 168

3.6.7. Latky pouzivané k identifikaci mechanismu transportu.
anorganické molekuly, které se vazi na membranové proteiny nebo méni podminky v jejich
okoli. Pro transportni experimenty na bunéénych suspenzich byly vyuzity nésledujici inhibitory

majici vliv na transport sekundarnich metabolitt:

Orthovanadat sodny ma tlumivy (¢inek na PM H*-ATPasu a jeho pfidani do bunééné kultury
Eschscholtzia californica vedlo k postupné alkalizaci okolniho media. Kromé toho doslo ke
snizenému vylu¢ovani benzofenanthridinovych alkaloidt. *%° U Salmonella typhimurium byl
orthovanadat také schopny inhibovat ABC transportér pro maltosu 1'% a pouziva se i pro inhibici

téchto ATPas u rostlin. 16°

Verapamil je z farmakologického hlediska fazen mezi antagonisty vapniku. Tato 1éCiva
inhibuji jeho vstup do bunky vazbou na kanaly pro transport vapniku, které jsou aktivovany
zménou membranového potencidlu. Verapamil se diky kvarternimu dusiku véaze na
podjednotku transportniho proteinu, kde blokuje funkci kanalu a tim navodi relaxaci cév nebo
tlumi depolarizaci fidicich uzla v srdci a pisobi tak jako antiarytmikum. "' Kromé toho je
verapamil také inhibitorem ABC proteini ze skupiny MDRI1. Tento ucinek byl studovan
zejména k piekondni tolerance nékterych 1é¢iv zptisobené P-glykoproteinem. 17217 Jeho tiginek
byl pozorovan i u rostlin, kde po jeho aplikaci doslo u Thalictrum minus k hromadéni berberinu

uvnitt buriky. 174
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Probenecid je 1é¢ivo, které patii do skupiny urikosurik. Ovlivnénim transportnich kanali pro
kyselinu mo¢ovou zvysuje jeji vylu¢ovani v ledvinach. 1”® Podobné jako verapamil také miize
ovlivnit vylu¢ovani 1é¢iv diky inhibici ABC transportért s tim rozdilem, ze probenecid ptisobi
na proteiny ze skupiny MRP1 a MRP2 172 a obecné pak tlumi transport organickych aniontt 176

V nékterych studiich pak probenecid naopak MRP2 stimuloval. 17/

Glibenklamid patii mezi derivaty sulfonylmodoviny a je uzivan jako antidiabetikum. 1’8 V B-
bunkach slinivky ptisobi na receptory sulfonylmocoviny (SUR1), které také patii mezi ABC
proteiny. To vede nasledné k inhibici draselnych kanalti zavislych na ATP, ¢imz se zvysi
intracelularni koncentrace drasliku, kterd nasledn¢ vede klepSimu vydeji inzulinu.
Glibenklamid také zptisobil atlum MRP1 v buiikach plicniho nadoru 1’° a inhiboval &innost

AtMRP5 v A. thaliana. 18°

Gramicidin patii do skupiny cyklickych peptidovych antibiotik, ktera jsou tvorena bakterii
Bacillus brevis. Toto antibiotikum ptsobi jako selektivni ionofor pro kationty a ovliviiuje jejich
transmembranovy pohyb. Plsobenim na ionty drasliku miize narusit procesy spojené s timto
iontem. 181 U Saccharomyces cerevisiae s vlozenym transportérem NtMATE1 byl pozorovan
po jeho aplikaci snizeny piijem nikotinu. ¥ Gramicidin D pak narusuje tvorbu ATP 18 a byla

u néj popsana i inhibi¢ni aktivita proti P-gp ATPase. 184

NH4ClI narusenim protonového gradientu miuiZze také pasobit na pfenos nékterych latek. NH4Cl
patii mezi protonofory. 176 Tyto latky jsou schopné pfechazet pies membrany, vazat protony na
druhé stran¢ a pfendSet je zpét, ¢imZ naruSuji protonovy gradient a membranovy potencial.

Stejné jako gramicidin D pak ovlivnil pifjem nikotinu do kvasinek s NtMATEL. 82

Brefeldin A je makrolidovy lakton z Eupenicillium brefeldianum a jinych askomycet, které
patii do rodu Penicillium. Pivodni vyuziti smétovalo K antivirotickym a antibakterialnim
ucinkdm, ale nasledné byl popsan jeho inhibi¢ni u¢inek na transport bilkovin v ramci buriky.
185, 18 Brefeldin A svym ucéinkem zastavuje vezikularni transport pres inhibici ,,guanine
nukleotide exchange factor. Ten hraje roli v procesu zahrnujicim zménu GDP na GTP a
nasledné aktivaci ARF GTPasy Fidici m&chytkovy transport. 37 Kromé toho brefeldin A také

rozpousti Golgiho aparat, ¢im miZe dale ovlivnit tento typ pohybu latek. 18°

Adenosintrifosfat slouzi jako hlavni zdroj energie pro Siroké spektrum reakci probihajicich
v organismu. Jeho molekula se sklada z adeninu, na ktery je pfipojena ribosa s esterové vazanou
kyselinou fosfore¢nou. Na tuto kyselinu jsou vazany dva fosfaty anhydridovou vazbou a praveé

jejim Stépenim dochdzi k uvolnéni potiebné energie. Diky fosfatim méa ATP pti pH 7,4 zéporny

42



naboj a v buiice je pfitomny v komplexu shofe¢natymi ionty. 8 MgATP se pouziva
Vv transportnich studiich k ovéfeni, jestli se koncentrace sledovaného metabolitu zvysi po

aplikaci této latky, a jestli doslo k zapojeni mechanismu zavislého na MgATP.

Bafilomycin Al je makrolidové antibiotikum, které je produkovano Streptomyces griseus spp.
Sulphurus. Jeho testovanim na ATPasach riznych membran bylo zjisténo, Ze se jedna o vyrazny
inhibitor V-ATPasy. 8 V praci shrnujici poznatky o aktivité bafilomycint byl popsan jeho
t¢inek pies vazbu na Vo podjednotku této pumpy. 1% V uréitych koncentraci, které jsou fadové

vy$si, maze pasobit i na P-ATPasy nebo ABC transportéry. 1%

N,N¢-dicyklohexylkarbodiimid (DCCD, DCCD) se pouziva piedev$im v organické syntéze
k piipravé peptidi. Jeho schopnost vazat aminokyseliny pravdépodobné stoji za jeho
inhibi¢nim G¢inkem na nékteré transportni proteiny podilejici se na prenosu protonti. DCCD
zastavuje ¢innost jednak F-ATPasy, ale také V-ATPasy, napt. u Acer pseudoplatanus. ¥t U
bakteridlni VoV1-ATPase pak byl pozorovan utlum rotace proteinu po aplikaci DCCD. %
Kromé¢ ATPas, mize DCCD inhibovat i V-PPasy, kdy se vaze na tyto pienaseCe a zabranuje

tak hydrolyze pyrofosfatu, jak bylo popsano u Vignus radiata. 1%
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material a metody

4.1.1. Pouzité chemikalie

2,4-difenoxyoctova kyselina (2,4-D) p. a.;SERVA (Némecko)
6-benzylaminopurin (BAP) p. a.; SERVA (Némecko)

Acetonitril LiChrosolv; Merck (Némecko) pro HPLC

Bafilomycin Al ze Streptomyces griseus > 90%; Sigma-Aldrich (Némecko)
Biochanin A p. a.; Sigma-Aldrich (Némecko)

Brefeldin A, Sigma-Aldrich (Némecko)

Cellulasa Onozuka R-10 1 U/mg; SERVA (Némecko)

Daidzein p. a.; Fluka (Némecko)

DCCD puriss., > 99.0%; Sigma-Aldrich (Némecko)

Destilovana a ultradistd voda; Farmaceuticka fakulta UK, Hradec Kralové (Ceska republika)
Dihydrogenfosforeénan amonny p. a.; PENTA (Cesk4 republika)
Dihydrogenfosforeénan sodny monohydrat p. a.; PENTA (Ceska republika)
DMSO 98,6%; Sigma-Aldrich (Némecko)

Dusiénan draselny p. a.; PENTA (Ceska republika)

Ethanol 96%, PENTA (Ceska republika)

FeNaEDTA p. a.; Sigma-Aldrich (Némecko)

Ficoll 400; Fluka, Sigma-Aldrich (Némecko)
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Formononetin p. a.; Roth (Némecko)

Genistein p. a.; Sigma-Aldrich (Némecko)

Genistin p. a.; Fluka (Némecko)

Glibenklamid > 99%; Sigma-Aldrich (Némecko)

Gramicidin z Bacillus aneurinolyticus (B. brevis); Sigma-Aldrich (Némecko)
HEPES > 99.5%; Sigma-Aldrich (Némecko)

Chlorid amonny p. a.; PENTA (Ceska republika)

Chlorid kobaltnaty hexahydrat p. a.; PENTA (Ceska republika)
Chlorid vapenaty p. a., PENTA (Ceska republika)

Chlorid vapenaty hexahydrat p. a.; PENTA (Cesk4 republika)
Jodid draselny p. a.; PENTA (Ceska republika)

Kinetin p. a.; SERVA (Nemecko)

Kyselina borita p. a.; PENTA (Ceska republika)

Kyselina fosforeéna p. a.; PENTA (Ceska republika)

Kyselina nikotinovéa; BDH (Velka Britanie)

Macerozym R-10; SERVA (Némecko)

D-Mannitol > 98%; Sigma-Aldrich (Némecko)

Metavanadi¢nan amonny &isty; Lachema Brno (Ceska republika)
Methanol &isty; PENTA (Ceska republika)

Methanol pro HPLC; Avantor (USA)
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MgATP; Sigma-Aldrich (Némecko)

Molybdenan sodny p. a.; PENTA (Ceska republika)
myo-Inositol for plant cell culture; Sigma-Aldrich (Némecko)
NaEDTA 99%; Sigma-Aldrich (Némecko)

Neutralni Eerveii p. a.; Lachema (Ceska republika)
Orthovanadat sodny > 99%; Santa Cruz Biotechnology (Némecko)
Polyethylenglykol 4000; Sigma-Aldrich (Némecko)
Probenecid > 98%; Sigma-Aldrich (Némecko)

Pyridoxin hydrochlorid; Sigma-Aldrich (Némecko)
Sacharosa p. a.; PENTA (Ceska republika)

Siran amonny p. a.; PENTA (Ceska republika)

Siran hote¢naty p. a.; PENTA (Ceska republika)

Siran manganaty p. a.; PENTA (Ceska republika)

Siran méd'naty pentahydrat p. a.; PENTA (Ceska republika)
Siran vanadylu; Riedel de Haén (Némecko)

Siran zine¢naty heptahydrat p. a.; PENTA (Ceska republika)
Siran Zeleznaty p. a.; PENTA (Ceska republika)

Thiamin hydrochlorid p. a.; Sigma-Aldrich (Némecko)

Verapamil 98%; Sigma-Aldrich (Némecko)
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4.1.2. Pristrojové a laboratorni vybaveni

Analytické vahy Sartorius CPA225D; Sartalex (Ceska republika)
Automatické pipety Acura; Socorex (Svycarsko)

Centrifuga Z326K; Hermle (Némecko)

Heidolph rotary evaporator Laborota 4010; Sigma-Aldrich (Némecko)
HPLC soustava Jasco; (Japonsko)

Chladici sk¥inn NS 600.2 VV; Frigera (Ceské republika)

Injekeni stiikacka

Lab dancer; IKA (Némecko)

Laboratorni sklo a porcelan Sial, Simax; Kavalier (Ceska republika)
Mikrofiltr 0,2 a 0,45 um; VWR international (USA)

Mikroskop OLYMPUS CH20; Micro-Optics (USA)

Miracloth EMD Millipore; VWR (USA)

Multi-flask Shaker VKS 75, Edmund Biihler, Fisher Scientific (USA)
Okuléarova USB kamera AM4023; Dino-Lite (Taiwan)

Orbital Shaker 3015; GFL (Némecko)

Parafilm M; Bemis (USA)

Parni sterilizator PS20 A Chirana; LABO-MS (CR)

Predvazky KERN 440-45 N; KERN (Némecko)

Souprava na homogenizaci tkani CD1-1KT; Sigma-Aldrich (Némecko)
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Box s laminarnim proudénim Fatran LF; Chirana Brno (CR)
UV Cleaner-Recirculator UVR-Mi; Biosan (Litva)
Vakuova vyvéva MZ 2C; Vacuubrand (Némecko)

Vialky sroubovaci ND9; Fisher Scientific (USA)

Vodni lazen 1042; GFL (Némecko)

Zkumavky Falcon 50 ml; Fisher Scientific (USA)

4.2. Rostlinny material

Trifolium pratense L.

Kalusova kultura T. pratense DO-8 (Ptiloha 5.; s. 3) byla odvozena z cilené poranénych ¢asti
mladych rostlin. Semena pouzitych rostlin pochizela ze Slechtitelské stanice Domoradice a
byla kultivovana na agarem zpevnéném mediu Gamborg B5 (Pfiloha 9.; s. 4). Z kalusu byla
nasledné ptipravena suspenzni kultura (Pfiloha 6.; s. 3). Kultury byly péstovany v 250ml
Erlenmeyerovych bankach na mediu Gamborg B5 s obsahem 2,4-D (9,0121 uM) a BAP
(8,8432 uM) na pevném nosici ¢asteéné ponoieném v mediu v piipadé kalusu nebo jako volné
dispergované suspenze na tfepacce. Provzdusnéni a zabranéni sedimentace u suspenze bylo
zajiSténo umisténim bank na tfepacku o 115 rpm. Oba typy kultur byly kultivovéany pti 24 °C
a l6hodinovém svételném reZzimu zajiStovaném zatrivkami. Kalusy byly pasdzovany po
4 tydnech ve sterilnim boxu, ktery byl pfed pouzitim vydezinfikovan a oSetfen germicidnim
zafenim. Nova pasaz byla pfipravena pfenesenim zdravé tkdné na povrch papirového mistku a
banika se opét uzaviela hlinikovou folii. Suspenze byly pfipraveny rozrusenim kompaktni
hmoty kalusu do media pomoci sterilni pinzety a nékolikandsobnym nasatim a vypusSténim
bunéénych shlukl automatickou pipetou a nasledn€ pasaZovany po ¢trnacti dnech. Prvni pasaz
suspenze byla odvozena z 59. pasaze kalusu. Pro studium elicitace a mechanismii transportu
byla vyuzita suspenzni kultura pasaze 3 az 10 a pasaz 4 — 14 odvozena z 67. pasaze kalusu

T. pratense.
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Genista tinctoria L.

Kalusova kultura G. tinctoria (Ptiloha 7.; s. 3) byla odvozena z rostlin vyrostlych ze semen
pochazejicich ze Zeméd¢€lské fakulty Mendelovy univerzity v Brn€. Suspenzni kultura
(Ptiloha 8.; s. 3) byla z ptivodni kalusové kultury ziskana stejnym zpisobem jako u T. pratense.
Kalusové i suspenzni kultury byly péstovany na Schenk & Hildebrandt mediu (Pfiloha 10.; s. 5)
s obsahem rustovych regulatori 2,4-D (2,2621 uM) a Kkinetinu (0,4646 pM) v 250ml
Erlenmeyerovych baiikach obsahujicich v ptipad¢ kalusu papirové mustky. Tepelné a svételné
podminky byly totozné jako u T. pratense. Kalusy byly pasazovany kazdy mésic ve sterilnim
boxu, suspenze byly pasazovany po ¢trnacti dnech. Prvni pasaz suspenze byla odvozena ze 40.

pasaze kalusu a pro vyzkum elicitace a inhibice transportu byly pouzita pasaz suspenze 5 az 8.

