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1. Uvod



Dnesni tak zvana zapadni civilizace jiZ neZije v takové souéinnosti s prirodou, jako zili
nasi predkové. Jejich schopnost najit v nepieberném mnozZstvi rostlin, které je obklopovaly,
ty, které maji jakykoli efekt na lidsky organismus — a to za pouziti jednoduchych nastroji jako
jsou jejich smysly, je hodné obdivu. Jesté dnes o spousté tradiéné uzivanych rostlin, jejich
obsahovych latkach a mechanismech G¢inku badaji nejruznéjsi laboratote po celém svété.

Aby dnes lékatf piedepsal nasuSit napiiklad hefmanek a pit odvar, je nemyslitelné.
Takovy pfistup by okamzité zatadil vSechny lécivé byliny na seznam ohroZenych druh.
Misto toho mame semisyntézy a syntézy hlavnich G¢innych latek z rostlin a struktur od nich
odvozenych. OvSem rostliny maji unikatni set biochemického aparétu, ktery mnohdy nejde
laboratorn¢ napodobit, nebo jest¢ neni detailné¢ prostudovany, anebo je pfili§ financné
nakladny. To, co zvladne v rostlin¢ napiiklad jeden specificky enzym, je tieba délat nékolika
krokovou syntézou, ktera mad mnohdy dalsi vedlej$i produkty a nizky vytézek. Tento piiklad
je odraz situace v katarantu rizovém, rostliné produkujici chemicky slozité bisindolové
alkaloidy pouZivané v terapii rakovin mnoha druht. Jiz po nékolik desetileti se védci riznych
specializaci snaZi tyto vzéacné alkaloidy ziskat vtakovém mnoZstvi, aby byly materialné
i finanéné dostupné pro vSechny kdo je potiebuji. Studuji se chemické syntézy a obmény
u¢innych struktur, metabolické cesty v rostling, biosyntetické cesty hlavnich obsahovych latek
vcetné¢ molekularnich charakteristik klicovych enzymt, regulace biosyntézy atd. Tkanoveé
kultury katarantu piedstavuji optimalni material na takové studie. BohuZel i proto, ze se zatim
nepodatilo produkovat jimi Z4dné bisindolové alkaloidy. Divodem mize byt nedostate¢na
diferenciace bunék péstovanych invitro. Bylo zjisténo, Ze jednotlivé intermediaty jsou
V intaktni rostliné syntetizovany v riznych organelach, tkénich ¢i orgénech po celé rostling.
Jednim ze spolecnych jmenovateli GspéSné biosyntézy je tak vedle dostupnosti zakladnich
stavebnich kamenti také efektivnost transportu latek na potfebné misto v potiebném case. Tato

myslenka je podrobné¢ studovéna v predkladané praci.
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2. Resena problematika
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Hodnoty produkovanych sekundarnich metabolitt v Catharanthus roseus jsou
minimalni. Lépe kontrolovatelné tkanové kultury zatim neprodukuji Zadny z bisindolovych
alkaloidti, které¢ jsou diky svym specifickym terapeutickym efektim vysoce komercné
zajimavé. Podle poslednich poznatki hraje transport latek jednu z kli¢ovych roli v biosyntéze
sekundarnich metabolit. Bylo zjiSténo, ze ABC transportéry se v katarantu vyznamné
podileji na transportech vybranych indolovych alkaloidii a jejich intermedidtd. Optimalizace
transportu na mezibunécné €1 vnitrobunééné trovni mize teoreticky vést ke zvySeni produkce

indolovych alkaloid v Catharanthus roseus.

Cilem této prace bylo:

1. Studium transportnich charakteristik berberinu v Catharanthus roseus na vakuolarni
i bunééné urovni. Tento benzylisochinolinovy alkaloid vlastni druhtim celedi
Ranunculaceae je specifickym substratem ABC transportéru identifikovaného v Coptis
japonica. Z dosud popsanych, tento ABC transportér je jedinny, ktery nema Sirokou
substratovou specifitu a je schopen transportovat alkaloidy. Charakterizovand cDNA

tohoto transportéru je dostupna.

2.  Piiprava transgenni tkanové kultury Catharanthus roseus. PouZity transgen je CjMDRL,

ABC transportér izolovany z berberin produkénich linii Coptis japonica.

3. Ovéfeni exprese transgenu.

4.  Analyza zmén transportnich charakteristik vybranych terpenovych indolovych alkaloida

a jejich prekurzora v transgennich liniich C. roseus.

12



3. Teoreticky uvod
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3.1. Catharanthus roseus (L.) G. Don.

Catharanthus roseus (L.) G. Don., Vinca rosea L., Madagaskar periwincle, katarant razovy,
to vSe jsou nazvy jednoho rostlinného druhu celedi Apocynaceae (tojestovité), ktery je
puvodni v tropickych oblastech Asie a zejména pak Madagaskaru, jak jeden znazva
napovidd. Rod Catharanthus obsahuje osm druh, zc¢ehoz sedm je ptvodnim
madagaskarskym endemitem, osmy (C. pusillus) rostl na Sri Lance a v Indii. V dne$ni dob¢ je
C. roseus rozsifreny po celém svété a péstuje se i jako dekorativni rostlina. Pro komeréni
ucely, jako zdroj 1éCiv, je ziskavan z divokych €1 péstovanych kultur rostoucich naptiklad
Vv Africe, Indii, Thajsku, na Taiwanu, ve vychodni Evropé, Spanélsku, USA nebo Australii.
Doslovné [katharos-] znamena ryzi a [-anthos] rostlina. Tato vytrvala rostlina se zdfevnatélym
stonkem je asi 0,5 m vysokd s éetnymi dlouhymi rozvétvenymi koieny. Ma protistojné,
dlanitozilné, tmaveé zelené, lesklé, kozovité, elipsovité listy s hrubym zaoblenim ve vrcholové
casti. Listy jsou asi 2,5 az 5 cm dlouhé. Maji patrné svétlejsi zilky, zejména sttedni zilka je
vyraznd a od ni se pak vétvi postrani zilky pod thlem 35-45 °. Kvete drobn&jSimi kvéty
rtizove, purpurove, bilé barvy (varieta albus) nebo bilé s Cervenym ockem (varieta ocellatus),
organizované podle ¢isla 5. Plodem je méchyiek (Bruneton, 1999; Evans, 2002) .

Obr. 1. Catharanthus roseus (L). G. Don.
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3.1.1. Obsahové latky

Nadzemni ¢ast katarantu obsahuje 0,2 az 1% alkaloidii indolové nebo dihydroindoloveé
struktury. Pocet identifikovanych alkaloidi se pofdd zvySuje, soucasné¢ je to okolo
150 alkaloidli, z nichz nékteré jsou vlastni i jinym druhiim této Celedi, naptiklad ajmalicin
a serpentin. Mezi dulezité alkaloidy druhu Catharanthus roseus patii katarantin, vindolin,
ajmalicin, akumin, lochnerin a tetrahydroalstonin. Nejvétsi pozornost vsak zasluhuje skupina
asi 20 bisindolovych alkaloidd s antineoplastickou aktivitou (Evans, 2002; Bruneton, 1999).
Mezi né patii zejména vinblastin (vinkaleukoblastin), ktery vznikd spojenim alkaloida
katarantinu a vindolinu, dale vinkristin (leukokristin), vinleurosin (leurosin) a vinrosidin
(leurosidin) (Tyler et al., 1988). Piedpona vin- je poztstatkem staré botanické nomenklatury
kdy byl Catharanthus jmenovan Vinca rosea. Diky své struktuie jsou tyto alkaloidy
pojmenovavany jako dimerni nebo ,,bisindolové“, ale jelikoZ chemicky se o dimery nejedna, je
vystizn€j§i nazyvat je binarnimi alkaloidy (Bruneton, 1999). Indolovy (katarantin)
a dihydroindolovy = indolinovy (vindolin) monomer se in vivo poji za pfitomnosti specifického
enzymu anhydrovinblastinsyntazy, vindolin ale mize vznikat z téchto monomert i pisobenim
komer¢ni peroxidazy in vitro (Goodbody et al., 1988). Vinblastin a vinkristin jsou
akumulovany v rostliné v koncentracich pouze okolo 0.001 % (O’Keefe et al., 1997).

Kromé alkaloidi byly v katarantu dokézany flavonoidy kamferol, kvercetin a syringenin

(Brun et al., 1999), a antokyaniny hirsutidin, malvidin a petuidin (Forsyth a Simmonds, 1957,

Piovan a Filippiny, 2007) vyskytujici se jako glykosidy.

Obr. 2. Antokyaniny z C. roseus

R R’ R

R petunidin OCH; OH OH
malvidin OCH; OCH; OH
hirsutidin OCH; OCH; OCH;
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Obr. 3. Flavonoly z C. roseus

R

kamferol H
kvercetin OH
syringetin

3.1.2. Pouziti alkaloidu

V lidové mediciné se Catharanthus vyuzival pro své antidiabetické ucinky a dodnes tato
indikace neupadla v zapoméni (Lans, 2006). Méné¢ se pouzival na hemostdzu, jako
trankvilizér, na sniZeni krevniho tlaku nebo jako desinficiens. Objevem onkolytické aktivity
extraktu z katarantu kanadskymi védci (zhruba v letech 1955-1960) se vSak pozornost obratila
na jeho mozné vyuziti pii 16¢bé rakoviny. Sest alkaloidti ziskanych z tohoto extraktu
vykazuje protirakovinovou aktivitu z ¢ehoz dva jsou komeréné dostupné v soucasné dobé

(Evans, 2002).