4.3. Ovlivnéni transportu u buné¢né suspenze

4.3.1. Elicitace

Metoda elicitace byla pouzita pro zvySeni tvorby sekundarnich metabolitl a jejich mozného
uvolnovani do zivného media. U T. pratense byl vyzkousen jako chemicky elicitor nejprve
VOSO; v koncentraci 1 a 10 uM podle Castkové'® a nasledné NH4VO3 v koncentraci 1 a
10 puM. Pro elicitaci byly buné¢né kultury pfipraveny premisténim 15 ml narostlé suspenze
Z predchozi pasaze pipetou do 20 ml nového media a tfi dny kultivovany pii 115 rpm a 24 °C.
Nasledné byl pfidan 1 ml elicitoru o pozadované koncentraci ptipravené ze zdsobniho roztoku
elicitord do suspenzni kultury (Pfiloha 11.; s. 6). Spole¢né s elicitovanymi suspenzemi byly
pfipraveny kontrolni vzorky, kde byl misto slou€enin vanadu pfidan 1 ml destilované vody.
Kontrolni a elicitorem oSetfené vzorky susenznich kultur byly postupné odebirany po 24 a 48
hodinach, zfiltrovany za normalniho tlaku pies skladany filtr a po promyti destilovanou vodou
vysuseny pfi laboratorni teploté na filtracnim papife. Media byla ihned zpracovana dle kapitoly

4.3.3. nebo v plastovych zkumavkéach zamraZena.

Suspenzni kultura G. tinctoria byla pfipravena a elicitovana stejnym zptsobem. Jako elicitor
byl vyuzit opét VOSOs a NH4V O3 v ptidavaném objemu 1 ml koncentraci 1 a 10 uM a jejich
pusobeni bylo sledovano v ramci 24 a 48 hodin. Kontrola byla provedena jako v pfedchozim

ptipad€. Odebrané vzorky byly zpracovany stejnym zptisobem a exrakty ptipraveny dle 4.3.4.
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4.3.2. Kultivace s inhibitory transportnich mechanismui

Buné¢né kultury T. pratense i G. tinctoria byly kultivovany s inhibitory riznych transportnich
mechanismu, které jsou pouzivany pii jejich identifikaci (Pfiloha 11.; s. 6). K experimentim
byly pouzity suspenzni kultury ptipravené podle 4.3.1. Pfed aplikaci elicitoru bylo do pokusné
bariky ptidano 30 pl inhibitoru ze zasobnich roztoki a suspenze byly inkubovany jednu hodinu
na tiepacce za standardnich podminek. Po jedné hodin€ byl do suspenze ptidan 1 ml elicitoru
dle vysledkt ziskanych z vlivu elicitorti na jednotlivé kultury (Kap. 5.1) a suspenze byly
kultivovany 24 hodin za standardnich podminek. Spolecné¢ se suspenzemi, kde byl ptridan
inhibitor a elicitor (Inhibitor; Kap. 5.2), byly pfipraveny i vzorky pouze s 1 ml elicitoru
(Elicitor; Kap. 5.2.) a kontrolni vzorky (Kontrola; Kap. 5.2.). Nasledn¢ byly kultury zfiltrovany,
pevny podil ususen a spolecné s mediem zpracovan dle 4.3.3. Pouzitd rozpoustédla neméla

statisticky vyznamny vliv na zménu obsahu isoflavont v susin¢ a mediu.

4.3.3. Priprava extrakti z T. pratense K HPLC analyze

Extrakty k HPLC analyze obsahu isoflavoni v susin€ a mediu byly piipraveny podle postupti
vypracovanych na katedfe farmakognosie. Vodou proplachnuté a ususené bunkysuspenzni
kultury T. pratense byly rozdrceny v téeci misce. 0,3000 az 0,5000 g suSiny bylo na
analytickych vahach odvazeno do varné banky, do které bylo pfidano 15 ml 80% methanolu a
varné kulicky. Smés byla dvakrat 15 minut extrahovana pii 80 °C na vodni 1azni pod zpétnym
chladi¢em a po vychladnuti zfiltrovana pfes vatu do odmérné baiiky o objemu 25 ml. Vata se
zachycenou suspenzi byla vracena do varné baiikky a znovu extrahovana 80% methanolem
15 minut. Po vychladnuti byl extrakt pfidan do odmérné banky s prvnim extraktem a ptipadné
se objem doplnil na 25 ml. 1,5 ml vysledného roztoku bylo pies mikrofiltr (0,45 um) pomoci

injekeni stiikacky preneseno do vialek a obsah isoflavont ur¢en pomoci HPLC.

Zméfeny objem zfiltrovaného media byl na odparce zredukovan na 5 ml a pieveden do odmérné
banky na 10 ml. Objem byl doplnén po rysku 80% methanolem. Vysledny roztok byl nejprve
prefiltrovan ptes vatu, 1,5 ml filtratu bylo ptes mikrofiltr (0,45 um) stfikackou pfeneseno do

vialky a obsah isoflavont vyhodnocen pomoci HPLC.
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4.3.4. Priprava extrakti z G. tinctoria k HPLC analyze

Extrakty z G.tinctoria byly piipraveny podobnym zptuisobem jako u T. pratense. 0,3000 az
0,5000 g rozdrcené suSiny bylo odvazeno do varné banky a po pifidani varnych kulicek
extrahovano v 10 ml 80% methanolu za varu 10 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em.
Po vychladnuti byla suspenze zfiltrovana ptes vatu do 20ml odmérné banky a pevny podil
usazeny na vaté byl spole¢né s ni vracen do varné banky a znovu extrahovan v 10 ml 80%
methanolem. Druhy extrakt byl prefiltrovan pies vatu do odmérné baiiky a objem byl doplnén
na 20 ml. Vysledny roztok byl ptes mikrofiltr (0,45 um) opét pienesen do vialky a obsah

isoflavonoidti vyhodnocen pomoci HPLC.

Filtrat ziskany po separaci bunécné suspenze z media byl po zméteni kalibrovanou pipetou
zredukovan na odparce. Pevny podil byl rozpustén v 10 ml 80% methanolu, roztok byl pieveden
do 10ml odmérné banky a objem piipadné doplnén stejnym rozpoustédlem. Po zfiltrovani pies
vatu byl roztok pomoci mikrofiltru (0,45 um) a injek¢ni stiikacky aplikovan do vialek. Obsah

isoflavonti byl vyhodnocen pomoci HPLC.

4.4. Ovlivnéni transportu u izolovanych vakuol

4.4.1. 1zolace protoplasti

Pro vyzkum vakuoldrniho transportu byla pouZzita 10 dni stara suspenzni kultura T. pratense a
roztoky uvedené v Ptiloze 12. (S. 7). Suspenze byla zfiltrovana na Biichnerové nalevce za
snizeného tlaku tak, aby vznikla usazenina nebyla zcela vysuSena. Po jejim promyti roztokem
A (500mM mannitol) a ~zfiltrovani, bylo zhruba 50 g suspenze odvazeno do 250ml
Erlenmeyerovy banky a smichano se 100 ml roztoku enzymi (cellulasa, macerozym). Do
bunééné suspenze (Pfiloha 13.; s. 9) s enzymatickym roztokem bylo ptidano 0,0025 g neutralni
Cervené pro zvyraznéni protoplasti a vakuol (Ptiloha 14.; $9.) a banika byla postavena na
ttepacku o 115 rpm do kultivaéni mistnosti. Reakce probihala pii 24 °C za ochrany pied

svétlem. Priibézné byl kontrolovan nardst obsahu protoplastl a po tiech az ¢tyfech hodinach

doslo u vétsSiny bungk k Iyze bunééné stény (Ptilohy 15., 16.; s. 10).
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4.4.2. 1zolace vakuol

Pro izolaci vakuol byl vyuzit upraveny postup dle Pomahacové. * Protoplasty byly
prefiltrovany pies vrstvu Miracloth, kterd slouzi k separaci protoplastii od nedegradovanych
bun¢k. Suspenze protoplasti byla rozdélena do ¢ty zkumavek a odstiedéna v centrifuze
HERMLE pii 2200 rpm po dobu 10 min. Supernatant byl opatrné odstranén, pelety byly
resuspendovany v 5 ml roztoku B (500mM mannitol, 10mM HEPES) a pfeneseny do dvou
50ml zkumavek tak, Ze kazda obsahovala 10 ml protoplastové suspenze. Do kazdé zkumavky
bylo pifidano 20 ml destilované vody, aby doSlo klyze protoplasti a uvolnéni vakuol
(Priloha 17.; s. 11). Lyza byla podpofena protiepavanim zkumavek a jejich postavenim na
Labdancer nebo nékolikanasobnym nasatim pies usti Sml pipety. Suspenze byla nasledné
rozdélena pipetou po 5 ml do 12 centrifugacnich zkumavek a odstfedéna pii 4000 rpm a 4 °C
po dobu 15 minut.

Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana v 5% roztoku Ficollu. Suspenze, ktera
obsahovala kromé vakuol nezddouci balast nebo nelyzované protoplasty, byla piipadné
precisténa pomoci gradientu vytvofeného roztoky Ficollu o rizné koncentraci: na dno
centrifugacni zkumavky byl napipetovan 15% Ficoll, opatn¢ ptevrstven 10% Ficollem a
nasledn¢ suspenzi vakuol v 5% Ficollu. Zkumavky s roztoky byly odstfedény pti 2200 rpm a
4 °C po dobu 10 minut. Vakuoly se hromadily pfevazné na mezifazi 10% a 15% Ficollu.
Z tohoto rozhrani byly opatrné odebrany pipetou a po spojeni vSech frakci nasledné rovnomérné
rozdéleny znovu do 12 centrifugacnich zkumavek. Tyto zkumavky byly odstfedény pfii

4000 rpm a 4 °C po dobu 15 minut.

4.4.3. Ovlivnéni vakuolarniho transportu

Po odstranéni supernatantu byly pelety vakuol (Pfiloha 18.; s. 11) resuspendovany v 8 ml
kontrolnich nebo zkouSenych roztoka (Ptiloha 12.; s. 7-8). Zkousené roztoky obsahovaly latky
ovliviijici transport (MgATP, bafilomycin Al, DCCD) a byly jako kontroly déleny dle
ptitomnosti (G+) ¢i absence (G-) pridaného genistinu. U kazdého roztoku byla provedena tii
méfeni. 2 ml smési od kontrolnich a zkouSenych vzorku byly ihned pieneseny do nové
zkumavky a odstfedény pii 4000 rpm a 4 °C po dobu 10 minut. Oddéleny supernatant byl
smichan s 1 ml 80% methanolu a pipetou premistén do vialky. K peleté vakuol byly pridany 2

ml 80% methanolu a suspenze byla rozmichana postavenim na Labdancer po dobu 15 sekund.
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Smés byla pies mikrofiltr (0,2 um) zfiltrovana injek¢ni stiikackou do vialek. Odbér vzorku byl
stejnym zpusobem zopakovan po 2, 4 a 24 hodinach a vzorky byly vyhodnoceny na HPLC.

4.5. HPLC analyza obsahu isoflavont

K analyze vzorki byla pouzita chromatoGraficka soustava Jasco skladajici se z ¢erpadla PU-
2089, detektoru MD-2015, autosampleru AS-2055, predkolonového filtru, kolony
LiChroCART 250x4 s ochrannou piedkolonkou a se stacionarni fazi LiChrospher 100 RP-18
(5 um). Stacionarni faze se skladala ze sorbentu na bazi silikagelu o velikosti ¢astic 5 um, na
jejich hydroxylové skupiny byly navdzany nepolarni uhlovodikové fetézce (18 atomu uhliku)
tvorici reverzni fazi. K uréeni totoznosti a obsahu isoflavont genistinu, daidzeinu, genisteinu,
formononetinu a biochaninu A byly pouzity jejich vnéjsi standardy (Pfilohy 19. — 25.; s. 12-
15). Metoda HPLC analyzy téchto metaboliti byla vytvofena na katedie farmakognosie

PharmDr. Janem Martinem, PhD. a pouzita v pfedchozich pracich. 1%°

Eluce mobilni faze, ktera obsahovala jako pufr vzdy 0,15 % kyseliny fosforecné, probihala
nejprve gradientove. Slozeni mobilni faze se ménilo v ¢ase od t = 0, kdy byla koncentrace 30%
methanolu az po 80% methanol v ¢ase t = 9 min. Poté nésledovala isokraticka eluce 80%

methanolem do ¢asu t = 15 min. Prutok kolonou byl 1,1 ml/min.

Detekce obsahovych latek pomoci DAD detektoru probihala v rozmezi vinovych délek 190 —
450 nm. Udaje o obsahu pozadovanych latek byly vypoéteny z piki pii vinové délce 260 nm.

Obsah isoflavoni byl kvantifikovan matematickou metodou normalizace a porovnanim
s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci extern¢ méfenych standardi. Identifikace pikt byla

provedena na zéklad¢ retencnich Casii a spekter.

Calibration curve: isoflavony - genistin

1. Genistin - 7%
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2. Daidzein

x: koncentrace (mg/100 ml)
y: plocha; y =bx + a
regresni koeficient: 0.9938

a=0; b=10.340

3. Genistein

x: koncentrace (mg/100 ml)
y: plocha; y =bx + a
regresni koeficient: 0.9988

a=0; b=238.010

4. Formononetin

x: koncentrace (mg/100 ml)
y: plocha

y=bx+a

regresni koeficient: 0.9994

a=0; b=14.860

5. Biochanin A

x: koncentrace (mg/100 ml)
y: plocha; y =bx + a
regresni koeficient: 0.9997

a=0;b=42
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4.6. Statistické zhodnoceni vysledki % 1%

Kone¢né vysledky prezentované v grafech jsou aritmetickym primérem hodnot ziskanych ze
tii jednotlivych méfeni, kterd byla provedena pro kazdy kontrolni i experimentalni vzorek.
Aritmeticky primér predstavuje soucet namétenych vysledki délenych jejich poctem.

Standardni odchylka pak urcuje, jak velky je rozptyl hodnot od pfedpokladaného pruméru.

K zjisténi toho, jestli byl rozdil mezi vzorky statisticky vyznamny a doslo po aplikaci elicitoru
nebo inhibitoru k relevantni zméné obsahu isoflavond, byl pouzit dvojvybérovy studentiv t-
test. Tento t-test byl neparovy vzhledem k tomu, Ze byly porovnavany dva soubory hodnot
ziskanych z kontrolnich nebo experimentalnich méfeni. Rozdil mezi odchylkami u jednotlivych
hodnot byl stanoven pomoci F-testu, ktery urcuje, jestli pfidané latky ovlivnily ptislusny

rozptyl.

Pro kazdy kontrolni a experimentalni vzorek byla provedena tii soubézna stanoveni. Pocet
¢lenti kontrolnich méteni n1 a pocet pokusnych méfeni nz byl roven tfi a pocet stupnd volnosti
Vv se tak rovnal ¢tyfem. Kriticka hodnota testovaciho kritéria t(v)P je pfi tomto poctu V a uréené
hladin¢ vyznamnosti P = 0,05 rovna 2,78. Jestlize vypocitané kritérium splitovalo podminky

kritické hodnoty a hladiny vyznamnosti (p < 0,05), byl rozdil hodnot statisticky vyznamny.

V grafech byl tento statisticky vyznamny nartst nebo pokles obsahu isoflavoni oznacen
hvézdickou. V piipadé uréeni vlivu inhibitoru (Kap. 5.2.) oznacuje hvézdicka nad sloupcem
inhibitoru statisticky vyznamny rozdil mezi inhibitorem a elicitorem. Hvézdicka nad elicitorem
rozdil mezi nim a kontrolou. Hvézdic¢ka nad kontrolou rozdil mezi inhibitorem s elicitorem a

kontrolou.

Statistika byla vypoc¢itana pomoci programu Microsoft Excel 2016.
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5. VYSLEDKY

5.1. Elicitace suspenznich kultur

Suspenzni kultury T. pratense a G. tinctoria byly elicitovany slou¢eninami vanadu o rtiznych
koncentracich a byl sledovan vliv elicitoru na obsah isoflavont v susin¢ a na jejich uvoliiovani
do zivného media po 24 a 48 hodinach. Jako elicitory byly pouzity NHsVO3 (E1) a VOSO4
(E2). Sloupce oznaéené hvézdi¢kou oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a

elicitovanymi vzorky.

5.1.1. Vliv slouéenin vanadu na obsah isoflavonii v T. pratense.

Graf 1.1.a  Vliv elicitoru na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 1.1.o  Vliv elicitoru na obsah genistinu v susin¢ v mg/g
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Graf 1.2.a Vliv elicitoru na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 1.2.b  Vliv elicitoru na obsah genisteinu v susin¢ v mg/g
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Graf 1.3.a Vliv elicitoru na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml
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Graf 1.3.b Vliv elicitoru na obsah biochaninu A v susin¢ v mg/g
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Graf 1.4.a Vliv elicitoru na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml
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Graf1.4.b  Vliv elicitoru na obsah daidzeinu v susiné v mg/g
m24h O48h
0,20 -
)
D
£0,15 A i
=
[<5)
80,10 - T
s * T *
£0,05 - § T
° N N
0,00 . .
Kontrola E1 1umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory

58




Graf 1.5.a

Vliv elicitoru na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 1.5.b  Vliv elicitoru na obsah formononetinu v susiné v mg/g
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5.1.2. Vliv slou¢enin vanadu na obsah isoflavoni v G. tinctoria
Graf 2.1.a Vliv elicitoru na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 2.1.b Vliv elicitoru na obsah genistinu v susiné v mg/g
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Graf 2.2.a  Vliv elicitoru na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 2.2.b  Vliv elicitoru na obsah genisteinu v susiné v mg/g
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Graf 2.3. Vliv elicitoru na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml
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Graf 2.4.a Vliv elicitoru na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 2.5.a Vliv elicitoru na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml

024 h O48h
— 5,0 ~
IS
o
S 4,0 A * *
S T 7 * - T
€3, 1 o —
[y T LT
g 2,0 - I -[ T *
T
£
S 1,0 1
A4
o 0,0 — T — T — T — T —
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
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5.2. Inhibice transportu isoflavoni do media

Suspenzni kultury T. pratense a G. tinctoria byly kultivovany s elicitorem a riznymi inhibitory
ovlivilujici mechanismus sekundarnich metabolitd. Tento vliv byl sledovan v porovnani
S kulturami oSetfenymi pouze elicitorem nebo kontrolou. Jako inhibitory byly pouzity NH4Cl,
gramicidin (Gr), brefeldin A (Br), orthovanadat sodny (Ort), verapamil (Ver), probenecid (Pr)
a glibenklamid (GlI).

Sloupce oznacené hvézdickou oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi vzorky,

vzorky s elicitorem a vzorky s elicitorem a inhibitorem (Kap. 4.6.).

5.2.1. Vliv inhibitori na transport isoflavonu v T. pratense.

Graf3.1.a  Vliv inhibitord na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 3.1.c  Vliv inhibitord na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 3.2.b

Vliv inhibitorti na obsah genisteinu v susin¢ v mg/g
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Graf 3.3.a

Vliv inhibitorti na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml
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Graf 3.3.d  Vliv inhibitorti na obsah biochaninu A v susin¢ v mg/g
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Graf 3.4.a  Vliv inhibitor( na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 3.4.c  Vliv inhibitor( na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml
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m Kontrola mElicitor m Inhibitor
6,00 -

5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

Obs. formonon. mg/100 ml

0,00

NH4CIl 1 mM NH4CI 10 mM GrluM Br2,5uM Br5uM Br 10 uM

68



Graf 3.5.b

Vliv inhibitorti na obsah formononetinu v susiné¢ v mg/g
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5.2.2. Vliv inhibitora na transport isoflavont v G. tinctoria.

Graf4.1.a  Vliv inhibitord na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 4.1.d Vliv inhibitori na obsah genistinu v susin¢ vV mg/g
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Graf 4.2.c Vliv inhibitorti na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 4.3.b

Vliv inhibitorti na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml
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Graf 4.4.c  Vliv inhibitor( na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml
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Graf 45.b

Vliv inhibitori na obsah formononetinu v susin¢ v mg/g

0,5 ~
04
0,3

0,2

Obs. formononetinu mg/g

0,1

0,0

m Kontrola mElicitor = Inhibitor

NH4CI 1 mM NH4CI 10 mM GrluM Br2,5uM Br5uM Br 10 uM

Graf4.5.c

Vliv inhibitorti na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml

o o o
| I |

©

Obs. formonon. mg/100 ml
PN W~ o N
o o

©

o
o

il el

m Kontrola mElicitor m Inhibitor

Ort 1uM Ort1 mM Ver ImM Pr0,5 mM Pr1mMm Gl 0,5 mM Gl1mMm

Graf4.5.d

Vliv inhibitorti na obsah formononetinu v susiné v mg/g

o o o ©
N w S ol
1 1 1 )

o
[N
I

Obsah formononetinu mg/g

o
o
I

il

m Kontrola mElicitor = Inhibitor

Ort 1 uM Ort1 mM Ver 1ImM Pr0,5 mM Pri1mMm Gl 0,5 mM Gl1mM

75



5.3. Transport genistinu pres vakuolarni membranu

K peleté vakuol izolovanych ze suspenzni kultury T. pratense byly ptfidany rtizné roztoky
obsahujici latky ovliviiujici transport: MgATP, bafilomycin A1 (Baf) a DCCD. Jejich vliv byl

sledovan jednak u vzorkt bez genistinu (G-) nebo s ptidanym genistinem (G+).

Sloupce oznacené hvézdi¢kou oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky s latkou

ovlivijici transport a kontrolou.

5.3.1. Vliv MgATP na transport genistinu

Graf5.1.1.a VIiv MgATP na obsah genistinu ve vakuolach v mg/peleta
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Graf 5.1.2.

Vliv MgATP na obsah genistinu v supernatantu v mg/100 ml
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5.3.2. Vliv bafilomycinu Al na transport genistinu

Graf 5.2.1.a Vliv bafilomycinu na obsah genistinu ve vakuolach v mg/peleta
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Graf 5.2.1.b  Vliv bafilomycinu na obsah genistinu ve vakuolach v mg/peleta

Baf G+ Kontrola G+

Obs. genistinu mg/peleta

==
=

0,00 . . = . =

0h 2h
Doba odbéru

78



Graf 5.2.2.  Vliv bafilomycinu na obsah genistinu v supernatantu v mg/100 ml
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Graf 5.2.3.  Vliv bafilomycinu na obsah genisteinu ve vakuolach v mg/peleta
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Graf 5.2.4 Vliv bafilomycinu na obsah genisteinu v supernatantu v mg/100 ml
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5.3.3. Vliv DCCD na transport genistinu
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Graf 5.3.2.  VIliv DCCD na obsah genistinu v supernatantu v mg/100 ml
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Graf 5.3.1  VIliv DCCD na obsah genisteinu ve vakuolach v mg/peleta
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Graf5.3.4.  VIiv DCCD na obsah genisteinu v supernatantu v mg/100 ml
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6. DISKUSE

6.1. Diskuse k elicitaci suspenznich kultur

6.1.1. Vliv slou¢enin vanadu na obsah isoflavonii v T. pratense.
Genistin

Statisticky vyznamné zvyseni obsahu genistinu oproti kontrole 0 137 % bylo v mediu naméteno
po elicitaci E1 o koncentraci 10 uM a 24hodinové kultivaci. Tento elicitor o stejné koncentraci
zvysil obsah genistinu 1 po 48 hodinach, ale nesplnoval kritéria stanovené hladiny vyznamnosti.
E2 o koncentraci 10 uM také zvysil obsah genistinu po 24a 48 hodinach, nicméné ani jeden
narlst nebyl statisticky vyznamny (Graf 1.1.a). V susiné kultury T. pratense nebyl pozorovan
statisticky vyznamny rozdil obsahu genistinu oproti kontrole, ktera méla po 24 hodinach vyssi
koncentraci isoflavonu pii srovnani s elicitovanymi vzorky. Po elicitaci 1uM roztokem E2

doslo po 48 hodinach ke statisticky vyznamnému snizeni mnozstvi genistinu v susin¢ (Graf

1.1.b).

Genistein

Statisticky vyznamné snizeni obsahu genisteinu v mediu bylo zaznamenano po aplikaci 1pM
roztoku E1 a 48hodinové kultivaci. Po 48hodinové elicitaci roztokem E2 (10 uM) doslo také
k vyznamnému sniZzeni obsahu genisteinu v mediu. NarGst obsahu genisteinu po aplikaci
elicitorti nebyl statisticky vyznamny. (Graf 1.2.a). Obsah genisteinu vyznamné vzrostl v susiné
po pouziti obou koncentraci elicitoru El1 v obou sledovanych c¢asovych intervalech.
Koncentrace 1 uM zvysila vyrazné obsah genisteinu po 48 hodinéach, zatimco koncentrace
10 uM uz po 24 hodinach, kdy doslo k desetkrat vétsimu narustu obsahu genisteinu oproti
kontrole. Elicitor E2 (10 uM) zvysil po 24 hodindch mnozstvi tohoto isoflavonu v susiné

podobné jako elicitor E1 (1 uM) (Graf 1.2.b).

Biochanin A

U biochaninu A nastal statisticky vyznamny narust jeho obsahu v mediu po aplikaci roztokt
E2, kdy roztok o koncentraci 1 uM po 48 hodinach zvysil obsah vice nez 10uM roztok E2 a
také nez 10uM roztok E1. Jisty nardst v mediu byl pozorovatelny i u E1 (1 uM, 24 h), ale nebyl
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statisticky vyznamny (1.3.a). Vys§i koncentrace biochaninu A v susiné byly naméfeny po
24hodinové kultivaci s E1 i E2. Nejvyssi statisticky vyznamny rozdil mezi elicitorem a
kontrolou byl zaznamenan po aplikaci roztoku E2 (10 uM). Pisobenim elicitoru E2 doslo
k nartistu mnozstvi isoflavonu i po 48 hodinach, ale rozdily mezi elicitovanymi a kontrolnimi

vzorky nebyly statisticky vyznamné (Graf 1.3.b).

Daidzein

Podobné jako u genistinu doslo k statisticky vyznamnému nértstu pfitomnosti daidzeinu o
135 % v mediu pouze po 24hodinové kultivaci s roztokem E1 (10 uM) (Graf 1.4.a). V susiné
byl pozorovan statisticky vyznamny pokles daidzeinu po 24 hodinach po aplikaci 1uM roztoku
E2 a po 48hodinové kultivaci s elicitory E1 (10 uM) a E2 (1 uM; 10 uM) (Graf 1.4.b).

Formononetin

Po pouziti elicitordi E1 a E2 doSlo u vSech elicitovanych kultur po 24hodinové kultivaci
k poklesu koncentrace formononetinu v mediu oproti kontrole. Zadny rozdil ale nebyl
statisticky vyznamny. Jediny statisticky vyznamny rozdil byl narst obsahu formononetinu o
44 % pozorovany po aplikaci 1uM roztoku El a 48hodinové kultivaci (Graf 1.5.a). V susiné
bylo pozorovano statisticky vyznamné zvySeni obsahu formononetinu po pouziti roztoku E1
(1 uM) a E2 (10 uM) a kultivaci 24 hodin. Nardst jeho mnozstvi byl naméfen i po piidani E1
(10 uM, 24 h), ale vysledek nebyl statisticky vyznamny. Po 48 hodinach ptsobeni E1 v obou
koncentracich doslo k statisticky vyznamnému poklesu obsahu formononetinu v susiné¢ oproti

kontrole (Graf 1.5.b).