3.1.3. Mechanismus u¢inku onkolytické aktivity

Stejné jako napiiklad alkaloidy kolchicin nebo podofylotoxin, se vinkristin a vinblastin fadi
mezi antimitotika (Attard et al., 2006). To znamena, ze pti déleni bunék se vazi na strukturni

protein tubulin ¢imz zabraiiuji jeho polymeraci a tvorb&é mikrotubuli nezbytnych pro tvorbu
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mitotického vieténka. Mitdza se zastavuje na Grovni metafize. Rapidné se snizuje déleni
bunék rakovinovych, ale 1 bunck sttevniho epitelu a kostni dfen¢. Mikrotubuly hraji dalezitou
roli i na jinych drovnich metabolismu, zejména v neurotransmisi, z ¢ehoz vyplyva vedlejsi
nezadouci efekt 1é¢by témito alkaloidy, neurotoxicita. In vitro dale inhibuji proteosyntézu

a syntézu nukleovych kyselin.

3.1.4. Pouzivane latky

Vinblastin se pouziva zejména na 1éCbu generalizované Hodgkinovy choroby a non-
Hodgkinovych lymfoma. Dale u pokrocilych nadora varlat, epiteliomli prsu a vajecnikil,
Kaposhiho sarkomu, choriokarcinomti a nékterych histiocytdéz. VedlejSim efektem je
gastrointestinalni distres (nauzea, zvraceni ¢i zacpa), neurologické projevy (bolesti hlavy,
zanéty nervu, ztrata Slachovych reflexii a deprese). Mohou se projevit i respiracni obtize
a ztrata vlasu.

Vinkristin ma nejvétsi vyuziti pti 16€bé akutnich lymfocytickych leukemii u déti. Je Géinny
na nékteré typy lymfom, sarkoml, rakovinu plic, prsu a délozniho kréku. Vinkristin ma vétsi
antineoplasticky potencial nez vinblastin, ale také vyssi neurotoxicitu. Mezi nejvyznamngjsi
neurotoxické Géinky vinkristinu patii ki‘eCové ptihody, neuralgie, myalgie, parestesie a bolesti
hlavy. Efekt na zazivaci Ustroji se projevuje zdcpou az paralytickym ileem. Dale muze
zpusobovat duSnost az bronchospasmus, viedy v obliCejové casti, CasteCnou slepotu,
amenorrhoeu, azoospermii, alopecii a dalsi. O sniZeni téchto vedlejSich nezddoucich u€inkh
pfi uchovani nebo dokonce rozsifeni protirakovinného G¢inku se snazi semi-syntetické
derivaty vinorelbin a vindesin.

Vindesin je semisynteticky derivat vindolinu a s uspéchem je indikovan u akutni lymfoidni

leukemie u déti.
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Vinorelbin, anhydroderivat 8 -norvinblastinu, je nové&jsi modifikaci. Podava se oralné, ma
$ir$i protirakovinné spektrum a jeho neurotoxicky vedlejsi u€inek je nizs§i nez u vinkristinu
i vinblastinu. Nov¢ je znam i dal$i derivat Vinca alkaloidd, vinflunine, ktery je ve fazi
klinického testovani (Shnyder, 2004; Kruczynski a Hill, 2001).

Vinkristin sulfat, vinblastin sulfat, vindesin sulfat a vinorelbin tartarat maji své lékopisné
monografie (European Pharmacopoeia 5.0).

Uzivani alkaloidi musi byt pod ptisnym dozorem lékate. Davkuji se injekéné (vyjimkou je
vinorelbin) jednou za tyden (vinblastin) nebo jednou za mésic (vinkristin), v jednotkach mg
nam? dosp&lého Gloveka. Vétsinou byvaji spolu sdalsimi onkolytiky soucasti celkové
chemoterapie.

Obr. 4. Struktury derivati vinblastinu
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Ajmalicin (raubasin) je alkaloid, ktery se kromé katarantu vyskytuje také v kotfenech
Rauwolfia serpentina. Na organismus pusobi a-sympatolyticky. SniZuje vysoky krevni tlak
a je pouzivan vkombinované 1é¢bé srde¢nich arytmii. Pfedavkovani vede k bradykardii,
ataxii a kfeCovym stavim.

Reserpin je dal$im zastupcem indolovych alkaloidi, ktery byl puvodné identifikovan
v Rauwolfia serpentina. V historii byl hodné vyuzivan pro své neuroleptické
a antihypertenzni vlastnosti. Pro své vedlejsi ucinky je dnes pouzivan v kombinacich jako 1ék
druhé volby. Mechanismem u¢inku je témét ireversibilni blokdda zpétného vychytavani
noradrenalinu, serotoninu a dopaminu do synaptickych vezikuli. Nasledkem je nedostatek
perifernich monoamini, coZ se projevuje hlavné jako pokles krevniho tlaku a srde¢niho
tempa. Sedativni a neurolepticka aktivita reserpinu je pravdépodobné disledkem vycerpani
centrdlnich katecholamind.

skloniim, dale peptidické viedy, hypersenzitivita, malatnost atd.

Serpentin vykazuje sedativni ucinky.
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3.2. Primarni a sekundarni metabolity

v v s

kyseliny a nukleové kyseliny. AZ na mastné kyseliny se jednd o polymerni latky. Sacharidy
jsou slozeny z jednotek cukri, proteiny zaminokyselin a nukleové kyseliny jsou tvofeny
jednotlivymi nukleotidy. Navzdory obrovské riiznorodosti zivych organismi, chemické cesty
modifikujici a syntetizujici sacharidy, proteiny, mastné a nukleové kyseliny jsou ve své
podstaté stejné u vSech organismu a kolektivné se nazyvaji primarni metabolismus. Tyto
procesy dokazuji fundamentélni jednotu zivé hmoty. Degradace sacharidt se tak uskute¢iuje
znamymi cestami nazyvanymi glykolyza a Krebstv cyklus ¢i cyklus kyseliny citronoveé, pti
kterém se uvolituje energie z organickych slouc¢enin pomoci oxida¢nich procesti. Dal§i obecné
znamy zdroj energie je f-oxidace mastnych kyselin. Proteiny pfijimané z okoli slouzi bud’
jako takové, nebo jsou rozlozeny na aminokyseliny, které jsou nasledné vyuzity pii syntéze
jinych proteinti, nebo jsou totalné degradovany za zisku energie. VéEtSina organisml dokéaze
syntetizovat jenom urc¢ité mnozstvi aminokyselin, ty zbylé jsou pfijimané z okoli a nazyvaji se
esencialnimi aminokyselinami (Alberts et al., 1998).

Oproti primarnim metabolitim, které se obecné nachéazeji ve vSech zivych organismech,
existuje mnoZstvi latek, které vyjadiuji individualitu jednotlivého druhu a nachazeji se jenom
ve specifickych organismech nebo jejich skupinach. Témto latkam se tika sekundarni
metabolity a biochemickym procesim Kk nim vedoucim, sekundarni metabolismus.
Sekundarni metabolity nejsou nutné syntetizovany za kazdych podminek a dodnes jejich
funkce pro organismy neni pln¢ objasnéna. Kazdopadné slouzi k leps$i prosperité matecného
organismu (Devic, 2002).

Rostlinné sekundarni metabolity zastdvaji béhem zivotniho cyklu rostliny mnohocetnou

funkci. Tyto funkce mohou byt zafazeny do kategorii mediatorti interakce mezi rostlinou
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a zivotnim prostfedim na trovni rostlina-hmyz, rostlina-mikroorganismus, rostlina-rostlina.
(Harborne, 2001; Dixon, 2001). Sekundarni metabolity hraji dalezitou roli i v reprodukci
rostliny, napt. atrakci opylovact. Nezanedbatelna je jejich role i v lidském svété, napiiklad
pro kvalitu potravin (ving, barva, chut) ¢i dilezitost pigmentli dekorativnich rostlin a kvétin.
Nékteré sekundarni metabolity jsou navic pouzivany jako 1éCiva, barviva, insekticidy,
chutové latky a aromata. Sekundarni metabolity jsou tudiz velice dalezitym aspektem ve
Slechtitelstvi jednotlivych zajmovych rostlin.  Jsou mapovany biosyntetické cesty
sekundarnich metaboliti véetné identifikace klicovych enzymi (Verpoorte a Memelink,

2002).

3.3. Biosyntéza terpenovych indolovych alkaloidt v C. roseus

Mapovéni biosyntetickych cest v rostlinaich zacalo zhruba pied 30 lety a trva dodnes
(Kutchan, 1993). Diive se k biosyntetickym studiim pouzivaly latky znafené riznymi
radioaktivnimi prvky. V sou¢asné dobé jsou z ekologicko bezpeénostnich diivodu stale Castéji
pouZivany izotopy ?H, **C a **N s naslednou NMR analyzou (Fox et al., 1995; Prabhu et al.,
1996; Schleucher et al., 1998). Takto se délaji i tzv. retrobiosyntetické studie, které ovéfuji jiz
dlouho objevené biosyntetické cesty. Tyto jsou bud’ pIn€ potvrzeny nebo nové poznatky
inspiruji k dalSimu studiu.