6.1.2. Vliv slouéenin vanadu na obsah isoflavona v G. tinctoria

Genistin

Vyznamny narust obsahu genistinu v mediu byl pozorovan po 24hodinové elicitaci roztoky E1
(1 uM: narust o 158 %; 10 uM: 139 %) a po 48hodinové elicitaci roztokem E1 (10 uM, 123 %).
Roztok E2 vyznamné neovlivnil obsah genistinu v mediu (Graf 2.1.a). Statisticky vyznamny
nardst mnozstvi genistinu oproti kontrole byl naméfen v susiné pouze po aplikaci roztoku E1
(10 uM) a 48hodinové kultivaci (Graf 2.1.b).
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Genistein

Nejvyssi koncentrace genisteinu byla v mediu namétena po 24hodinové kultivaci s E1 (1 uM),
kdy byl narust isoflavonu oproti kontrole statisticky vyznamny. Dalsi pouzité koncentrace
elicitort se neprojevily ve sledovanych cCasech statisticky vyznamnymi rozdily obsahu
genisteinu (2.2.a). V susin¢ nebyl nartst obsahu genisteinu po 24hodinové kultivaci roztokem
E1 o koncentraci 1 uM statisticky vyznamny. U ostatnich koncentraci elicitorti a sledovanych

Casu také nebyl pozorovan statisticky vyznamny narast obsahu tohoto isoflavonu (2.2.b).

Biochanin A

U biochaninu A nebylo pozorovano statisticky vyznamné zvySeni jeho obsahu oproti kontrole
v mediu i pfes jisty narast po aplikaci E1 (10 uM, 24 h). Po 48hodinové elicitaci E2 (1 uM) byl
zaznamenan vyznamny pokles koncentrace tohoto isoflavonu (Graf 2.3.). Obsah biochaninu A

v susin¢ G. tinctoria byl mimo mez detekovatelnosti.

Daidzein

I pfes zvysSeny obsah daidzeinu u nékterych extraktl ziskanych z media elicitorem oSetfenych
suspenzi, nebylo pozorovano statisticky vyznamné uvolnéni tohoto isoflavonu po aplikaci
elicitort E1 a E2 (Graf 2.4.a). V suspenzni kultufe, kde byl pouzit roztok E1 (1 uM) byl
pozorovan statisticky vyznamny narist obsahu daidzeinu Vv susin€ o 96 % oproti kontrole po
24 hodinach. Po 24hodinoové aplikaci elicitoru E2 (10 uM) byla také naméfena vyssi

koncentrace daidzeinu, ale nebyla statisticky vyznamna (2.4.b).

Formononetin

Statisticky vyznamné uvolnéni formononetinu do media oproti kontrole bylo pozorovano po
24 hodinach elicitace s roztoky E1 a 48 hodinach s E2 (1 uM). Aplikace elicitoru E2 (10 uM,
24 h) zpusobila statisticky vyznamny pokles obsahu tohoto isoflavonu (Graf 2.5.a). V susiné

nebyl pozorovan statisticky vyznamny narGst mnoZstvi formononetinu oproti kontrole

(Graf 2.5.h).
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6.1.3. Shrnuti

U T. pratense doslo po aplikaci elicitoru E1 Kk statisticky vyznamnému nardstu vsech
sledovanych isoflavonii v mediu s vyjimkou genisteinu. Vyssi obsah metabolitt ale zavisel na
pouzité koncentraci elicitoru a dobé kultivace. Po aplikaci 1uM roztoku E1 bylo v zivném
mediu zvySené mnozstvi formononetinu po 48 hodinach. Pouziti 10uM elicitoru E1 zptsobilo
narust genistinu a daidzeinu po 24 hodinach, zatimco biochaninu A po 48 hodinéch. Statisticky
vyznamny narlst nastal u biochaninu A i po pfidani 1 a 10uM elicitoru E2 a 48hodinové
kultivaci. V susin¢ byl naméfen zvySeny obsah genisteinu po aplikaci roztoku E1 (1 uM i
10 uM) u obou intervalti odbéru a také u roztoku E2 (10 uM, 24 h). Elicitor E2 o stejné
koncentraci (10 uM) a dobé kultivace (24 h) zptsobil i narGst obsahu formononetinu a
biochaninu A. Elicitor E1 pak zvysil obsah formononetinu a biochaninu i po aplikaci 1uM
roztoku a kultivaci 24 hodin. Po aplikaci nékterych elicitort a statisticky vyznamnému narastu
obsahu isoflavonit v mediu bylo v susiné piislusnych vzorkli pozorovano snizené mnozstvi
techto isoflavonu. Tento jev nastal napf. u genistinu (E1, 10 uM, 24 h), daidzeinu (E1, 10 uM,
24 h) nebo formononetinu (E1, 1 uM, 48 h). Naopak vyssi obsah isoflavond v susiné nez
v mediu oproti kontrole byl zaznamenan u genisteinu (E1, 10 uM, 48 h; E2, 1 uM, 48 h) nebo
formononetinu (E2, 10 uM, 48 h). Statisticky vyznamny rozdil v obsahu isoflavont oproti
kontrole ale nastal vétSinou pouze u media nebo u susiny. Také pomér obsahu isoflavonti
Vv kontrolnich a elicitovanych vzorcich se lisil mezi mediem a susinou. U biochaninu A (E1,

1 uM, 24 h) doslo ke zvySeni jeho obsahu jak v mediu, tak v susing.

V mediu ziskaném po elicitaci suspenzni kultury G. tinctoria byl naméten statisticky vyznamny
nardst genistinu a formononetinu po aplikaci 1 a 10uM elicitoru E1 a 24hodinové kultivaci.
V mediu, kde byl pouzit elicitor E1 o koncentraci 1 pM, doslo po 24 hodinach ke statisticky
vyznamnému zvyseni obsahu genisteinu. Elicitor E2 pak zplsobil statisticky vyznamny narist
u formononetinu po 24 hodinach (koncentrace 10 uM) a 48 hodinach (1 uM). V susiné bylo
pozorovano vys$§i mnozstvi genisteinu a daidzeinu naméfené po aplikaci 1 uM roztoku elicitoru
E1l a nasledné 24 hodinové kultivaci. Stejny elicitor pak zpusobil statisticky vyznamny nartst
genistinu po 48 hodinach v koncentraci 10 uM. U G. tinctoria se statisticky vyznamné zvyseni
koncentrace isoflavoni v mediu oproti kontrole projevilo i nartistem obsahu v susiné u

genistinu (E1, 1 uM, 24 h; 10 uM, 48 h), daidzeinu (E1, 1 uM, 24 h) nebo genisteinu (E1,
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1 uM, 24 h). Ve vétsing ptipadl ale nebyl rozdil v druhém typu vzorki statisticky vyznamny.
U formononetinu se statisticky vyznamny narust obsah v mediu po elicitaci roztoky E1 (1 uM,

24 h) aE2 (1 uM, 48 h) projevil statisticky nevyznamnym poklesem v susing.

Primarnim cilem elicitace suspenznich kultur T. pratense a G. tinctoria slou¢eninami vanadu
bylo nalézt takovou koncentraci, ktera by zvysila obsah vybranych isoflavonti v mediu. Vhodny
elicitor byl nasledné vyuzit pro transportni experimenty v dal$i ¢asti prace. U kultur T. pratense
a G. tinctoria byla pozornost zaméfena na genistin, jeho aglykon genistein a 4’-O-methyl

analog biochanin A. Daéle byl pozorovan aglykon daidzein a jeho derivat formononetin.

Vlivem sloucenin vanadu na rostlinny organismus se v minulosti zabyvala fada praci, a to
ptedevsim z hlediska inhibice ristu hospodatskych plodin a neutralizace tohoto plisobeni, napf.
chelataci. %7 Té&zké kovy, mezi které vanad patii, mohou pres autooxidaci nebo Fentonovu
reakci vytvaret volné radikaly, mohou se vazat na strukturni molekuly bun¢k nebo vytésnovat
jiné ionty z jejich vazeb na biomolekuly. *® Slou¢eniny vanadu v oxida¢nim stupni p&ét mohou
byt redukovany nékterymi enzymy zavislymi na NAD(P)H (napi. lipoyldehydrogenasa) na
sloudeniny ve stupni &tyfi za tvorby H20; a nasledné hydroxylového radikalu. 1% Z hlediska
ovlivnéni biomolekul se NH4VO3 spolecné s niklem podilel na inhibici biosyntézy polarnich
lipidd u Pinus banksiana, které jsou souc¢asti membran. 2%° U VOSOQ4 byla popsana hydroxylace

deoxyguaninu s naslednym poskozenim DNA tvorbou zlomii. 2%

Pusobeni vanadu na rostliny z ¢eledi Fabaceae bylo sledovano u hydroponicky péstovaného
P. vulgaris. Aplikace VOSO4 vedla k ubytku hmotnosti a k hromadéni vanadu piedevsim
v kotenech a k poklesu obsahu vapniku. 29223 Qproti tomu vanadat nemél na vegetativni vyvoj
P. vulgaris negativni vliv. 2* U Cicer arietinum zptsobil naopak NH4VOj3 poskozeni DNA u
jedincu citlivych na vanad, zatimco u odolnych rostlin se negativni vliv na DNA neprojevil.
Oba typy rostlin mé¢ly vyssi aktivitu antioxida¢nich enzymu a snizeny obsah chlorofylu a
proteini. V mediu byla také pozorovéana zvySena vodivost zpisobend patrné uvolnénim
elektrolytii do okolniho prostfedi nasledkem poskozeni membran. To bylo ddno do souvislosti
se zvysujici se koncentraci vanadu. 2® U né&kterych organismi, jako jsou kvasinky Hansenula
polymorpha vedlo pfidani orthovanadatu sodného do media také k nardstu antioxida¢nich
enzymtu. Na rozdil od siranu méd’natého vsak pridani vanadatu nevedlo k poskozeni bunéénych

membran, 2%6

Tvorba ROS pomoci slou¢enin vanadu a nasledna reakce s membranovymi lipidy muze vést

k biosyntéze oxylipini. Oxylipiny pusobi jako dalsi signaly vedouci k zahajeni obrannych
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mechanismi buiiky s naslednou produkci piislusnych sekundarnich metaboliti. 2°” Pouziti
slou¢enin vanadu jako elicitoru bylo studovano napt. u C. roseus, kde VOSO4 zvysil obsah
ajmalicinu a catharanthinu 2%, taxolu v Taxus baccata 2% nebo nikotinu u N. tabacum, cv.
Virginiana, ale ne u cv. Burley. 2 VOSO4 byl u N. tabacum pouzit ve dvou koncentracich
(40 a 80 uM). Utinek téchto elicitorti pak zavisel nejen na zminéném typu rostliny, piipadné
organu, ale i pouzité koncentraci. Na suspenzni kultufe Panax ginseng bylo také otestovano
nékolik raznych slouc¢enin vanadu 0 koncentraci 50 uM. NH4V O3 spole¢né s NaVOs zpusobily
nejvyssi narist obsahu ginsenosidd v susiné oproti kontrole, zatimco VOSO4 dosahoval pouze

65% tcinnosti NaVOs. Obsah saponini v mediu pozorovan nebyl. 21!

Na samotné elicitaci a uvolnovani sekundarnich metabolita se podili fada faktorti, mezi které
patii samotny charakter elicitoru, jeho koncentrace nebo intenzita a doba, po kterou puisobi.
Roli hraje také typ kultury a podminky, za kterych je péstovana. * U nékterych kultur zptisobil
elicitor vyssi obsah latek v buiikach i v mediu, zatimco u jinych doslo k exportu latek beze
zmény obsahu v suginé. 22 Produkce isoflavontl v in vitro kulturach G. tinctoria byla sledovana
i V porovnani s volné rostoucimi rostlinami. Pfi nastaveni vhodnych podminek produkovaly in
vitro kultury vice sekundarnich metaboliti. "> Na tvorbu sekundarnich latek také mohlo mit vliv
i stafi kultury, kdy ve zminéné studii byly pouzity mladé kalusy, zatimco suspenzni kultury T.
pratense a G. tinctoria pro elicitacni a nasledné transportni experimenty byly odvozeny ze
starSich kalust. Ruast bun¢k a tvorba latek pak odpovida urcité ristové kiivece. Kromé téchto
zmén, které nastavaji v pribéhu jednoho cyklu, mohou byt kultury ovlivnény i stfiddnim
intervalu svétlo/tma. U genil ovliviiyjicich fotosyntézu byla nalezena zavislost na cirkadiannim
rytmu. Nékteré geny fenylpropanoidové drahy, které syntetizuji latky chréanici rostlinu pred
svétlem, mély nejvyssi aktivitu pred rozednénim. 223 V ramci provedené elicitace byly brany

pouze dva ¢asové intervaly a neni tak mozné urcit dlouhodob¢jsi vliv.

Pro transportni experimenty u T. pratense byl vybran 10uM NH4V O3, kde doslo po 24 hodinach
k statisticky vyznamnému nardstu genistinu a daidzeinu v Zivném mediu. Pfi této koncentraci
také doslo k urcitému uvolnéni genisteinu, ale jeho statisticky vyznamny nértst jeho mnoZstvi
byl naméten v susin€. Pro vyzkum transportnich mechanismii u G. tinctoria byl pouzit 1uM
NH4VOs. V této koncentraci nastalo po 24 hodinach statisticky vyznamné zvySeni obsahu
genistinu, genisteinu a formononetinu v mediu a v pfipadé dalsiho isoflavonu, daidzeinu, také

V suSiné.
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6.2. Diskuse k inhibici transportu isoflavonii do media

6.2.1. Vliv inhibitori na transport isoflavoni v T. pratense.
Genistin

Po aplikaci inhibitorti doslo k poklesu obsahu genistinu v mediu v piipadé NH4Cl (10 mM),
brefeldinu A (2,5 uM) a glibenklamidu (1 mM) (Graf 3.1.a; 3.1.c). V susiné byl pozorovan
statisticky vyznamny narist koncentrace genistinu po osetieni gramicidinem, brefeldinem A
(2,5 a5 uM), glibenklamidem (1 mM), orthovanadatem a probenecidem (0,5 mM) (Graf 3.1.b;
3.1.d). Pfenos genistinu do media byl patrn¢ zavisly na ABC transportérech ze skupiny
ABCC/MRP. Pokles jeho obsahu v mediu po aplikaci téchto inhibitord se projevil zvySenim
jeho mnozstvi v susiné. Na pienosu genistinu se mohl podilet i vezikularni transport, protoze
doslo k obdobnym zménam po aplikaci brefeldinu A (2,5 uM). Nékteré latky jako gramicidin

pak zvysily obsah genistinu v mediu i susing, kde naopak NH4Cl obsah genistinu neovlivnil.