S rozvojem biotechnologickych postupi v oblasti rostlinnych tkanovych kultur se védcim
dostal do rukou vhodny material ke studiu biosyntetickych cest. A to nasledné i proto, Ze
tkanové systémy se zatim nepodafilo (az na vyjimky) stimulovat k uspokojivé produkci
sekundarnich metabolitt in vitro. Discipliny souhrnné nazyvané -omic (genomic,
transcriptomic, proteomic, fluxomic a metabolomic) se snazi objasnit sloZity zpasob regulace

biosyntetickych pochodu v rostlinach.
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V katarantu je znamo a obecné akceptovadno, ze terpenové indolové alkaloidy (TIA) jsou
odvozovany z prekurzoru striktosidinu, jeZ vznika reakci tryptaminu a iridoidniho terpenu
sekologaninu za pusobeni enzymu striktosidin syntazy (STR). Tento enzym Kkatalyzuje
stereospecifickou Pictet-Spenglerovu kondenzaci tryptaminu se sekologaninem (Cox a Cook,
1995) za vzniku striktosidinu. Striktosidin syntaza byla izolovana a klonovana z rostlin
Catharanthus roseus (Mizukami et al., 1979; Pfitzner a Zenk, 1989; McKnight et al., 1990;
de Waal et al., 1995; Roessner et al., 1992; Geerlings et al., 2001), Rauwolfia serpentina
(Treimer a Zenk, 1979a; Treimer a Zenk, 1979b; Pfitzner a Zenk 1987; Kutchan et al., 1988;
Kutchan, 1989; Pennings et al., 1989, Bracher a Kutchan, 1992; Kutchan et al., 1994)
a nedavno také z Ophiorriza pumila (Yamazaki et al., 2003).

Za konverzi tryptofanu pochazejiciho z Sikimatové biosyntetické cesty (obr. 7) na tryptamin je
zodpovédny enzym tryptofan dekarboxyldza (TDC), pyridoxal dependentni enzym (Leete,
1961). Dlouho se véfilo, Ze prekurzor sekologanin pochazi exklusivné z mevalonatové
biosyntetické cesty (viz obr. 8). Tato teorie je viak posledni dobou diskutovana a jsou dukazy
1 o jiné cest¢ vbiosyntéze sekologaninu, non mevalonatové, tzv. cesté triosa-
fosfat/pyruvatove (Contin et al., 1998; Eisenreich et al., 2004) (Obr.6). Podle této studie se na
vzniku isopentenyldifosfatu podili vedle/misto mevalonatu prekurzor 1-deoxy-D-xyluldza.
Tato alternativni cesta byla objevena a objasnéna v bakteriich (Rohmer, 1993; Rohmer, 1996)
a dokazana v nékterych druzich vyssich rostlin (Lichtenthaler, 1997). Sekologanin je nejenom
limitujicim prekurzorem pti syntéze TIA (Verpoorte et al., 1997), ale také se samotny izoluje
(napf. z druhti Lonicera nebo Symphoricarpus) a dale vyuziva pii syntéze farmaceuticky

vyznamnych latek (Tietze, 1983).
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Biosyntéza sekologaninu, obr. 9

Bylo klonovano né€kolik enzyml zapojenych do krokli biosyntézy isopentenyl difosfatu
z 1-deoxy-D-xyluldzy-5-fosfatu (Chahed, 2000; Veau et al., 2000). Geraniol-10-hydroxylaza
(G10H), enzym katalyzujici hydroxylaci geraniolu, byl heterologné expresovan v kvasinkach
a vykazuje tuto aktivitu i in vitro (Collu et al., 2002; Collu et al., 2001). Experimenty
s *H-znaenymi intermediaty potvrzuji 10-hydroxygeraniol, iridodial a iridotrial jako
prekurzory biosyntézy sekologaninu (Uesato et al., 1986). Oxidaci iridotrialoveho aldehydu
na karboxylovou kyselinu, naslednou esterifikaci a glukosylaci vznika deoxyloganin, jez je
dale hydroxylovan na loganin. Sekologanin je ziskdvan z loganinu oxidativnim $tépenim za
katalyzy sekologanin syntazy (SLS). Tato NADPH dependentni P450 oxidaza byla izolovana
z cDNA knihovny C. roseus kultur (Irmler et al., 2000), a in vitro konvertuje loganin na
sekologanin. Reak¢ni mechanismus je pravdépodobné radikdlové zprostfedkovany
(Yamamoto et al., 2000). Z experimentu, ve kterych jsou tkanovym kulturam podavany spolu
s rastovym mediem prekurzory, vyplyva, Ze biosyntéza sekologaninu (Morgan a Shanks,
2000; Whitmer et al., 1998) a pravdépodobné také konverze loganinu na sekologanin (Contin

et al., 1999a) by mohly byt faktory limitujici biosyntézu terpenovych indolovych alkaloid.

Biosyntéza od striktosidinu k bisindolovym alkaloidim, obr. 10

Stejné jako u Rauwolfia, striktosidin je deglykosylovan enzymem striktosidin glukosidazou
(SGD). Tato byla izolovana a klonovana z C. roseus (Geerlings et al., 2000; Hemscheidt
a Zenk, 1980; Scott et al., 1977; Luijendijk et al., 1998) a vykazuje vysokou uroven
sekven¢ni shody s glukosiddzou z Rauwolfia. Obé tyto striktosidin glukosidazy katalyzuji
vznik kathenaminu in vitro, coz indikuje, Ze nasledna diferenciace do riznych sekundarnich
metabolit v Catharanthus a Rauwolfia neni zavisla na striktosidin glukosidaze (Geerlings et

al., 2000; Gerasimenko et al., 2002).
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Obr. 5. Schéma zakladnich typt struktur terpenovych alkaloidt (Dewick, 2002).

N
m— N
N\
& B 0
N CO,Me H

H MeO,C
akuammicin

ajmalicin
HO, ! AN Vi

\ OHC 4
OH
I —_— Ole —— OGle —
N O N O
MCOEC MCOQ_C

geraniol loganin sekologanin Corynanthe

N\ \/ " \7

N
<= —

N COzMe

H .

tabersonin Aspidosperma
typ
N
/
N\ D —]
N GOV Ihoga

H

. t
katarantin P

Casteéné purifikovans NADPH dependentni reduktaza, izolovana z tetrahydroalstonin
produkujicich linii C. Roseus, katalyzuje konverzi kathenaminu na tetrahydroalstonin in vitro
(Hemscheidt a Zenk, 1985). Jedna se o tetrahydroalstonin syntdzu. Jina linie C. Roseus
obsahovala dalsi reduktazu, ktera umoziuje produkci ajmalicinu a 19-epi-ajmalicinu
Z kathenaminu. Studie se znaCenymi latkami naznacuji, ze mechanismus u¢inku reduktazy je
pies iminiovou formu kathenaminu (Stockigt et al., 1983). Ac¢koli diivéjsi studie poukazovaly
na geissoschizin, redukovanou formu 4,21-dehydrogeissoschizinu, jako ptimy prekurzor
biosyntézy alkaloidi typu corynanthe, nov¢j$i  studie se  priklanéji  spiSe
k dehydrogeissoschizinu jako centralnimu intermediatu (Stockigt et al., 1980; Stdckigt, 1978).

Z katarantu byla izolovana dehydrogenaza umoznujici oxidaci geisosschizinu na dehydro-
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geisosschizin in vivo (Pfitzner a Stocking, 1982). Ajmalicin je dale oxidovan na serpentin,
k cemuz ptispivaji vakuolarni peroxidazy (Sottomayor et al., 2004; Bloom et al., 1991)
Derivét striktosidinu, preakummicin, je prekurzor stemadeninu, ale diky jeho labilité jesté
nebyl izolovan z rostlinnych materiali a ani mechanismus jakym vznika neni plné objasnén
(Scott a Qureshi, 1969). Redukci preakummicinu vznik4 stemadenin, dilezity biosynteticky
intermediat. Predpoklada se, ze jak iboga alkaloid katharanthin, tak aspidosperma alkaloid
tabersonin jsou formovany Diels-Alderovou reakci z dehydrosekodinu, neni vSak pro to
v rostlinné i8i Zadny dikaz (Laschat, 1996). Vice detaili je zndmo o zhruba Sesti krocich
katalyzujicich pfeménu tabersoninu na vindolin (Hashimoto a Yamada, 2003; Zenk, 1980).
Byla klonovana cytochrom P450 monooxygenaza, tabersonin-16-hydroxylaza (T16H),
zodpovédna za hydroxylaci tabersoninu (St-Pierre a De Luca, 1995; Schrdder, 1999).
Metylace této hydroxyl skupiny se dé&je pomoci O-methyltransferazy (HTOM), ktera byla
purifikovana, ale zatim nebyla klonovana (Cacace et al., 2003). V dalSim kroku dochazi
k hydrataci dvojné vazby zatim blize nespecifikovanym enzymem za vzniku 16-methoxy-2,3-
dihydro-3-hydroxytabersoninu. Transferem metylové skupiny na indolovy dusik pomoci
N-metyl transferazy (NMT) vznikd desacetoxyvindolin. Aktivita tohoto enzymu byla
detekovana pouze u diferencovanych rostlin, ne u bunécnych ¢i tkanovych kultur (Dethier
a De Luca, 1993). Piedposledni intermedidt, deacetylvindolin, je produkovéan za pfitomnosti
enzymu 2-oxoglutarat-dependentni dioxygenaz-desacetoxyvindolin-4-hydroxylazy (D4H).
Tento enzym byl klonovan a taktéz se nevyskytuje u tkanovych kultur (Vazquez-Flota et al.,
1997). V poslednim kroku je deacetylvindolin acetylovan enzymem deacetylvindolin-
O-acetyltransferazou (DAT) za vzniku vindolinu. I tento enzym byl uspésné klonovan
a nevyskytuje se u nediferencovaného rostlinného materialu (St-Pierre et al., 1998).

Davné studie s isotopicky zna¢enym loganinem indikuji, ze bisindolové alkaloidy patii do

skupiny terpenovych indolovych alkaloidi (Daddona a Hutchinson, 1974). Jsou ziejmé
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odvozené od dimerizace ¢i pifesnéji binarizace vindolinu a katharantinu. Toto se
pravdépodobné déje diky interakci katharantinu oxidovaného do iminiové formy, ktera pak
snadnéji reaguje, s relativné nukleofilnim vindolinem (Sottomayor et al., 1997). Iminiovy
»dimer“ je pak redukovan za vzniku anhydrovinblastinu, latky vyskytujici se bé&zné
v C. roseus (Scott et al., 1978). Tuto hypotézu podporuji studie dokazujici inkorporaci
anhydrovinblastinu do vinblastinu a vinkristinu v extraktu z C. roseus (Sottomayor et al.,
2004; Stuart et al., 1978; Baxter et al., 1979; Gueritte et al., 1980). Z listt C. roseus byla
purifikovana a klonovana peroxiddaza CRPRX1 (a-3",4"-anhydrovinblastin syntaza, AVBLYS),
ktera konvertuje vindolin a kataranthin na anhydrovinblastin in vitro (Goodbody, 1988;
Sottomayor et al., 1998). Prestoze tento enzym neni vysoce substratové specificky,
lokaliza¢ni studie dokézaly, ze CRPRX1 je nezbytnym enzymem pro bisindolovou formaci
(Sottomayor et al., 2004; Sottomayor et al., 1998; Sottomayor et al., 1997). Konecné
hydroxylaci dvojné vazby dehydrovinblastinu vznika vinblastin a oxidace N-metyl skupiny

vinblastinu dava vzniknout vinkristinu.

Vice o biosyntéze a regulaci biosyntézy terpenovych indolovych alkaloidu v katarantu mutize
byt nalezeno v review O"Connor a Maresh (2005), Loyola-Vargas et al. (2007), Hernandez-
Dominguez et al. (2004), Zhao a Verpoorte (2007), EI-Sayed a Verpoorte (2007), Memelink

a Gantet (2007), Oudin et al. (2007), Hedhili S et al. (2007), Misra et al. (1996).
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Obr. 6. MEP (2-C-methyl-D-erythritol 4-fosfat) biosynteticka cesta. Pievzato z Oudin et al.

(2007)
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Obr. 7. Sikimatova biosynteticka cesta (tryptofanové biosynteticka vétev)
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(pokracovani)

COH |

CO,H
L-Gln -NH; NH,
—
0~ “Cco.H /JL\ > >
1
(OH 0~ ~Cco.H

H®  kys. chorismova kys. antranylova

2-amino-2-deoxyisochorismova kys.

CO,H Gl
2
_. X o
LA .NH CHEOPP

L CH,OP G
] O"
PPO OH OH H
fosforybosil difosfat fosforybosil antranylova kys.
co,H ©OH o co,H ©H
OP tautomerie opP
. > I OH
= OH N
@ﬁJ 3
keto-enol
,) o tautomerie
H.O. or 1
‘ 0 0"3 OH
OH -CO O
| N\ - 02 \j op
- H,O
N " OH
H
indol-3-glycerol fosfat b
CO,H
CO,H
HO/Y L-Ser »
2
@ = L3
N N
H \ o H
indol L-Tryptofan

29



Obr. 8. Mevalonatova biosynteticka cesta (terpenova biosynteticka vétev)
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Mevalonatova biosynteticka Obr. 9. Syntéza striktosidinu
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Obr. 10.
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3.4. Kompartmentace biosyntézy v rostlinnych buiikach C. roseus

Vv

V bunikach dochazi soubézné ke spousté biochemickych déjh, které jsou mnohdy protichiidné
povahy jako napt. syntéza glukdzy a soucasné glykolyza. Oddéleni jednotlivych déjti pomoci
membran do tak zvanych kompartmenti zabrafiuje chaosu a umoziuje regulaci déji. Jedno
z dalezitych mist regulace vSech metabolickych pochodii je na vstupu a vystupu metabolitii
z kompartmentu (Kunze et al., 2002; Johansen et al., 2006). Transport latek mezi
kompartmenty se uskutecniuje jak uvnitt jednotlivych bunék, tak intercelularné (Kutchan,

2005a; Mahroug, 2007).

3.4.1. Intracelularni kompartmentace

Catharanthus roseus je evidentné dobrym piikladem intracelularni kompartmentace
biosyntetickych pochodi (Facchiny, 2001). Divody pro oddéleni metabolickych cest do
ruznych subcelularnich kompartment mohou byt (Pasqualy et al., 2006):

ochrana proti autotoxicité zpiisoben¢ alkaloidy a jejich intermediaty,

lepsi kontrola fluxt (toku) metabolitt (dulezity bod regulace, redukce negativni zpétné

vazby atd.),

optimalizace podminek pro aktivitu enzymi v rdmci mikroklimatu kompartmentu.
Pri¢inou netspéchti pii ziskdvani sekundarnich metaboliti z kultur C. roseus mutze byt
nedostate¢na diferenciace subcelularnich kompartmentt (napiiklad nedostateéné vyvinuté
vakuoly nebo plastidy) u rychle rostoucich kultur. Dal§im aspektem by mohlo byt potlaceni
vyvoje plastidi nebo exprese genid zapojenych do fotoautotrofniho metabolismu
(a ptipadnych pocatecnich krokd biosyntézy prekurzori sekundarnich metabolitd) pfi in vitro

suplementaci systému vnéj$im zdrojem sacharidi (Pasqualy et al., 2006).
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Syntéza prekurzort terpenové biosyntetické cesty (az ke geraniolu) a tryptofanova vétev se
predpoklada v plastidech (Chappell, 1995; Poulsen a Verpoorte, 1991; Zhang et al., 2001).
Konverze tryptaminu na tryptofan se déje v cytosolu za katalyzy tryptofandekarboxylazy
(De Luca and Cutler, 1987; Stevens et al., 1993). Nedavno se ukézalo, Ze dva enzymy
vedouci k biosyntéze sekologaninu jsou lokalizované v mikrosomech bunék C. roseus (Irmler
et al., 2000). Contin et al. (1999b, 1999c¢) ptedpokladaji konverzi loganinu na sekologanin ve
vakuolach nebo v souvislosti s vakuolarni membranou. JelikoZ striktosidin syntaza je
lokalizovana ve vakuolach, tryptamin musi byt transportovan pies tonoplast aby mohl byt
pomoci tohoto enzymu spojen se sekologaninem (McKnight et al., 1991). Geraniol-10-
hydroxylaza, enzym Kkatalyzujici pocate¢ni kroky v syntéze sekologaninu je spojovany
s provakuolarni membranou (Collu et al., 2001; Madyastha et al., 1977). Pfedpoklada se, ze
striktosidin glukosidaza, enzym Kkatalyzujici deglukosylaci striktosidinu, je vazana k vné&jsi
Casti tonoplastu (Stevens et al., 1993). AvSak in vitro studie prokéazaly asociaci tohoto enzymu
s endoplasmatickym retikulem (Geerlings et al., 2000). Tabersonin-16-hydroxylaza (T16H),
enzym zapojujici se do C-16 hydroxylace tabersoninu, se také zdd byt asociovany
s mikrosomy (Schroder et al., 1999). N-metyltransferaza, ktera katalyzuje tteti az posledni
Clanek v fetézci biosyntézy vindolinu, je asociovana s thylakoidalni membranou (De Luca
a Cutler, 1987; Dethier a De Luca, 1993). Nicméné vyvoj chloroplastt ziejmé neni nezbytny
pro aktivitu N-metyltransferazy, ktera byla detekovanad i v transparentnich semenaccich.
Posledni dva kroky v biosyntéze vindolinu jsou katalyzované enzymy desacetoxyvindolin-
4-hydroxylazou (D4H) a deacetylvindolin-4-O-acetyltransferazou (DAT), které se nachazeji
v cytosolu (De Luca et al., 1988; St-Pierre et al., 1998; Vazquez-Flota et al., 1997). Vindolin
je pak transportovan zpét do vakuol kde se setkava s katarantinem a je snim vazan za
ptitomnosti 3’,4 -anhydrovinblastin syntazy (AVLBS) (Sottomayor et al., 1998). Tim, Ze

enzymy katalyzujici biosyntézu alkaloidi jsou lokalizované v cytosolu, vakuolach,
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provakuolach, na tonoplastu, membranach, endoplasmatickém retikulu, stromatu chloroplastd,
thylakoidalni membrané a ve specidlnich vezikulech, se stava cely celularni biosynteticky

systém velice komplexnim (Facchiny, 2001).