Genistein

Statisticky vyznamny pokles obsahu genisteinu v mediu nastal po pfidani gramicidinu,
brefeldinu A (2,5 a 10 uM) a verapamilu. Naopak jeho vyssi obsah v mediu oproti kontrole bez
inhibitoru i elicitoru vyvolala aplikace NH4CIl (10 mM) a glibenklamidu (Graf 3.2.a; 3.2.c).
V susiné doslo k statisticky vyznamnému poklesu mnozstvi genisteinu oproti kontrole po
ptidani NH4Cl a brefeldinu A (2,5 uM) (Graf 3.2.b). U probenecidu (1 mM) a glibenklamidu
(1 mM) nastal pokles oproti elicitovanym vzorkim (Graf 3.2.d). I pfes to, Ze niz$i obsah
genisteinu v mediu nebyl u orthovanadatu statisticky vyznamny, k nardstu mnozstvi tohoto
aglykonu doslo Vv susiné po oSetieni timto inhibitorem a také verapamilem. Ten inhibuje ABC
transportéry z podskupiny MDR. Tento typ pfenasec¢e mohl byt ovlivnén i gramicidinem, ktery
blokuje ¢innost P-gp ATPasy a také snizil koncentraci genisteinu v mediu. Ostatni inhibitory
zpusobily spiSe snizeni obsahu genisteinu v mediu i susing (brefeldin A), nebo nardst v susiné
nebyl statisticky vyznamny (gramicidin). NH4Cl, probenecid a glibenklamid zvySily nebo

nepotlacily uvoliovani genisteinu do media.
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Biochanin A

K statisticky vyznamnému poklesu koncentrace biochaninu A v mediu doslo po aplikaci NH4Cl
(1 mM) (Graf 3.3.a). Statisticky vyznamny pokles obsahu tohoto isoflavonu u inhibitord
ovliviiujicich ATPasy byl nalezen pouze u glibenklamidu (0,5 mM) oproti kontrole bez
inhibitoru i elicitoru (Graf 3.3.c). V susiné doslo k statisticky vyznamnému nartstu mnozstvi
biochaninu A po aplikaci brefeldinu A (2,5 a 10 uM) a glibenklamidu (0,5 mM) (Graf 3.3.b;
3.3.d). Podobn¢ jako v piedchozich ptipadech byly statisticky vyznamny obsah biochaninu A
mezi inhibovanymi a kontrolnimi vzorky naméfen u inhibitord ABC pienaSeci a u brefeldinu
A. Vysledky dalSich inhibitorG teoreticky podporovaly tyto zavéry, ale kviili odchylkam

namétenych vysledkid neni mozné urcit, jaké dalsi inhibitory ovlivnily transport biochaninu A.

Daidzein

Statisticky vyznamny obsah daidzeinu v mediu u vzorkt pouze s elicitorem a vzorkd, kde byly
pouzity inhibitory, byl niz$i po aplikaci orthovanadatu, verapamilu a také glibenklamidu (0,5 a
1 mM) (Graf 3.4.c). Brefeldin A (5 uM) také zpusobil vyznamny pokles obsahu daidzeinu, ale
pouze oproti kontrole bez elicitoru (Graf 3.4.a). V susing s inhibitorem byl pozorovan nizsi
obsah daidzeinu oproti kontrole pii pouziti gramicidinu, probenecidu (0,5 mM) a brefeldinu A
(vSechny koncentrace) (Graf 3.4.b; 3.4.d). Zaroven vys$si rozdil mezi inhibovanymi a
elicitovanymi vzorky byl statisticky vyznamny pouze u brefeldinu A (5 a 10 uM). Z vysledka
vyplyvé, Ze daidzein muize byt také transportovan pomoci ABC transportérl, vzhledem
k poklesu jeho obsahu v mediu po aplikaci orthovanadatu, i kdyZ jeho nartst v susiné nebyl
statisticky vyznamny. Ostatni ABC inhibitory, které snizily obsah tohoto isoflavonu v mediu,
ale neukéazaly vyrazny, statisticky vyznamny nariist oproti kontrolam, s vyjimkou
glibenklamidu (0,5 mM). Vzhledem k nartstu obsahu daidzeinu v susiné oproti elicitovanym
kontrolam po aplikaci brefeldinu A (5 a 10 uM), kdy pokles v mediu byl vyznamny pouze po
aplikaci 5uM roztoku tohoto inhibitoru, se vezikularni transport také miize ucastnit na prenosu
tohoto isoflavonu. NH4ClI zptsobil zvySené uvolnovani daidzeinu do media oproti kontrole,

zatimco v suspenzi byl pozorovan jeho nevyznamny pokles (Graf 3.4.b).
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Formononetin

U formononetinu doslo ke statisticky vyznamnému poklesu jeho obsahu v mediu po aplikaci
brefeldinu A (5 a 10 uM), orthovanadatu, verapamilu a probenecidu (Graf 3.5.a; 3.5.¢). Naopak
k vyznamnému zvySeni koncentrace formononetinu v suSiné doslo piidanim brefeldinu A
(10 uM), orthovanadatu a probenecidu (0,5 mM) (Graf 3.5.b; 3.5.d). Transport formononetinu
probihal patrné¢ pomoci ABC transportéru (MRP) a pravdépodobné i za ucasti vezikul.
Inhibitory narusujici pH gradient v n€kterych ptipadech ziejmé ovlivnily rozdily v obsahu
formononetinu mezi zkouSenymi a kontrolnimi vzorky, ale ze zjisténych vysledkt se neda

jejich vliv na transport piesné urcit.

6.2.2. Vliv inhibitora na transport isoflavonu v G. tinctoria.

Genistin

U genistinu doslo ke statisticky vyznamnému poklesu jeho obsahu v mediu po aplikaci NH4Cl
(1 mM). Aplikace gramicidinu zpusobila vyznamné zvySeni tohoto isoflavonu v mediu oproti
kontrole (Graf 4.1.a) a probenecidu (1 mM) oproti elicitovanym vzorktm (4.1.c). V susin¢ byl
pozorovan vyznamny narast genistinu po osetteni NH4Cl (1 mM) oproti kontrole bez elicitoru
(Graf 4.1.b). V ostatnich statisticky vyznamnych piipadech ale doslo k poklesu obsahu
genistinu (Graf 4.1.d). Z vysledka tak vyplyva, Ze transport ovlivnil pouze NH4Cl, ktery

ovlivituje protonovy gradient.

Genistein

U genisteinu doslo ke statisticky vyznamnému poklesu jeho obsahu v mediu oproti
elicitovanym a/nebo kontrolnim vzorkiim po aplikaci NH4Cl, gramicidinu, brefeldinu (2,5 a
5 uM) a probenecidu (0,5 mM) (Graf 4.2.a; 4.2.c). V susin¢ pak nenastalo statisticky vyznamné
zvySeni obsahu genisteinu, ale pouze pokles u suspenzi oSetfenych NH4Cl (1 mM) a
orthovanadatem (1 uM) (Graf 4.2.b; 4.2.d). U suspenzi je také mozné pozorovat urcity narist
genisteinu v piipadé inhibitoru probenecidu, ktery ale neni statisticky vyznamny. Genistein by
tak byl transportovan patrn¢ pomoci ABC transportéri. U NH4Cl a gramicidinu pak v bunkach
doslo k dalSimu poklesu obsahu tohoto isoflavonu. Brefeldin A nezptsobil vyraznou zménu

obsahu isoflavonu v susing oproti elicitované kontrole pii zadné pouzité koncentraci.
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Biochanin A

Obsah biochaninu A byl hodnocen pouze u medii, vzhledem k jeho nizkému obsahu v suspenzi.
Gramicidin a brefeldin A (2,5 a 5 uM) vyznamné zvysily obsah tohoto isoflavonu v mediu
oproti kontrolam a podobny ucinek mél i probenecid. K statisticky vyznamnému poklesu jeho
obsahu oproti neelicitované kontrole doslo u kultur, kde byl pfidan NH4Cl a glibenklamid
(1 mM) (Graf 4.3.a; 4.3.b). Sohledem na naméfena data tak nelze stanovit mozny vliv

inhibitort na transport biochaninu A.
Daidzein

Pokles obsahu daidzeinu v mediich po oSetfeni inhibitory byl statisticky vyznamny u NH4Cl,
gramicidinu, brefeldinu A (2,5 a 5 uM), orthovanadatu (1 mM) a probenecidu (Graf 4.4.c). Po
aplikaci orthovanadatu (1 uM), verapamilu a glibenklamidu (Graf 4.4.c) nastal v mediu narst
obsahu tohoto isoflavonu. V susiné doslo ke statisticky vyznamnému snizeni mnozstvi
daidzeinu po ptidani brefeldinu A (10 uM) a verapamilu (Graf 4.4.b; 4.4.d). V ostatnich

suSinach nebyl zjistén vyznamny narlst koncentrace daidzeinu po aplikaci inhibitort.

Formononetin

Pfitomnost formononetinu v mediu byla vyznamné snizena ve vzorcich s pfidanym NH4Cl
(10 mM) a brefeldinem A (5 uM) (Graf 4.5.a) V susin¢ doslo ke statisticky vyznamnému
poklesu formononetinu opét po osetteni NH4Cl (1 a 10 mM) a brefeldinem A (5 a 10 uM)
(Graf 4.5.b). Obsah formononetinu u suspenzi s brefeldinem A byl vSak podobny jako u
kontroly bez elicitoru. Tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné, podobné jako u dalSich
pouzitych inhibitord. U inhibitorG zobrazenych v grafech 4.5.c a 4.5.d nebyla pozorovana
statisticky vyznamna zména v obsahu formononetinu. Formononetin mohl byt pravdépodobné

prenasen do vné&jsiho prostifedi pomoci ABC transportért a patrné i vezikularnim transportem.

6.2.3. Shrnuti

U T. pratense byl zaznamenan ptenos isoflavonti pfevdzné¢ pomoci mechanismu, které byly
ovlivnitelné latkami pusobicimi na ABC transportéry (glibenklamid, probenecid) nebo na

vezikularni transport (brefeldin A). U G. tinctoria byly zjisténé vysledky hiife porovnatelné, ale
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proces transportu nebude pravdépodobné odlisny, podobné jako u druhi popisovanych jinymi

autory. 214,215

Aktivni pfesun genistinu z bun&k do okoli byl pozorovan u kofenové soustavy G. max. 2* Také
u A. thaliana, kde byly flavonoidy aplikovany do prostiedi kolem riznych rostlinnych organtl,
byl pozorovan transport v ramci rostliny. Naringenin, dihydrokvercetin a dihydrokempferol
byly absorbovany pies konec a stied kofene a také kotyledonem, odkud se pohybovaly do
vzdalengjsich ¢asti, zatimco kvercetin a kempferol byly transportovany pouze koncem kotene.
V zévislosti na misté vstiebani pak ptresun flavonoidi probihal v povrchovych buiikach nebo
v tkdni cév. Vzhledem k pomérné lokalizovanému vyskytu téchto metaboliti a jejich
jednosmérnému pohybu po absorpci kotyledonem bylo vyvozeno, Ze transport v rdmci rostliny
neprobihal difuzi, ale spiSe aktivnim transportem. Z vysledkt inhibi¢nich testi posléze
vyplynulo, Ze tento transport byl tlumen pfitomnosti glutathionu a glibenklamidu a mohl se
odehravat pomoci ABCC ptenaSect. U orthovanadatu, ktery byl také pouzit, nedoslo v tomto
piipadé ke statisticky vyznamnému ovlivnéni transportu. ¥ Tato studie ukézala, ze pohyb
flavonoidi v ramci rostliny miZze byt zavisly na ABC pfenaSecich i pfesto, Ze nedoslo
k vyznamnému poklesu aktivity po pouziti orthovanadatu, jako tomu bylo napf. u genistinu

v T. pratense (Graf 3.1.c).

U A. thaliana byl rovnéz ukazan export latek fenolového charakteru do vnéjsiho prostiedi. Po
ptidani rGznych inhibitord do media bylo zjiSténo, ze verapamil a nifedipin, které slouzi jako
blokatory Ca?" kanalfi, potla¢ily uvoliovani nékterych latek. Vzhledem k tomu, ze mohou
ovlivitovat i ABC transportéry, mohly byt metabolity pfenaseny pomoci téchto bilkovin. 20
Transport genisteinu do media u T. pratense (3.2.¢), tak mohl byt zavisly na mechanismu, ktery

je ovlivnén témito inhibitory.

Studie Sugiyama a kol. z roku 2007, ktera se zabyvala transportem ruznych isoflavond pies
plazmatickou membranu, ukéazala, Ze pfenos genisteinu byl zavisly na pfitomnosti MgATP. 214
Prace byla provedena na vezikulach typu plazmatické membrany, které byly ziskany z kofenti
G. max, ke kterym byly ptidany riizné inhibitory a samotny genistein. Transport genisteinu byl
zde inhibovan vanadatem a také absenci MgATP. Latky jako NH4Cl, gramicidin nebo nigericin,
které ovliviiuji pH gradient a membranovy potencial, vliv nemély. Také 1é¢iva, ktera mohou
pusobit tlumivé na €innost riznych skupin ABC transportéri jako verapamil (ABCB) nebo
glibenklamid (ABCC) neovlivnily pfenos genisteinu. Samotny transport vSak mohl byt
ovlivnén dal$imi isoflavony a flavonoidy, kdy probihala pouze tietinova absorpce po piidani
aglykont jako je daidzein, formononetin nebo biochanin A. Oproti tomu glykosidy isoflavoni
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snizily pfenos zhruba o desetinu. ?** Sohledem na naméfené vysledky u T. pratense a
G. tinctoria mohlo diky zvySené pfitomnosti metaboliti vlivem elicitord teoreticky dojit
k ovlivnéni transportu i témito latkami. Ovéfeni jejich vzadjemné kompetice na transportnich
bilkovinach tak ptedstavuje mozny budouci smér vyzkumu na téchto rostlinach. Kromé
stanovovanych Ctyi aglykont a jednoho glykosidu, suspenzni kultury obsahovaly patrné€ i dalsi

isoflavony, které mohly transport ovlivnit.