Obr. 11. Intracelularni kompartmentace biosyntézy terpenovych indolovych alkaloidi
v C. roseus. Pro zjednoduseni je zanedbana skutecnost, ze jednotlivé Casti biosyntetického

fetézce jsou lokalizované v riznych bunkéach/tkanich.
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3.4.2. Intercelularni kompartmentace

Komplexitu celého bunééného biosyntetického systému jest€é umociiuji poznatky o tkanové

nebo organové biosyntetické specializaci. Z toho vyplyva i nezbytnost vymény intermediatt
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na intercelularni drovni. Studie transgennich rostlin Catharanthus roseus (TDC, STR1, D4,
DAT) dokazuji, Ze intermediaty metabolickych cest prochazeji nejméné dvéma rtiznymi typy
bunék (St-Pierre et al., 1999). TDC a STR1 se ve vétsi mife nachazeji v epidermis stonku,
listd a kvétnich pupend, v protodermis a bunkach okolo apikalniho meristému kotfenovych
Spic¢ek. D4H a DAT, enzymy zapojené do poslednich krokt biosyntézy vindolinu, se kumuluji
VvV mlécnicich a idioblastech listli, stonkii a kvétnich pupend. Stejné studie také odhalily
basipetalni gradient exprese téchto ¢tyf gentt technikou in situ RNA hybridizace
v dospivajicich listech, coz indikuje transientni neboli pfechodnou expresi vindolinové
biosyntetické cesty v pocateénich stadiich vyvoje listu. Tato data mohou objastiovat
neuspéchy produkce vindolinu kulturami in vitro. Imunocytochemicka lokalizace proteint
TDC, STR1, D4H a DAT potvrdila in situ RNA hybridizace (St-Pierre et al., 1999). SLS byla
také nalezena v epidermis listd (Irmler et al., 2000). Bylo dokéazano, Ze sekologanin je
v C. roseus syntetizovan z IPP (MEP biosynteticka cesta) (Contin et al., 1998). Transkripty
korespondujici G10H, 1-deoxy-D-xyluldza-5-fosfat syntaze, 1-deoxy-D-xyluloza-5-fosfat
reduktoisomeréaze a 2-C-metyl-D-erytrytol-2,4-cyklodifosfat syntaze byly nalezeny vyhradné
ve floému mladych nadzemnich ¢asti katarantu (Burlat et al., 2004). | v tomto pfipadé byl
zaznamenam basipetalni gradient exprese u mladych listl, klesajici u starSich list. Mahroug
et al. (2006) dokladaji ustfedni roli epidermis nejméné ve Ctyfech biosyntetickych cestach.
Vsechna tato data silné podporuji nezbytnost transportu intermediatii od vnitiniho lykového
parenchymu do epidermis, a eventuelné nasledného pozdéjsiho transportu do idioblastl
a mlécnic.

Studie délané na Camptotheca acuminata a Ophiorriza pumilla, kde TDC neni kédovana
jednim genem nybrz malou skupinou genii, poukazuji na pfisnou regulaci exprese TDC
ovliviiovanou ontogenezi a obrannym systémem rostliny proti patogenim (Lorence a Nessler,

2004).
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Shrnuto v Pasqualy et al. (2006), jak Papaver somniferum (Bird et al., 2003) tak Thalictrum
flavum (Samanani et al., 2005) maji tkanové oddélenou biosyntézu a akumulaci alkaloidi, ale
blizce ptibuzné biosyntetické enzymy mohou byt ptitomné v T. flavum v jinych typech bunék
nez v P. somniferum. Nelze tedy vyvodit obecny vzorec lokalizace enzymu a vztahnout ho na
rizné rostlinné systémy. Je zminén 1 vliv evoluce v biosyntéze alkaloidl a tudiz relokalizace

prokéazané biosyntetické cesty do odliSnych typti bunck.

3.5. Transport

Vyména latek mezi organismy a okolim je jednim z dualezitych projevii Zivota. Bez této
vymény by nemély organismy dostatek energie ani stavebnich kament k rlstu a reprodukci.
Transport latek se uskuteciiuje jak mezi bunikami a vnéjSim prostiedim, jednotlivymi bunkami
uvnitt systému, tak mezi vnitrobunéénymi organelami. Jakakoli latka vyménovand mezi
kompartmenty musi piekonat polopropustnou piepazku, ktera slouzi k oddélovani a tudiz
i formovani jednotlivych bun€k a subcelularnich organel. Membrany maji ruzny pramér
v zavislosti na charakteru kompartmentu, ktery odd€luji. NejsilngjSimi membranami jsou
plasmatickA membrana (10,5 £0,3 nm), vakuolarni membrana (8,1 +0,9 nm) a vyvinuty
Golgiho aparat (6,6 £1,8 nm). Ostatni buné¢né membrany méfi 5-6 nm (Morre et al., 1987).
Co maji ovSem vSechny membrany spolecné, je obecnd struktura. Jsou slozeny
z bimolekularni vrstvy lipidt. Nejéastéji zastoupené lipidy v membranach jsou fosfatidy,
konkrétné fosfatidylcholin, ktery obsahuje hydrofilni hlavicku sloZenou z cholinu, fosfatu
a glycerolu a nepolarni (lipofilni) ¢ast slozenou z uhlovodikového ftetézce. Vykazuje tedy
amfipaticky charakter. VétSina membran eukaryotickych bunék je syntetizovéana
Vv endoplasmatickém retikulu. Uz pii syntéze je urceno, ktera vrstva lipidit bude orientovana

do cytosolu a kterd dovnitt organel ¢i do vnéjSiho prostiedi. Lipidova vrstva tedy neni
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symetrickd. Cetné proteiny jsou zanofovany do membran ve specifické orientaci, ktera je
dalezita pro jejich dal$i funkci. Membréana ma flexibilni vlastnosti, je schopna se ohybat,
vytvafet zahyby atd. a také vytvaiet vezikuly napf. pro transport latek (minimalni velikost
vacku dand flexibilitou membrany je 25 nm). Dalsi vlastnosti membrany ovliviujici jeji
funkeci je pohyb lipid uvnitf dvojvstvy. Membrana se tak chova jako dvojrozmérna tekutina.
(Alberts et al., 1998)

Proteiny, které jsou integrovany v membranach, maji rizné funkce, napf. pfenaseji informace
o vn¢jSim okoli (teplota, vlhkost, tlak, Ziviny atd.), umoznuji molekularni signalizaci
sousednich bun€k naptf. o Utoku patogena a v neposledni fad¢ zprostiedkovavaji pohyb

molekul a iontl pfes membranu.

Lipidova dvojvrstva je sama o sob¢ pro ionty a nabit¢ molekuly bez ohledu na jejich velikost
témet nepropustna. (Samotnd propustnost neni nemoznd, pouze rychlost difuze a tim 1 celd
efektivita difuze je velice nizka; napf. voda difunduje pfes membranu miliardkrat rychleji nez
malé ionty jako Na* ¢i K*). Membrana funguje jako piepazka, pies kterou mohou samovolné
a snadno difundovat pouze molekuly

malé a nepolarni (napf. molekuly kysliku a oxidu uhli¢itého),

nenabité polarni molekuly (s rovnomérnym rozdélenim elektrického naboje, napf.

voda a ethanol).
Tato prostd difuze, nebo piesnéji nespecifickd permeace patii do kategorie transportu
pasivniho. Podle Fickova prvniho zakona se molekuly pohybuji spontanné ve sméru
gradientu koncentrace nebo chemického potencialu dokud neni dosazeno rovnovahy. Po
dosazeni rovnovéhy k pohybu nedochdzi aniZz by byla pouZita hnaci sila (Taiz & Zeiger,

2002).
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Obr. 12. Schéma bunécnych transportnich procest (Taiz & Zeiger, 2002)
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Vedle prosté difuze mohou byt latky pasivné transportovany (na zakladé koncentra¢niho nebo
elektrochemického potencidlu) pomoci prenaseCovych nebo kanalovych proteint. Jedna se

0 integralni membranové proteiny, jejichz dlouhy peptidovy fetézec mnohandsobné protind
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lipidovou dvojvrstvu a vytvari tak jakysi tunel v membran¢. Malé hydrofilni molekuly tak
mohou prochazet aniz by se dostaly do kontaktu shydrofobnim prostfedim lipidové
dvojvrstvy. Rozdil mezi pfenaSeCem a kandlem je ve strategii vybéru prenaSené latky.
Kanalem muze projit jakakoli molekula optimélni velikosti a né&boje. Oproti tomu
pfenaSeCové proteiny umozni prichod pouze latkam, které se hodi do vazebného mista
proteinu. Po navazani latky se zméni konformace proteinu a tatka je jako turniketem
pfenesena na druhou stranu membrany. Nutnost pozitivni interakce latky s vazebnym mistem

¢ini tento transport selektivnim.

Jako aktivni transport je popisovana situace, kdy je latka pfemistovana proti svému
chemickému ¢i elektrochemickému potencidlu z mista niz8$i koncentrace do prostredi s vySSi
koncentraci latky za spotfeby ur¢ité energie. Aktivni transport je v bunikach uskute¢novan
nasledujicimi zptsoby:

A. pomoci spirazenych pienasect, kdy jeden solut je pfenaSen ve sméru koncentra¢niho
gradientu a elektrochemického potencialu za soucasného pienosu jiného solutu proti
gradientim. MlzZe se jednat o:

a. symport, kdy ob¢ latky prechazeji na stejnou stranu membrany,
napt. H*/sachar6za symport

b. antiport, kdy jsou latky transportovany na opa¢né strany membrany,
napt. Na'/H" antiport,

B. pomoci pump, které hydrolyzuji ATP a energii vyuZivaji pro transport solutu proti
gradientim. Napriklad protonova pumpa (H'-ATP4za) a vépenatd pumpa (Ca*'-
ATPaza),

C. pomoci specifickych transportért, tzv. ABC (ATP-Binding Cassette) transportéru,

které pienasi uréité latky pfes membrany za pouziti energie ziskané hydrolyzou ATP.
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Cely systém je piisné organizovany a kontrolovany a jednotlivé transportni mechanismy
na sebe vzajemné navazuji, jsou na sob¢ zavislé. UdrZzovani stalého pH, wvnitfniho
elektrochemického potencialu a turgoru je jednim ze zakladnich prvkt homeostazy butiky

(Alberts et al., 1998; Hedrich a Marten, 2006).

3.5.1. ABC transportéry

ABC (ATP-Binding Cassette) transportéry tvoii obrovskou skupinu transmembranovych
proteinit vyskytujicich se od bakterii a kvasinek pfes rostlinnou fiS§i az po lidské bunky
(Higgins, 1992). Od doby jejich objeveni v zivocisnych buiikach pocatkem sedmdesatych
letech se podafilo nashromazdit mnozstvi adaji (Gottesman a Ling, 2006), které se vzhledem
k charakteristickym vlastnostem ABC transportérti a zejména jejich dopadu na onkolytickou
terapii neustale zvétSuje. Prvni ABC transportér, P-glykoprotein = MDR1 = ABCB1, byl
nalezen v tzv. MDR (MultiDrug Resistant) bunéénych kulturach (Juliano a Ling, 1976) pii
badani nad diivodem resistence téchto kultur k riznym druhiim podanych cytotoxickych 1éciv.
Bez ohledu na mechanismus U¢inku nebo chemickou strukturu chemoterapeutik je effluxni
membranovy protein rozpozna a vylouc¢i ven z buniky diive nez se staci plné rozvinout jejich
cytotoxicky efekt. Mezi 1éCiva, ktera jsou snadno vylucovadna zrakovinovych bunék patii
napt. kolchicin, doxorubicin, adriamicin, vincristin a vinblastin, digoxin a paklitaxel (Dean et
al., 2001). Dodnes je MDR fenomén hlavnim divodem neuspokojivé 1é¢by rakovin mnoha
druhtt (Gottesman et al., 2002; Ambudkar et al., 1999). Védci se snazi feSit resistenci
rakovinovych bunék k chemoterapeutikim témito zpiisoby (Szakacs, 2006; Ozben, 2006;
Nobili et al., 2006):

zvySovani davky chemoterapeutik, coz je vétSinou neefektivni pro zvySenou celkovou

toxicitu a dalsi stimulaci resistence,
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upfednostiiovat v terapii 1éCiva, kterd nejsou dobrymi ABC substraty, napft.
5-fluorouracil a cyklofosfamid,

soucasné s onkolytiky podavat inhibitory ABC transportéru. Nevyhodou je, Ze tyto
tzv. inhibitory, modulatory nebo ,.chemosensitizers ovliviluji 1 jiné transportni
mechanismy bunky. Proto jsou intenzivné studovany a nyni jsou K dispozici jiz tieti
generace MDR modulatoru s vylepSenymi vlastnostmi (Thomas a Coley, 2003). Zatim
zadny ale nenaSel uplatnéni v klinické praxi. Nékteré rostlinné latky také vykazuji
inhibi¢ni efekt na ABC transportéry, napf. schizandrin-B (Qiangrong, 2005), nékteré
flavonoidy (Morris, 2006) nebo extrakt ze zeleného ¢aje (Netsch, 2005),

nejnovejSim piistupem je jednak zabranéni vzniku resistence na Grovni exprese genil
(Bouffard et al., 1996) (technologic down regulace ABC proteini a enzymu
zodpovédnych za MDR pomoci antisense oligonukleotidi) nebo obejiti MDR
mechanismu studiem novych struktur chemoterapeutik, které nebudou dobrymi
substraty pro ABC transportéry (Liscovitch a Lavie, 2002). Tento pfistup vychazi
Z teorie, ze zivé bunky potfebuji MDR mechanismus pro svou normalni fyziologii
(Piddock, 2006). Dal§im studovanym tématem jsou latky zabranujici angiogenezi, tzn.

tvorbé cév pro zasobovani nadoru krvi a Zivinami.

Projekt mapovani lidského genomu (HUGO) potvrdil domnénku celé velké skupiny gena

patiici do rodiny ABC transportéru a pro lepsi orientaci v nich zavedl novou nomenklaturu.

Nicméné prekvapujici je fakt, Ze rostlinné genomy obsahuji téméf o polovinu vice genl

kodujicich ABC transportéry nez lidsky genom (Sanchez-Fernandez et al., 2001b), aniz

bychom zatim mnoho tuSili o jejich funkci v rostlinach. Sanchez-Fernandez et al., 2001a

spekuluje nad imobilnim zplisobem rostlinného zivota a neptitomnosti exkre¢nich organii

jako Ciniteltt v boji proti neptiznivému vnéj§imu a de facto i vnitfnimu prostiedi. Objasnéni
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vyznamu ABC transportért pro rostliny je vyzvou, které se v poslednich letech chopila fada
védcu (Theodoulou, 2000; Rea, 1999; Sanchez-Fernandez, 2001a; Klein, 2006; Garcia, 2004;
Crouzet, 2006; van den Brile a Smart, 2002; Kolukisaoglu et al., 2002; Shitan a Yazaki,
2007; Verrier et al., 2008). Zatim je znamo, Ze ABC transportéry jsou schopné translokovat
rtizné druhy chemicky odliSnych substrat mezi které patii napiiklad peptidy, cukry, lipidy,
chelaty tézkych kovi, polysacharidy, alkaloidy, steroidy, anorganické kyseliny a konjugaty
glutathionu (Higgins, 1992; Rea et al., 1998).

Piiklady nékterych rostlinnych ABC transportért, jejich lokalizace a funkce jsou v tabulce
¢. 1. O skutecnosti, ze studium rostlinnych ABC transportéri je dynamicky proces, sveédci
fakt, Ze vroce 1992 byl identifikovan teprve jediny rostlinny ABC transportér (v rewiev
Higgins, 1992). Jednalo se o AtPGP1 (AtMDR1), homolog lidského P-glykoproteinu,
identifikovany v Arabidopsis thaliana (Dudler a Hertig, 1992). Nyni je v Arabidopsis zndmo
okolo 130 ABC proteini rozdélenych do 12 kategorii podle jejich velikosti, orientace,
doménoveé organizace a podobnosti s ABC proteiny jinych organismi (Sanchez-Fernandez,

2001a; Matinoia et al., 2002).

Obecna struktura ABC transportéru je nasledujici (Theodoulou, 2000):

vysoce hydrofobni transmembranova doména (TMD) neboli polypeptidovy fetézec,
ktery n€kolikrat protind membranu (napf. MRP zastupce ma 11 transmembranovych
smyc¢ek v N-terminalni ¢asti proteinu a 4 az 6 v C terminalni ¢asti (Bakos et al., 1996;
Hipfner et al., 1997). Transmembranova doména tvofi cestu, kterou substrat prochazi
membranou a ma i vliv na substratovou specifitu,

NBF (,,nucleotide binding fold*), nukleotidova doména, coz je polypeptidovy fetézec
zasahujici do cytosolu. Tento fetézec obsahuje misto kde se vaze a hydrolyzuje ATP

a pravdépodobné vazebné misto(a) pro prendseny substrat. Obsahuje dva useky zvané
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Walker box A a B, které jsou oddélené piiblizné 120 aminokyselinami (Walker et al.,
1982). Lysin ve Walker boxu A je zodpovédny za vazbu p-fosfatu ATP, zatimco
kyselina asparagova v B boxu vaze Mg®* (Sharom et al., 1999; Hung et al., 1998).
Mezi témito boxy lezi vysoce konzervativni sekvence 14 aminokyselin zvana “ABC
signature motif“ nebo také C motiv (Bairoch, 1992). Tento ,signature motif* je
specificky pro ABC transportéry (Higgins, 1992) a odliSuje je tak napt. od kinaz, které

také obsahuji Walker sekvence (Walker et al., 1982; Higgins et al., 1986).

Za plnohodnotny (full molecule) transportér se povaZzuje zdvojena sada TMD a NBF.
Kombinace (TMD-NBF)? tvoii P-gp (MDR) a MRP zéastupce, kombinace (NBF-TMD)? se
vyskytuje u PDR ¢lentt ABC skupiny. Funk¢ni jsou 1 tzv. polovicni transportéry obsahujici
pouze jednu sadu domén v obou poiadich nebo pouze dvé sady NBF ¢&i dokonce pouze

jednotlivé TMD a NBF (Theodoulou, 2000).

Mechanismus transportu ABC transportéry
V roce 1992 Higgins a Gottesman vyslovili nazor, Ze P-glykoprotein by mohl fungovat jako

membranova flipaza, viz obr. ¢. 13:
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Hydrofobni substrét interaguje nejprve s membranou, interkaluje do vnéjsi ¢asti dvojvrstvy

a vytvofi rovnovdhu (a) mezi vn¢jSim prosttedim a wvnéjSi vrstvou membrany. Dalsi
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rovnovaha se ustanovuje mezi vnitini a vnéjsi stranou dvojvrstvy (b). Podle této teorie muze
pravé tuto rovnovahu ovlivnit P-glykoprotein ve prospéch vétsi koncentrace substratu
ve vnéjsi vrstvé membrany a tudiz je tendence k vyluCovani substratu ven z buiky. Dalsi
rovnovaha je ustanovena mezi vnitini membranou a vnitinim prostiedim (c). Tato hypotéza

méla objasnovat Sirokou substratovou specifitu P-glykoproteinu.

V dne$ni dob& se zda pravdépodobnéjsi ndsledujici transportni model (Higgins a Linton,
2004; Dawson a Locher, 2006; Biemans-Oldehinkel et al., 2006) (obr. 14.):

1. Iniciace transportu interakci substratu stransmembranovou doménou (TMD).
Vazbou substratu na TMD dochazi ke konformacénim zménam v NBF. Zda se, Ze
substratem indukovand zvySena ATP-asova aktivita v NBF je vyvolana spiS lepsi
vaznosti ATP na NBF neZ samotnou stimulaci hydrolyzy. Napf. vinblastin zvySuje
afinitu NBD P-glykoproteinu k ATP az 60 krat. Snizuje se aktivacni energie pro
dimerizaci jednotlivych NBF.