Nekteré latky fenolového charakteru mohou byt pies plazmatickou membranu transportovany
i dalsimi typy ABC pienasec¢u. Latky (konyferylalkohol, sinapylalkohol, kumarylakohol), které
se podileji na tvorbé ligninu na vngjsi stran¢ membrany, vychdzeji stejn¢ jako flavonoidy
Z fenylpropanoidové biosyntetické drahy a jsou transportovany do extraceluldrniho prostoru.
Jako jeden z moznych pienasect byl identifikovan AtABCG29 z rodiny PDR. Tento transportér
vneseny do kvasinek zvysil absorpci kumarylalkoholu oproti kontrole, kdy pienos byl poté

inhibovan vanadatem, nikoliv viak NH4CI. 2’

V préci zamétené na koniferin, glukosid koniferylalkoholu, ktery je sou¢ésti ligninu bunéénych
stén, byla pozorovana jeho zvySena absorpce po aplikaci MgATP do vezikul izolovanych
z xylému nékolika druhti topolli a nahosemennych stromut. Pfidanim latek, které naruSuji
protonovy gradient jako NH4Cl nebo gramicidin, doslo k vyraznému poklesu aktivity piijmu
tohoto glukosidu u vakuol obou typt dfevin; transport koniferinu tak byl zavisly na ¢innosti
H*-ATPasy. Na plazmatické membrané ale pfenos tohoto glukosidu pozorovan nebyl, a to i po

aplikaci MgATP. 28

U Oryzae sativa byl identifikovan ptenase¢ PEZ1 pattici do MATE skupiny. Vyfazenim jeho
genu doslo k poklesu exportu fenolovych latek typu protokatechové nebo kavové kyseliny. 229
Neni proto vylouceno, Ze se podobny transportér nenachdzi i u dalSich rostlin véetné T. pratense
a G. tinctoria, kde by se mohl podilet na transportu flavonoidi podobné jako nékteré¢ MATE
prenaseCe vakuol. Vzhledem Kk aktivaci tohoto proteinu byla diskutovana role MATE
transportérti na plasmatické membrané u Z. mays coby faktoru podilejiciho se na rezistenci vici
hliniku. Zatimco ZmMATE]1 exportoval citrat, pfesna povaha substratu ZmMATE2 nebyla
nalezena. Sohledem na uvolnovani latek typu flavonoidi v pfitomnosti hliniku bylo
spekulovéano, Ze i ony mohou byt pfendseny timto transportérem. 22 Pokles obsahu nékterych
isoflavonti po pouziti NH4ClI (Graf 4.1.a) nebo gramicidinu (Graf 3.2.a) mohl byt teoreticky
zpusoben ovlivnénim tohoto typu transportérii, nicméné v piedchozich studiich pienos

flavonoida témito inhibitory ovlivnén nebyl.

93



Vyzkum transportu silymarinového komplexu u suspenzni kultury Silybum marianum, slouzil
jako ptiklad pro provedené transportni experimenty na bunéénych kulturdch T. pratense a
G. tinctoria. Latky ovliviujici protonovy gradientu na export silymarinu nepisobily, zatimco
nekteré latky tlumici ¢innost ABC transportéra ze skupiny ABCC (probenecid, glibenklamid)
snizily obsah flavonoidi v mediu. Krom¢ téchto latek také brefeldin A potlacil uvoliovani
téchto sekundarnich metabolitli a mohl se tak jako u nékterych isoflavont podilet na exportu

metabolitd. 24

6.3. Diskuse k transportu genistinu pres vakuolarni membranu

6.3.1. VIiv MgATP na transport genistinu

Ve vakuolach vzrostl po pfidani kontrolnich roztokd s genistinem (kontrola G+) jeho obsah
devétkrat oproti vzorkim bez ptidavku tohoto glykosidu (kontrola G-) v ¢ase 0 h (Graf 5.1.1.a)
a tento narlst byl statisticky vyznamny. U vzorki, ke kterym byl pfidan navic i MgATP
sledovanych intervalech byl naméfeny obsah isoflavonu nizsi, ale rozdil mezi MgATP G+ a
kontrolou G+ byl pozorovatelny. Transport genistinu do vakuol probihal relativné nezavisle na
MgATP s ohledem na jeho ptitomnost v kontrolnim vzorku G+, ale MgATP do jisté miry jeho
absorpci zvysila. U vakuol, ke kterym byly pfidany roztoky bez genistinu, se vliv MgATP

neprojevil.

V supernatantu (Graf 5.1.2.) byly naméfeny podobné koncentrace mezi vzorky s genistinem i
bez n¢&j. Supernatant roztoku MgATP G+ obsahoval snizené mnozstvi isoflavonu oproti
kontrole a tento rozdil byl statisticky vyznanmny. Oproti vakuolam, ale koncentrace genistinu
zUstavala v supernatantu vzorki G+ relativné konstantni a vyssi koncentrace glykosidu byly

naméteny aZ po 24 hodinéch.

Krom¢ predpokladaného genistinu byl naméfen ve vakuolach a supernatantu i jeho aglykon
genistein. Po aplikaci kontrolnich roztokd obsahujicich glykosid doslo k trojnasobnému nartstu
obsahu genisteinu oproti kontrole G- v ¢ase 0 h. Kontrolni méfeni pouzitého standardu
genistinu neukazalo kontaminaci nebo degradaci vzorku a genistein tak musel byt uvolnén
z glykosiduv priabéhu experimentu. Graf 5.1.3. znazorfiuje postupny nartst genisteinu ve
vakuoléach, kdy ve vzorcich obsahujicich pouze genistin byla jeho koncentrace vyssi a tento

rozdil byl statisticky vyznamny. Podobné jako u genistinu, byl genistein pfitomen ve vakuolach
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jiz ve vzorcich odebranych ihned po ptiprave. Nicméné aplikace roztokit MgATP G+ nezvysila

obsah aglykonu ve vakuolach oproti kontrole G+, kde byla koncentrace genisteinu vyssi.

V supernatantu (Graf 5.1.4.) byl nésledné pozorovan narast genisteinu béhem prvnich ¢tyfech
hodin pozorovéni, kdy po zacitku méfeni byl genistein v experimentalnich i kontrolnich
roztocich jiz pfitomen. V intervalu 4 h dosSlo k naristu obsahu genisteinu ve vzorcich
osSetienych MgATP oproti kontrole. V ptipad¢ kontrolnich vzorkli se obsah genisteinu ve
vakuolach 1 supernatantu po dvou a Ctyfech hodinach vyznamné neménil, na rozdil od vyse
zminéného supernatantu po aplikaci roztoku s MgATP G+. MgATP nema patrné na transport

genisteinu pres vakuolarni membranu vliv, ale mohl ptisobit na jeho uvolnéni z genistinu.

6.3.2. Vliv bafilomycinu Al na transport genistinu

Béhem druhého experimentu, kdy byl testovan bafilomycin A1, doslo opét k nartstu obsahu
genistinu ve vakuolach oSetfenych prisluSnymi roztoky s glykosidem (Baf G+ a kontrola G+)
(Graf 5.2.1.) Bafilomycin Al pusobil do urcit¢ miry jako inhibitor, ale diky odchylce u
kontrolnich vzorkd nebyl zhruba 15% pokles obsahu genistinu oproti kontrole statisticky
vyznamny. V dalSich intervalech odbéru bylo mnozstvi genistinu ve vakuolach mensi, nicméné

po 2 hodinach byl jesté patrny rozdil ve prospéch roztoku genistinu bez inhibitoru.

V supernatantu (Graf 5.2.2.) byla naméfena vyssi koncentrace genistinu v kontrolnich vzorcich
s timto isoflavonem oproti vzorkim s bafilomycinem Al, coz by bylo v rozporu s vysledky
ziskanymi z pelety. Nicméné rozdily mezi vysledky nebyly statisticky vyznamné. S vyjimkou
méfeni po 24 hodinach, kdy nastal statisticky vyznamny pokles genistinu u Baf G- oproti

kontrole G-, nebyly pozorovany jiné vyznamné rozdily mezi kontrolou a inhibovanymi vzorky.

Ve vakuolach byla v ptipad¢ bafilomycinu Al a kontroly G+ opét zaznamenana vysoka
koncentrace genisteinu v porovnani se vzorky bez genistinu (Graf5.2.3.). V zadném ze
sledovanych intervalii nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky Baf G+ a
kontrolou G+, ale vys$i hodnoty obsahu aglykonu byly naméfeny po aplikaci inhibitoru. Obsah
genisteinu ve vakuolach poté postupné ve sledovanych intervalech klesal. Po dvou hodinach

doslo pouze u Baf G- k statisticky vyznamnému nardstu obsahu isoflavonu oproti kontrole G-.

Odebrany supernatant také obsahoval vyssi koncentraci genisteinu v experimentech, kde byl
piidan genistin. ZkouSené roztoky Baf G- obsahovaly vice genistinu oproti kontrole v prvnich

tiech odebiranych intervalech. Po 24 h byla koncentrace vyssi v supernatantu kontroly G-.
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Tento rozdil mezi zkouSenymi a kontrolnimi vzorky byl v ¢asech 2 h a 24 h statisticky

vyznamny.

V supernatantu (Graf 5.2.4.) byl dobie pozorovatelny rozdil v koncentraci genisteinu u Baf G+
a kontrolou G+. S vyjimkou vzorkd odebranych po ¢tyfech hodinach, byl v supernatantu
zaznamenan statisticky vyznamny narist obsahu aglykonu po oSetfeni inhibitorem. Podobné
jako v pripadé aplikace MgATP (Graf 5.1.4.) byl obsah genisteinu v kontrolnim vzorku po dvou

a Ctyfech hodinach vyssi. K narastu poté doslo u vzorki s latkou ovlivilujici transport.

6.3.3. VIiv DCCD na transport genistinu

DCCD také snizil koncentraci genistinu ve vakuolach (Graf 5.3.1.a) oproti kontrole i pies to,
ze doslo v 0 h k narustu obsahu isoflavonu u inhibovanych i kontrolnich vzorkt s genistinem.
Obsah genistinu u DCCD G+ klesl oproti kontrole G+ 0 16,5 % a toto sniZeni bylo statisticky
vyznamné. V dal§ich méfenich nastal opét pokles absorpce genistinu u inhibovaného i
kontrolniho vzorku s genistinem, nicméné vakuoly s DCCD obsahovaly tohoto glykosidu

méng.

V supernatantu (Graf 5.3.2) byl po prvnim odbéru naméfen statisticky vyznamny pokles
genistinu v kontrole G- oproti vzorktim, kde byl pouzit DCCD. U vzorki G+ nebyl v ¢ase 0 h
tento rozdil statisticky vyznamny. V dalsich sledovanych intervalech byl ale obsah v kontrole
G+ vyssi oproti DCCD G+. Také hodnoty vzorkd, které neobsahovaly genistin, byly relativné

podobné se vzorky G+.

Po aplikaci roztoku s DCCD a genistinem nastalo ve vakuolach (Graf 5.3.3.) sniZeni obsahu
genisteinu v porovnani s kontrolou G+. Mnozstvi genisteinu bylo nicméné stale vyssi oproti
vzorkim, kde nebyl v zkousenych ¢i kontrolnich roztocich genistin ptfitomen. Rozdil v obsahu
genisteinu mezi kontrolnimi a zkouSenymi roztoky byl ve vSech sledovanych €asech statisticky

vyznamny. Pouze po 24 hodinach doslo k jeho poklesu oproti ptedchozim ¢astim odbéru.

V supernatantu (Graf 5.3.4.) byla pfitomnost genisteinu zaznamendna ihned po prvnim odbéru
vzorkl po ptipraveé smési vakuol s roztoky. Rozdily v hodnotach obsahu genisteinu po aplikaci
roztoku s inhibitorem a genistinem a kontrolou G+ nebyly statisticky vyznamné a zvysily se

opét po dvou a ¢tyfech hodinach. Vyssi koncentrace pak byla naméfena u vzorkd s inhibitorem.
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6.3.4. Shrnuti

Ve vSech vzorcich s pfidanym genistinem byla naméfena jeho zvySena koncentrace ve
vakuolach. V kontrole G+ se tato koncentrace pohybovala v ¢ase 0 h na podobné urovni u vSech
vzorkl, v prvnim méfeni s MGATP byla tato koncentrace vyssi. V dal$ich ¢asovych intervalech
pak obsah genistinu v pokusnych i Kontrolnich vzorcich klesl. V ¢ase 0 h byla koncentrace
genistinu u MgATP G+ vyssi oproti kontrole G+, naopak inhibitory absorpci genistinu oproti

kontrole snizily.

Zmény obsahu genistinu v experimentalnim a kontrolnim supernatantu je t€zké urcit s ohledem
na vysoké rozdily naméfenych vysledki u jednotlivych vzorki. Ve srovnani s vakuolami byly
hodnoty mezi kontrolnimi vzorky v po¢ate¢nim ¢ase 0 h vice rozdilné a v ptipadé bafilomycinu
Al pak byla koncentrace kontroly G+ vyssi oproti Baf G+. V ¢asovém intervalu 24 h u MgATP
G+, DCCD G+ a jejich kontrol byl naméten vyssi obsah genistinu, coz by odpovidalo niz§im
koncentracim u vakuol. Tyto rozdily mohly byt ve zkousenych i v kontrolnich roztocich

vyvolané hydrolyzou genistinu, jak je popsano dale.

Obsah genisteinu ve vakuolach v kontrole G+ se s vyjimkou vzorkt u pokust s bafilomycinem,
kde byl v ¢ase 0 h vyssi v porovnani s ostatnimi stanovenimi, pohyboval na podobné Grovni a
béhem prvnich ¢tyf hodin nedochazelo k vyraznym zménam jeho koncentrace. U MgATP G+
bylo pocatecni mnozstvi genisteinu nizsi a 1 pfes mirny nartist nedosahoval jeho obsah v peleté
koncentrace kontroly G+ (Graf 5.1.3.). U obou inhibitort dochazelo naopak k postupnému
snizovani koncentrace genisteinu v dalSich ¢asovych intervalech pfi srovnani s ¢asem 0 h i pies

rozdily v pocate¢nim obsahu oproti kontrolam (Graf 5.2.3 a 5.3.3.).

Koncentrace genisteinu v supernatantu v kontrolnich vzorcich s pfidanym genistinem byla vétsi
pii porovnani s kontrolou G-. S vyjimkou Baf G+ byl obsah genisteinu u pokusnych vzorkl
s genistinem podobny. V dalSich ¢asovych intervalech pak koncentrace aglykonu stoupala u
vSech vzorki s pfidanym genistinem a u MgATP G+ a Baf G+ byly rozdily mezi pokusnymi a
kontrolnimi vzorky vétsi (Graf 5.1.4. a 5.2.4.). Po 24 hodinach se obsah genisteinu u vSech

vzorku snizil.