2. Vazba ATP indukuje dimerni formaci NBF. C motiv jedné NBF interaguje s Walker
A a B sekvencemi druhé NBF a tvoii tak dvé kompletni ATP vazebna mista. Nejméné
dv¢ sady interakci pravdépodobné zajiStuji energizaci konformacnich zmén: interakce
y-fosfatu ATP s glutaminem v C motivu druhé NBF a interakce konzervativniho
glutaminu v Q smy¢ce s vdzanym nukleotidem a hydrolyzovanou vodou. Zda se, Ze
pro konforma¢ni zmény v TMD, které jsou zodpovédné za samotny transport

3. Hydrolyza ATP. Co je spoustécim faktorem hydrolyzy ATP je$té neni znamo.

4. Jisté je, Ze y-fosfat z ATP se uvoliiuje jako prvni, poté ADP. Pokud dojde
k nahrazeni odstepené¢ho fosfatu inhibitorem diive nez se ADP uvolni z NBF (jako

V ptipad¢ inhibitoru 0-vanadatu), ABC transportér se nenavraci ke své ptivodni
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Tabulka . 1

Pichled vybranych rostlinnjch ABC transportérd. Tabulka zahuje rostliny kde byly transportéry identifikovny, jejich vaitrobunéCnou

lokalizact, pfedpokldanou 1 dokazanou funkei a GenBank Cislo piishusného genu (pokud je dostupné).

GenyABC |  Rostlinnédruhy | GenBank Lokalizace Transportované molekuly Reference

transportéri (islo

MDR podskupina

MMDRL | Arabidopsisthaliana | AC006922 | Plasmaticka membrana | Xenobiotika, auxin Sanchez-Fernandez et al.,

(AtPgpd) 20018

APGP4 | Arabidopsis thaliana Plasmaticka membréna | auxin Santelia et al,, 2005

MMDR2 | Avabidopsisthaliana + AL161564 | Plasmaticka membrana | Xenobiotika Dudler a Sidler, 199

CIMDRL | Coptis japonica AB043999 | Plasmaticka membrana | Berberin Yazaki etal, 2001

HWDR2 | Hordeum vulgare ? ? ? Davies et al., 1997

TaMDRL | Triticum aestivum ABOS5077 | Plasmaticka membrana | Aluminium Sasaki et al., 2002

PMDRL | Solanum tubgrosum ~ U52079 | Plasmaticka membréna | ? Wang et al,, 1996

MRP podskupina

AMRPL | Arabidopsis thaliana | AC025205 | Tonoplast GS-X Luetal, 1997

AtMRP2 | Arabidopsis thaliana | ACO03096 | Tonoplast GS-X, lukuronidy; Luetal, 1998

kataholity chlorofyly Liuetal, 2001
AMRP3 | Arabidopsis thaliana | APOOOT5 | Tonoplast GS-X, glukuronidy, Tommsini et al, 1998
katabolity chlorofylu

AtMRP4 | Arabidopsis thaliana | ACO05309 | Tonoplast Xenobiotika Sanchez-Fernandez et al., 199
Plasmaticka membréna Klein etal, 2003

AIMRPS | Arabidopsis thaliana | ACO02411 | Tonoplast GS-X, lukuronidy Gagdeke etal,, 2001

TaMRPL | Triticum aestivum AY064479 | Tonoplast Xenobiotika Theodoulou et al, 2003

ZMRPL | Zeamays AY186244 |7 Xenobiotika Swarbreck etal., 2003

i




GenyABC |  Rostlinnédruhy | GenBank Lokalizace Transportované molekuly Reference
transportéri (islo

PDR podskupina

SpTUR2 | Spirodela polyrrhiza | CAA94437 | Plasmaticka membrana. | Qbranng molekuly rostlin | Smart a Fleming, 1996
NpABCL | Nicotiana plumbaginifolia | AJA04328 | Plasmaticka membréna | Obranné molekuly rostlin | Jasinski et al, 2001
(NpPDRY) Stukkens et al,, 2005
NpPDR3 | Nicotiana plumbaginifolia Plasmaticka membrana | Obranné molekuly rostlin, | Ducos et al, 200
NtPDRL | Nicotiana tabiacum ABOT5550 | Plasmaticka membrana | Obranné molekuly rostlin | Sasabe, 2002

NtPDR3 | Nicotiana tabacum AJB3L379 | Plasmaticka membrana | Role viransportu Zeleza | Ducos et al., 2005
MPDRI2 | Avahidopsisthaliana | AAFT1978 | Plasmaticka membrana | Transport olova Leg etal, 2005

OsPDR3 | Oryza sativa BAB21276/1 | Plasmaticka membrana | Obranné molekuly rostlin | van den Brile a Smart, 2002
OsPDR4 | Oryza sativa BAB212791 | Plasmaticka membrana | Obranné molekuly rostlin | van den Brile a Smart, 2002
WBC podskupina

AtWBCL2 | Arabidopsis thaliana | ? Plasmaticka membréna | Transport vosku do kutikuly | Pighin, 2004

AtWBCL9 | Arabidopsis thaliana | ? Plasmaticka membréna | Resistence ke kanamycinu | Mentewab a Stewart, 2005
GhWBCL | Gossypium hirsutum | AY25552L | Plasmaticka membrana | ?, role ve vivojividken | Zhuetal,, 2003
NtWBCL | Nicotiana taiacum AY341251 | Plasmaticka membrana | ?, role ve fertilizaci Otsu et al., 2004
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konformaci a je dale inaktivni. Uvolnéni ADP je tudiz povazovéano za limitujici krok
v transportnim cyklu. Je mozné, Ze vazba substrdtu na afinni misto TMD stimuluje
uvolnéni ADP stejné tak jako vazbu ATP pro novy transportni cyklus.
Cely transport je uskuteéiovan diky konformaénim zménam o ur¢ité aktivaéni energii, kterd
je pravdépodobné vyrovnana (i) vazbou substratu na TMD, (ii)) ATP vazbou na NBF,
(iii) ATP hydrolyzou a (iv) Pi a ADP uvolnénim. Hydrolyza ATP neni tedy absolutnim
zdrojem energie, ale jednim ze zdroju.
Stechiometrie transportu jest¢ neni plné objasnéna. Zatim je zndmo, Ze pro transport je
dostacujici hydrolyza jedné molekuly ATP. Nicméné vétSina ABC transportérii vaze
a hydrolyzuje dvé molekuly ATP béhem kazdého cyklu (Patzlaff et al., 2003; Sauna
a Ambudkar, 2000). Také jsou zndma data 0 dvou riznych vazebnych mistech pro rizné
substraty na TMD (Loe et al., 1998; Rius et al., 2003; Shapiro a Ling, 1997). VétSinou se ale

uvazuje, Ze je transportovana jedna molekula substratu kazdy cyklus.

Zékladnimi fyziologickymi charakteristikami ABC transportéru jsou (Ishikawa et al., 1997):
(jako modelovy ABC transportér je demonstrovana GS-X pumpa)

1. Preferovani Mg-ATP jako substratu pro hydrolyzu a naslednou energizaci transportu.
Ne volny ATP nebo nehydrolyzovatelny ATP analog jako je 5-(B,y-imido)trifosfat
(AMP-PNP). Dalsi nukleotidové trifosfaty GTP nebo UTP mohou Mg-ATP ¢astecné
nahradit, ne vSak anorganicky pyrofosfat (PP).

2. Nezavislost na pH gradientu mezi vakuolou a cytosolem (ApH) nebo rozdilu
membranovych potencialti (Ay), oboji udrzované pomoci V-ATPase a/nebo V-PPase.
Pfidani protonoforovych, ionoforovych nebo H'-fosfohydrolizovych inhibitort

neovliviiuje transportni charakteristiky GS-X pump.
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3. Vysoka sensitivita k inhibitoru ortho-vanadatu jiz v mikromolarnich koncentracich.
Mezi nukleotidovou doménou a ortho-vanadatem se vytvaii ireversibilni kovalentni

vazba.

MDR, MRP a PDR jsou tfi nejvice studované podskupiny transportért, z celkovych dvanacti

skupin. Jenom v Arabidopsis tvoii tyto plnohodnotné transportéry 40 % vsech ABC proteind

(Schulz a Kolukisaoglu, 2006).

Obr. 14. Schéma mechanismu transportu ABC transportérem. (Linton a Higgins, 2006)

5
‘ F ;I:m pimer
XK
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3.5.1.1. PDR (pleiotropic drug resistence) podskupina ABC transportért

PDR ABC transportéry jsou zvlastni tim, Ze se nachazeji pouze v rostlinach a houbach
(Crouzet et al., 2006). Arabidopsis obsahuje 15 PDR ¢lenti (Sdnchez-Fernandez et al., 2001a;
Martinoia et al., 2002; van den Brile a Smart 2002), zatimco Oryza 23 ¢leni (Garcia et al.,
2004), coz je zajimavé vzhledem k pfiblizné stejnému celkovému poctu ABC transportéra
(128 vryzi a 127 v Arabidopsis) (Garcia et al., 2004). Prvni PDR transportér byl
identifikovan v Sacharomyces cerevisiae (Decottignies a Goffeau, 1997; Bauer et al., 1999)
a je zodpovédny za transport celé fady latek, napt. antifungdlnich a protirakovinnych (Rogers
et al., 2001). Prvni rostlinny PDR transportér, SpTUR2, byl izolovan ze Spirodella
polyrrhiza. Exprese tohoto genu je indukovana kyselinou abscisovou a solnym nebo
chladovym stresem (Smart a Fleming, 1996; van den Brile a Smart, 2002). Abiotickym
stresem je indukovan i OsPDR9 izolovany z ryZe (Moons, 2003). Arabidopsis AtPDR12 se
podili na resistenci rostliny k olovu (Lee et al., 2005). Mechanismus této detoxifikace se zda
byt nezavisly na glutathionu. NpABCL1 izolovany z Nicotiana plumbaginifolia transportuje
zejména antimikrobni diterpen sclareol (Jasinski et al., 2001). VSechny zminéné piiklady
rostlinnych PDR transportéri naznacuji, Ze plasmaticky PDR transportér se v rostlinach miize
uplatiovat jako exkretor sekundarnich metaboliti ve smyslu detoxifikace systému

a mobilizace obrannych mechasnimi.