V minulosti byl zkouman mechanismus vakuolarniho transportu nejen sekundarnich
metabolitt, které rostlina vytvari, ale i latek pochazejicich z jinych druhd. Jak bylo popsano
V teoretické Casti, latky rostlin€ vlastni byly do urcité miry nezavislé na ptidani MgATP, ale
byly citlivé na inhibitory (bafilomycin A1, gramicidin, NH4Cl) ovliviiujici protonovy gradient,

ktery zprostiedkovava transport pomoci MATE transport. Naopak orthovanadat jako inhibitor
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ATPas potlacoval absorpci spojenou s hydrolysou ATP. V nékterych piipadech inhibitory
pusobily do urc¢ité miry na oba zpusoby transportu, ale ucinek jedné skupiny latek byl
dominantngjsi. 1% 2%L 222 Pyj vyzkumu transportu glukosidu kyseliny salicylové, ktera slouzi
jako signalni molekula, byla tato latka u G. max a Beta vulgaris absorbovana do izolovanych
vakuol riznymi zptsoby. U G. max, podobné jako zde v piipadé genistinu, byl glukosid SA po
pfidani 3mM MgATP absorbovan v prvnich 30 minutdch a maxima dosahl béhem prvni hodiny,
ale transport bez MgATP byl pouze okolo 16 %. Transport u B. vulgaris byl bez MgATP
minimalni. Aplikace inhibitorti ukazala ur¢ity pokles aktivity u G. max po ptidani bafilomycinu
Al (9 %) a gramicidinu (17%), ale zvySenou citlivost v zavislosti na mnozstvi vanadatu.
Naopak vanadat nemé¢l na rozdil od bafilomycinu a gramicidinu na transport glukosidu SA u B.

vulgaris vliv. 2t

Mensi rozdil v obsahu sekundarniho metabolitu ze skupiny flavonoidi mezi kontrolou a
vzorkem s 3mM MgATP byl pozorovan u saponarinu u H. vulgare. Tento rozdil ¢inil zhruba
22 %, zatimco u A. thaliana, ktera tento glukosid ptirozené¢ neobsahuje a byla v praci rovnéz
pouzita, k transportu bez MgATP témét nedochazelo. Inhibitor NH4Cl a bafilomycin Al
potlacily transport saponarinu u H. vulgare, kdy NH4CI mél silngjsi ucinek (piijem saponarinu
vakuolami pouze 20 %), zatimco bafilomycin Al (81 %) sniZil absorpci zhruba jako dale
pouzity vanadat (85 %). Absorpce u druhé rostliny byla opét citliva na pritomnost vanadatu

(ptijem saponarinu 34,7 %), nikoliv viak latek narusujicich H* gradient. 16°

Na druhou stranu muize byt i pienos latek rostlingé vlastnich zavisly na MgATP a citlivy
k vanadatu. U Secale cereale nebyla absorpce jeho glukuronidu luteolinu s vyjimkou
valinomycinu latkami jako bafilomycin Al pfili§ ovlivnéna. Afinita k ABC transportéru pak
byla pravdépodobné dana zapornym néabojem zplsobenym piitomnosti karboxylovych

skupin. 223

Transport sekundarnich metabolitli ze skupiny flavonoidi se také casto zamétuje na latky, které
se podileji napf. na zbarveni semen. U A. thaliana a dalsich rostlin byla identifikovana fada
proteint, které jsou zapojeny do biosyntézy a transportu téchto metabolitii. Inhibici jejich genti
pak vznikaji mutanti, kteti maji poruchu zbarveni osemeni a odpovédné proteiny jsou
oznacovany jako ,transparent testa”. U A. thaliana byl identifikovan ptenase¢ TT12 patiici do

skupiny MATE, ktery byl odpovédny za pienos glukosidil anthocyaning. 16

V ,hairy roots* kulturach Medicago trunculata (Fabaceae) byl sledovan pienos flavan-3-olii a

také glukosidu daidzinu, jako zastupce isoflavont. Pfijem tohoto isoflavonu do vezikul byl do
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urCité miry ovlivnén latkami, které narusuji protonovy gradient, nicméné jeho absorpce byla
vyznamn¢ snizena az po aplikaci vanadatu. Naopak metabolity jako epikatechin-3"-O-glukosid
nebo katechin-3"-O-glukosid byly citlivé na bafilomycin Al nebo gramicidin. Z vysledki byl
ucinén zavér, ze transport daidzinu u M. trunculata probiha spiSe pomoci ABC pienasece,
zatimco pro flavan-3-oly byl identifikovin MATE]1 transportér. S ohledem na to, Ze pfidani
genistinu ovlivnilo obsah daidzinu ve smyslu kompetice, mohl by byt genistin u M. trunculata
rovnéz transportovan podobnym mechanismem. 2?2 Niésledujici studie identifikovala v
M. trunculata MATE2 pienase¢, ktery slouzi jako transportér pro acylované flavonoidy.
Vyfazenim jeho genu sice doSlo ke snizeni obsahu formononetin-7-O-glukosid malonatu
Vv kvétech, ne vSak v listech. Mnozstvi dal$iho isoflavonu genistein-7-O-glukosid malonatu také
nebylo ovlivnéno. Navic u nékterych isoflavonti doslo ke zvyseni jejich obsahu (7-O-glukosidy

biochaninu A a formononetinu). 2%

Hodnoty, které byly namé&feny v této praci zkoumajici vakuolarni transport u T. pratense (Graf
5.1.1.) ukazuji, Ze po aplikaci MgATP doslo ke zvySeni obsahu genistinu v peleté, nicméné i
bez jeho pouziti absorpce glukosidu probihala podobné jako v pfipadé saponarinu u H. vulgare.
Inhibitor V-ATPasy bafilomycin Al (0,03 mM) zpusobil podobné pouze 15% pokles (Graf
5.2.1), coz vzhledem k vysoké odchylce nebylo prikazné. V nékterych studiich byl transport
jednotlivych metabolitli, zavisly na protonovém gradientu, ovliviiovan bafilomycinem Al v
riizné mife i pii pouziti stejné koncentrace. %222 Pouziti dal$iho inhibitoru protonovych pump,
DCCD, ptineslo podobny, ale statisticky vyznamny rozdil (19 %) v obsahu absorbovaného
genistinu mezi kontrolnimi a pokusnymi vzorky s timto inhibitorem (Graf 5.3.1.). Nicméné se
neda s jistotou potvrdit nebo vyvratit vliv V-ATPasy a protonového gradientu na transport. Je
také mozné, Ze pouzitd koncentrace sice inhibovala tento enzym, ale nebyla dostate¢na k vazbé
na V-PPasu, kterd tak mohla udrzovat do urcité miry protonovy gradient. To by zaroven

vysvétlovalo zachovanou absorpci genistinu u bafilomycinu Al.

V soucasné dostupné literatuie nebyla nalezena préce, ktera by se zajimala pouze o transport
glykosidu isoflavoni dovnitf vakuoly. U vyse zminéného M. trunculata byly testované MATEI
a MATE2 pienaSecCe nalezeny pomoci sekvence transportéru z A.thaliana pro anthocyaniny.
Zde testovany daidzin a dalsi isoflavony nebyly primarné pomoci téchto proteinti pfenaseny,
ale byly spise odkazany na pohyb ptes ABC pienasece. Nicmén¢ u M. trunculata bylo popsano
okolo 40 moznych MATE transportérii. 22 Mozn4 identifikace konkrétniho transportéru pro
genistin u T. pratense by byla vyznamnym piinosem do problematiky, nicméné piesahuje

soucasné moznosti pracoviste.
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Pfitomnost genisteinu ve vakuolach a supernatantu je mozné vysvétlit ¢innosti 3-glukosidas,
které se nachazeji v cytoplazmé nebo jsou souc¢asti membran véetné tonoplastu. 2% Pouzité
roztoky mély pH vyssi nez pét a byly pfidany k vakuoldm v kratkém case po jejich piiprave.
S ohledem na to, Ze byly pouzity experimentalni i kontrolni roztoky o stejném slozeni jako
v praci Ludmily Chladekové, kterd navic hydrolyzu ji pouzitého flavonoidniho glykosidu

baicalinu nepopsala, je mozné, ze k uvolnéni genisteinu doslo &innosti téchto enzymd. 22

Hydrolyza glykosidu isoflavonii byla pozorovana i u potravinaiskych produkti, ziskdvanych z
plodi G. max a vznikajicich béhem jejich zpracovavani. Na procesu St€peni se mohou podilet
napt. nékteré mikroorganismy z rodu Rhizopus, slouzici k fermentaci so6ji. Z tohoto rodu jsou
sice ziskavany i nékteré enzymy pouzivané pii ziskavani protoplastii, ale kontaminace vzorkl
zbytkem roztoku cellulas a pektinas je vysoce nepravdépodobna. B-glukosidasy jsou rovnéz

soucasti semen a hydrolyza tak miize probihat béhem jejich maceni. 2%

Isoflavony jsou také exportovany do vnéjSiho prostiedi buiiky, kdy byl na plazmatické
membrané jiz popsan exportér ze skupiny ABC. 2%® Pfesny zpiisob exportu na vakuolarni
membrané neni zndm, ale predpokldda se podobny mechanismus. Pisobenim MeJA jako
signalni molekuly reagujici na poranéni vyvolalo u M. trunculata zvysenou transkripci genti
pro B-glukosidasy a také pro ABC proteiny. 2% Je tedy teoreticky mozné, ze u T. pratense mohlo
dojit v pribéhu izolace protoplasti k indukci tvorby téchto enzymi, které nasledné

hydrolysovaly genistin piitomny v roztoku nebo uvoliiovany z vakuol.

Ve studiich sledujicich transport flavonoidti dovniti vakuol, je pozornost zaméfena spiSe na
jejich glykosidy, ale ptenos aglykonii nebo jejich absence byl také zaznamenan. U vyse
zminénych MATEL a 2 nebyly aglykony pouzitych metaboliti t€mito transportéry prenaseny.
Narozdil od genistinu pak aglykony genistein a daidzein vyznamné neovlivnily pfijem daidzinu
do vakuol. 22 U mate2 rostlin pak doslo k poklesu aglykontl, nicméné nebylo uvedeno jasné

vysvétleni tohoto poklesu. 224

V praci, kterd byla provedena u isoflavonového derivatu medikarpinu, nedochéazelo u
samotného aglykonu k transportu pfes vakuolarni membranu pted i po ptidani MgATP. Teprve
jeho navazani na GSH pomoci glutathiontransferasy vedlo k jeho absorpci, kterou inhibovala
pfitomnost vanadatu. Na tomto typu pfenosu spojeného s GSH se podileji zejména proteiny ze

skupiny ABC z podskupiny MRP. 228163

V ramci pozorovani glukosidu SA v G. max, byl zméten i obsah samotné salicylové kyseliny.

Jeji absorpce byla po ptidani MgATP zhruba polovi¢ni oproti glykosidu. Na druhou stranu byl
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aglykon absorbovan dvakrat vice nez glykosid v nepfitomnosti MgATP. U B. vulgaris k
transportu samotného aglykonu dochazelo minimalné¢ v obou stanovenich. Ostatni inhibitory

pak u SA zkouseny nebyly. 2%

V prvnim odbéru vzorkt ihned po ptidani genistinu byl pozorovan jeho nartst ve vakuolach po
aplikaci MgATP. Nicméné u kontroly bez MgATP byl také naméfen vyssi obsah genistinu
oproti vzorkim bez tohoto isoflavonu. Pouziti inhibitort protonovych pump jako je
bafilomycin A1 a DCCD, pak vedlo k poklesu mnozstvi genistinu ve srovnani s kontrolou bez
téchto latek, kde byla koncentrace opét vyssi oproti vzorktim bez genistinu. Transport genistinu
ptes vakuolarni membranu T. pratense se tak mize odehravat pomoci MATE transportéra. Ty
jsou zavislé na ¢innosti protonovych pump, kdy ¢innost V-ATPasy muze byt také podpoiena
pfidanim MgATP. Inhibice jednoho typu protonové pumpy poté nemusela byt dostatecnd
k zablokovani celého mechanismu. VVzhledem Kk nartistu obsahu genistinu po pfidani MgATP

vSak neni zcela vyloucena ani moznost ti¢asti ABC tranportéru.
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7. ZAVER

V provedené studii byla pozornost zaméfena na transport isoflavoni pfes membrany u
Trifolium pratense a Genista tinctoria. Béhem teoretické ptipravy byla vypracovana reserse
zabyvajici se transportnimi mechanismy u riznych sekundarnich metabolitd. V prubéhu

experimentalni prace bylo dosazeno téchto vysledk:

1) Statisticky vyznamny vliv slouc¢enin vanadu na uvolhovani isoflavonii do media oproti
kontrole byl nalezen u T. pratense i u G. tinctoria. Mnozstvi jednotlivych isoflavont
V kulturach bylo ovlivnéno riznymi koncentracemi pouzitych elicitort a také dobou kultivace
témito latkami. U obou suspenznich kultur byl pro nasledujici experimenty jako elicitor vybran
NHsVOs 0 koncentraci 1 uM (G. tinctoria) a 10 uM (T. pratense), se kterym byly rostliny
kultivovany po dobu 24 hodin.

2) Obsah isoflavont v mediu a su$in¢ byl u T. pratense po elicitaci NH4VO3 ovlivnén u
jednotlivych isoflavonii pfevazné inhibitory pisobicimi na ABC transportéry ze skupiny MRP
jako je probenecid nebo glibenklamid. Zména koncentrace genisteinu v mediu nastala i po
aplikaci verapamilu, ktery ovliviiuje spise ABC transportéry ze skupiny MDR. Kromé toho byla

koncentrace v mediu ovlivnéna brefeldinem A, ktery psobi na vezikularni transport.

vvvvvv

k naméfenym vysledkim, které bohuzel nepfinesly vyznamné rozdily mezi inhibovanymi a
kontrolnimi vzorky. Vzhledem k poznatkim o transportu pies plazmatickou membranu u

jinych rostlin je ale mozné, ze k pfenosu isoflavonti dochézi také pomoci ABC transportérti.

4) Ze suspenzni kultury T. pratense byly izolovany protoplasty a nasledné vakuoly, na jejichz
membrané byl sledovan transport genistinu. Z poklesu tohoto isoflavonu ve vakuolach po
aplikaci inhibitort jako bafilomycin A1 nebo DCCD oproti kontrole se da usuzovat, ze na jeho
prenosu se podileji protonové pumpy a MATE transportéry. Nartst genistinu v peleté, ktery
nastal po aplikaci MgATP, mohl byt zptsoben jednak aktivaci V-ATPasy, ale teoreticky také

ucasti ABC transportéru.

Kromé¢ genistinu byl ve vakuolach a supernatantu naméfen i zvySeny obsah genisteinu.
Z vysledkl vyplyva, ze genistein byl do vakuol transportovan mechanismem zavislym na
protonovych pumpéch. ZvySena koncentrace tohoto aglykonu v supernatantu mohla byt

zpusobena vyss§i nabidkou genistinu, ktery nebyl absorbovan v diisledku pouzitych inhibitord.
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V ptipad¢ MgATP mohlo dojit k aktivaci hydrolyzy glykosidické vazby na vnéjsi strané

vakuolarni membrany.

5) U suspenzni kultury G. tinctoria nedos$lo pii pouziti standardnich metod k dostate¢nému
uvolnéni protoplastli a nasledné vakuol. Transport isoflavonti pies tonoplast u této kultury tak

nemohl byt sledovan.

Objasnéni mechanismu transportu pro sekundarni metabolity pies plazmatickou nebo
vakuolarni membranu pfedstavuje prvni krok k identifikaci konkrétniho transportéru a jeho
zapojeni do metabolismu a vyuziti dané latky rostlinou. Ve studiich zaméfenych na identifikaci
transportéru se nasledujici postup vénuje nalezeni co nejvétsi shody v genomovych databazich
mezi jiz identifikovanym transportérem (napi. AtTT12) a hypotetickym pienaseCem
(MATE 1), ktery mtize byt odpovédny za pienos studovaného sekundarniho metabolitu. 222 Po
izolaci a upravé prislusné genetické informace z rostlinného materialu pro dany transportér ji
1ze vlozit do vhodného vektoru. Po transformaci vektoru s napi. buitkami kvasinek je mozné
sledovat pfenos metabolitu dovniti cytoplasmy. Ovéteni totoZznosti a funkce transportéru je také
mozné ovérit vytvorenim mutantni rostliny, kde je tento protein zablokovan. V ptipadé uspésné
identifikace a vyfazeni pfenaseCe pak k transportu testovaného metabolitu nedochazi. Tento
vyzkum vSak vyzaduje specidln€ vybavené pracovisté, nicmén¢ jeho zéklad tvoii praveé poznani

mechanismu transportu jednotlivych latek.
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8. POUZITE ZKRATKY

2,4-D — 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina
4CL — 4-kumarat:CoA ligasa

ABC — ATP-binding cassette

ACC — Acetyl-CoA karboxylasa

ADP — Adenosindifosfat

ARF — ADP ribosylation factorr

ALF5 — Aberrant lateral root formation
ATDTX1 — A. thaliana detoxification 1

AtPDP1 - A. thaliana P-glykoprotein
homolog 1

AtTT12 — A. thaliana Transparent Testa 12
ATP — Adenosintrifosfat

AM — anthoMATE

Baf — Bafilomycin Al

BAP — 6-benzylaminopurin

Br — Brefeldin A

BY-2 — Bright Yellow-2

CYP — Cytochrom P

C4H - Cinamat-4-hydroxylasa

DAD - Diode array detector

DCCD - N,N’-dicyklohexylkarbodiimid
DMID — DMI dehydratasa

DMSO - Dimethylsulfoxid
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E> - 17pB-estradiol

E1 — NHsVO3 — Metavanadat amonny
E2 — VOSO;4 — Siran vanadylu

EstR — Estrogenovy receptor

Gl — Glibenklamid

Gr — Gramicidin

GSH — Glutathion

GST — Glutathiontransferasa

GTP — Guanidintrifosfat

HEPES — (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine

ethanesulfonic acid)

HI4'OMT -

methyltransferasa

Hydroxyisoflavanon 4°O-

HPLC/UPLC - High/Ultra-Performance
Liquid Chromatography

CHI - Chalkonisomerasa

CHR — Chalkonreduktasa

CHS — Chalkonsynthasa
IFS/2HIS — Isoflavonsynthasa/
2-hydroxyisoflavanonsynthasa
JA — Jasmonova kyselina

LPH — Laktasa florizin hydrolase

MAPK — Mitogen activated proteinkinase



MATE - Multidrug and toxin extrusion

protein

MeJA — Methyljasmonat

MeOH — Methanol

MDA — Malonylaldehyd

MDR — Multidrug resistence homologs

MRP — Multidrug resistence-associated

protein
MS — Murashige & Skoog

NtNUP1 — N. tabacum Nicotin Uptake

Permease

Ort — Orthovanadat sodny

PAL - Fenylalaninamoniumlyasa
P-gp — P-glykoprotein

PM H*ATPasa — Plasmatic mmembrane
H*ATPase

Pr — Probenecid

PTP — Protein-fosfotyrosinova fosfatasa
SGLT1 - Sodium/glucose transporter
SH — Schenk & Hildebrandt

NBD — Nucleotide binding domain

Nt-JAT1 — N. tabacum jasmonate-inducible

alkaloid transporter

Nt-NUP — N. tabacum nicotin uptake

permease

PDR — Pleiotropic drug resistence protein

105

PP — Pyrofostat
ROS — Reactive oxygen species
rpm — Rotation per minute

SNARE - Soluble NSF attachment protein

receptor

SUR - Sulfonylurea receptor
TMD — Transmembrane domain
TT — Transparent testa

V-ATPase — Vacuolar H+ ATPAse
Ver — Verapamil

V-HPO — Vanad dependent haloperoxidase


https://en.wikipedia.org/wiki/N-ethylmaleimide_Sensitive_Factor_or_fusion_protein
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Abstrakt

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova
Katedra farmakognosie

Kandidat: Mgr. Jan Kubes

Skolitel: PharmDr. Lenka Tamova, CSc.

Nézev disertani prace: Transportni mechanismy sekundarnich metaboliti pfes membrany

rostlinnych bunék

V ramci studia metabolismu isoflavonii byla pozornost zaméfena na zplsob jejich transportu
v rostlinach nebo in vitro kulturach. Tento vyzkum zahrnuje identifikaci mechanismu pienosu
pfes membrany bunék nebo vakuol, ktery se odehravd pomoci transportnich proteini nebo
vezikul. Prenos péti isoflavonii (genistin, genistein, biochanin A, daidzein a formononetin) do
zivného media byl sledovan u suspenznich kultur Trifolium pratense L. a Genista tinctoria L.
Po aplikaci roztoki NHsVO3 (1 a 10uM koncentrace) doslo u G. tinctoria a T. pratense po
24 hodinach k zvySeni obsahu isoflavont v zivném mediu. Tento narist byl inhibovan latkami,
které ovliviyji aktivitu riznych transportnich mechanismuti. Na koncentraci vétsiny isoflavonti
v mediu s kulturou T. pratense puisobily prevazné latky inhibujici ABC proteiny z podskupiny
MRP, kdy obsah genisteinu byl spise ovlivnén MDR inhibitory. Na ptitomnost isoflavont
v mediu také negativné pusobil brefeldin A, ktery inhibuje vesikularni transport. V susiné byl
poté pozorovan vzestup obsahu nékterych téchto isoflavont. U kultury G. tinctoria byl snizeny
obsah isoflavoni v mediu po aplikaci inhibitor pozorovan ojedinéle a nebylo tak mozné ucinit
presnéjsi zaver. Na koncentraci jednotlivych isoflavonti pusobily rizné latky, jako v ptipadé
NH4Cl u genistinu, ktery ovliviiuje protonovy gradient. V susin€ nebyl vétSinou pozorovan
statisticky vyznamny nartst obsahu sledovanych latek ve vzorcich oSetfenych inhibitory.
Transport genistinu byl zkouman i na vakuolarni membrané, kdy doslo k poklesu jeho absorpce
po aplikaci latek ovliviiyjicich protonovy gradient. Pfenos tohoto glykosidu tak probiha
pravdépodobné pomoci MATE transportéru. V supernatantu i vakuolach byla také pozorovana
zvySena koncentrace genisteinu, ktery se béhem pozorovéni uvoliioval z ptidaného glykosidu.

Pfitomnost tohoto aglykonu ve vakuolach byla ovlivnéna inhibitorem protonové pumpy.
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Abstract

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University
Department of pharmacognosy

Candidate: Mgr. Jan Kubes

Supervisor: PharmDr. Lenka Ttiimova, CSc.

Title of Doctoral thesis: Transport mechanisms of secondary metabolites across membranes of

plant cells

An attention was focused on the metabolism of isoflavones in recent years, including their
transport within plants and cultures in vitro. A research is focused on the transport mechanism
identification across cell or vacuolar membrane. There are localized different transporters as or
the transport of some metabolites can take place through membrane vesicules. The release of
five isoflavones (genistin, genistein, biochanin A, daidzein and formononetin) into nutrient
medium was observed in suspension culture of Genista tinctoria L and Trifolium pratense L.
These cultures were treated with NH4VOs3 solutions (1 a 10 uM concentration) when isoflavon
content in medium was higher after 24 hours. This increased volume of isoflavones was
supressed by different transport mechanism inhibitors. The transport of isoflavones in
T. pratense was influenced by ABC inhibitors from MRP subfamily, but genistein
concentration in medium was lower after treatment with MDR subfamily inhibitors. Brefeldin
A, which blocks vesicular transport, also decreased concentration of isoflavones in nutrient
medium. The transport mechanism of the observed isoflavones in G. tinctoria was not exactly
described due to the results in nutrient medium. There was also lack of statistically significant
increase of isoflavones amount in dry mass after inhibitors treatment. The volume of secondary
metabolites was effected by different inhibitors, when genistin concentration in medium was
decreased by NH4ClI application, which has impact on proton gradient and corresponding
transporters. Genistin absorption was also observed in isolated vacuoles. Its transport into
vacuoles was blocked by proton pumps inhibitors, which maintain proton gradient, thus the
transport probably took place through MATE proteins. There was also measured higher
concentration of genistein in supernatant and vacuoles in the samples. This aglycon was
released from added genistin and its absorption by vacuoles was dependent on proton pump
inhibitor.

127



11. SEZNAM VEDECKYCH A ODBORNYCH PUBLIKACI

Recenzované publikace v ¢asopisech s IF:
KUBES, J.; TUMOVA, L.; MARTIN, J.; VILDOVA, A.; HENDRYCHOVA, H.; SOJKOVA,
K. The production of isoflavonoids in Genista tinctoria L. cell suspension culture after abiotic

stressors treatment. Nature Product Research. 2014, 28, 2253-2263. IF=1,057 (2016 Thomson
Reuters©, 2016 Journal Citation Reports®)

KUBES, J.; MARTIN, J.; TUMOVA, L. Transport sekundarnich metaboliti pies rostlinné
membrany. Chemické listy. 2016, 110, 26-30. IF=0,272 (2014 Journal Citation Reports®)

TUMOVA L.; TUMA J.; DOLEZAL, M.; DUCAIOVA, Z.; KUBES, J. New Synthetic
pyrazinecarboxamide derivatives as potential elicitors in production of secondary metabolites
in in vitro cultures. Pharmacognosy Magazine. 2016, 12, 57-62. IF (2015) = 0,831 (2015
Journal Citation Reports®, Thomson Reuters, 2016).

Recenzované publikace:

VILDOVA, A.; KUBES, J.; TfJMOVA, L. Lécivé rostliny s imunostimulacnimi ucinky.
Praktické lékarenstvi. 2013, 9, 90-94.
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12. UCAST NA KONFERENCICH, PRACOVNICH STAZICH A
SEMINARICH
Konference:

Sympozium o lie¢ivych rostlinach a prirodnych lie¢ivach rastlinach. Pezinok, 13. — 14. 6.

2016.

KUBES J.; MARTIN, J.; KASPAROVA, M.; TUMOVA, L. Isoflavone trnaspoert in Trifolium

pratense. (poster)

6. postgradualni a 4. postdoktorandska védecka konference Farmaceutické fakulty UK,

Hradec Kralové, 9. — 10. 2. 2016

KUBES, J.; MARTIN, J.; KASPAROVA, M., TUMOVA, L. Transport mechanisms in cell

membrane of Red clover. (pfednaska)

7th International Conference on Polyphenols and Health Tours, 27-30 Oct. 2015.

KARLICKOVA, J.; KUBES, J.; MiSAR, J.; MARTIN, J.; TUMOVA, L.; MLADENKA, P.

Interaction of iron and copper with small phenolic acids, human colonic metabolites of

quercetin. (poster)

5. postgradualni a 3. postdoktorandska védecka konference Farmaceutické fakulty UK,

Hradec Kralové. 3. — 4. 2. 2014.

KUBES J., STRACKE R., TUMOVA L., WEISSHAAR B. Identification of MRE in promoter

of flavonolsynthase. (pfednaska)

4. postgradualni a 2. postdoktorandska védecka konference Farmaceutické fakulty UK.

Hradec Kralové, 28. — 29. 1. 2014.

KUBES J., MARTIN J., VILDOVA A., TUMOVA L. Isolation of protoplast from plant

culteres in vitro. (pfednaska)

18. odborny seminar — Aktualni otazky péstovani lé¢ivych, aromatickych a koreninovych

rostlin, Lednice 5. — 6. 12. 2012

MARTIN, J.; KUBES, J.; TUMOVA L. Prevence a lé¢ba alkoholismu — vyuZiti potencialu

1é¢ivych rostlin. (poster)
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Pracovni staze:

6mésicni pracovni stdz. Faculty of Biology, The Chair of Genome research, Universitat
Bielefeld, Bielefeld, Némecko 4. 3. — 3. 9. 2014. Financovano z programu FAFIS

Seminare:

Research in Plant Genetics. Mendelovo Muzeum, Masarykova Univerzita, Brno, 7-10. 9. 2015.
Kurz zakladt védecké prace. Akademie véd CR, Praha, 10-14. 6. 2013.

Novinky v instrumentaci Agilent Technologies. Praha, 25. 3. 2013.

Biotechnologie a genetické modifikace v zeméd¢€lstvi a zivotnim prostiedi. Zemédélska

kancelar Velvyslanectvi USA v Praze, 18. 3. 2013.

Cyklus odbornych ptednasek firem Thermo Fischer Scientific, Pragolab s.r.o., Nicolet s.r.o,
Pardubice, 7. 11. 2012.
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