3.5.1.2. MRP (multidrug resistance-associated protein) podskupina ABC

transportér

V Arabidopsis je znamo 15 MRP transportéra z nichz AtMRP1-5 jsou nejvice prostudovany.
Je zndma jejich genomova 1 cDNA, byly mapovéany na chromosomech a funkéné expresovany

v kvasinkach (Rea, 1999). AtMRP5 hraje roli v transportu auxinu a podili se tak na vyvoji
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rostliny (Lee, 2004), dale v otvirani stomatalnich pruduchu (Klein et al., 2003) a je
regulatorem iontovych kanalt (Gaedeke et al., 2001). Vyznamné se podili na toleranci
k solnému stresu a na inhibici rastu kofent v disledku tohoto stresu. (Lee, 2004). Vytazeni
AtMRP4 z funkce disreguluje stomatalni transpiraci a zvySuje tak odolnost k suchu (Klein,
2004). AtMRP2 transportuje glutathionové konjugaty (GS-X), katabolity chlorofylu (Lu,
1998) a glukuronidoveé konjugaty (Liu, 2001). Bylo dokazéano, Ze glutathionové konjugaty (Li
et al., 1995a; Matinoia et al., 1993), kyselina zlu¢ova (Hortensteiner et al., 1993), katabolity
chlorofylu (Hinder et al., 1996) a herbicidy konjugované s glukézou (Klein, 1996) jsou
transportovany pies tonoplast specifickym energeticky zavislym mechanismem. Rea ve svém
review 1999 vyvozuje zavér, ze vakuolarni glutathion-konjugatova pumpa (GS-X pumpa)
patti do skupiny ABC transportérii. Diky svym funk¢énim charakteristikdm a ptibuznosti se
skupinou lidskych transportérii (Ishikawa, 1992) se pravdépodobné fadi do MRP podskupiny.
GS-X pumpa je lokalizovana pievazné v tonoplastu (Coleman et al., 1997; Swanson et al.,
1998; Theodoulou et al., 1998) a transportuje (cytotoxické) latky z cytosolu do vakuol bud’
jako takové nebo castéji po konjugaci. Tento detoxifikani proces ma Ctyii taze (Ishikawa,
1992; Kreuz et al., 1996; Ishikawa et al., 1997):

I/ Aktivace; kdy dochazi k vystaveni funkénich skupin cytotoxickych latek nebo

k oxida¢nim, hydroxyla¢nim aj. reakcim zpusobujicim aktivaci latky pro fazi II,

I/ Konjugace; pii které dochazi k reakci aktivovaného derivatu s glutathionem

(urostlin a zivocicht), glukézou (rostliny), glukuronovou kyselinou (Zivo¢ichové

a pravdépodobné nekteré¢ rostliny) a sulfaty (zZivo€ichové) pomoci specifickych

enzymu glutathion-S-transferazy, UDP: glukosyltransferazy,

UDP: glukuronyltransferazy a sulfotransferazy,

111/ Eliminace; transport konjugatu do intracelularniho kompartmentu a/nebo do

extracelularniho prostoru,
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IV/ Transformace; proces zodpovédny za dalsi substituce, degradace nebo pretvoieni

latek do netransportovatelné podoby.

Konkrétni priklady latek transportovanych ABC (MRP) transportéry pies tonoplast jsou:
glutathionované antokyany a isoflavonoidy (Marrs, 1995; Li et al., 1997), glukuronidované
flavony (Klein et al., 2001, 2000), 17-4- estradiol glukuronid (Klein et al., 1998), kyselina
zluCova (taurocholat) (Hortensteiner et al, 1993), katabolit chlorofylu z Brassica napus (Lu et
al, 1998), flavonoid saponarin (Frangne et al., 2002), fytoalexin medicarpin (Li et al., 1997),
sulfonované latky (Klein et al., 1997), glutathion-trans-skoficova kyselina (Heather et al.,
2000) a dalsi glutathionované latky (Martinoia, 1993; Li et al.,, 1995a, b; Blake-Kalff

a Coleman, 1996; Tommasini et al., 1998).

3.5.1.3. MDR (multidrug resistence) podskupina ABC transportéru

Rostlinné MDR ABC transportéry vykazuji homologii s zivo¢isnymi P-glykoproteiny
V primarni sekvenci, odhadované topologii a doménové organizaci. Vzhledem ke skutec¢nosti,
Ze rostlinné latky jako je vinkristin a taxol jsou vyte¢nymi substraty pro zivo¢isné MDR
proteiny, predpokladd se vyznam MDR transportéri pro rostliny pii syntéze
a kompartmentizaci sekundarnich metaboliti. Nicméné odhady substratové specifity jsou
mnohdy zavad¢jici, jelikoz bylo dokdzano, Ze zménou pouhé jedné aminokyseliny
Vv polypeptidovém fetézci se radikdlné zméni substratové preference transportéru (Teodoulou,
2000). Takto lidsky MDR1 transportuje cytotoxické latky z bunék a funguje jako kanalovy
regulator (Higgins, 1995), zatimco MDR2 translokuje fosfolipidy (Smit et al., 1993; Ruetz
a Gros, 1994). Vubec prvni ABC transportér nalezeny v rostlinach, AtMDR1 z Arabidopsis,
je zapojen do prodluzovani bunék hypokotylu v zavislosti na svétle, transportu auxinu

a pravdépodobné transportuje peptidové hormony z rastovych vrcholi (Sidler et al., 1998).
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AtPGP4 se také podili na vyvoji rostliny prostifednictvim transportu auxinu (Santelia et al.,
2005). V psenici se nachazi typ MDR transportéru, jehoZ exprese Vv kotenech je indukovana
hlinikem (Sasaki et al., 2002). V Coptis japonica byl nalezen MDR homolog k AtMDR11

z Arabidopsis schopny transportovat alkaloid berberin.

CjMDR1

CjMDR1 byl izolovan z produk¢nich bunéénych linii Coptis japonica (Yazaki, 2001) a je
zatim prvnim popsanym ¢lenem ABC transportért, ktery translokuje alkaloidy. Navic nema
Sirokou substratovou specifitu jako jiné ABC transportéry, ale rozpoznava pouze alkaloid
berberin, jeho prekurzor retikulin a blizky derivat 4-nitrochinolin N-oxid (Shitan et al., 2003).
C. japonica je pomérné hodné studovana asijska rostlina z éeledi Ranunculaceae. V dnesni
dobé tvoii vedle buné¢nych kultur tisu druhy in vitro systém schopny produkovat alkaloid(y)
v prumyslovém métitku (Ketchum et al., 1999; Kutchan, 1995; Verpoorte et al., 1991, 1999;
Zenk et al., 1988). Hlavnim alkaloidem produkovanym rostlinou Coptis japonica je
intenzivné zluty benzylisochinolinovy alkaloid berberin. V roce 1995 mél berberin jako prvni
alkaloid pIn¢€ popsanou biosyntetickou cestu na enzymové urovni (Zenk, 1995). Berberin se
pouziva od nepaméti v ¢inské mediciné a indické ajurvédé (Santhyavanti et al, 1987).
Tradi¢né je pouzivan jako antimalarikum a antibakteriologikum (Yamamoto et al., 1993; lwsa
et al., 1998). V posledni dobé byly objeveny i dalsi farmakologické efekty berberinu jako je
protiprijmovy (Taylor a Baird, 1995; Yamamoto et al., 1993), protizanétlivy (lizuka et al.,
2000), antiarytmicky (Lau et al., 2001), cholesterol sniZujici (Doggrell, 2005), expektora¢ni
(Lee et al., 2003) a protirakovinovy. Lin et al. (2004) pfedpokladaji, ze berberin vykazuje
aktivitu proti leukemii a hepatocelularnimu karcinomu, zatimco Wang et al. (2004) poukazuji
na negativni efekt berberinu na angiogenezi. In vitro vykazuje berberin silny cytotoxicky

efekt na prokaryotni i eukaryotni butiky inhibici proteosyntézy a syntézy DNA (Ghosh et al.,
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1985). Experimenty s Lithospermum erythrorhizon a Nicotiana tabacum naznacuji toxicitu
berberinu K jinym rostlinnym druhiim, zatimco u berberin produkujicich druhi nema tento
alkaloid Zadny cytotoxicky efekt (Sakai, 2002).

Zajimavym poznatkem je, Ze samostatné podany berberin je v bakteriich rozpoznan
membranovym MDR transportérem a vylu¢ovan, coz snizuje jeho celkovou ucinnost. Pokud
je v8ak podan extrakt z berberin produkujici rostliny, ¢innost alkaloidu se rapidné zvySuje.
Stermitz et al. (2000) dokazuji, Ze berberin produkujici druhy (napi. Berberis fremontii)
syntetizuji vedle berberinu i MDR inhibitor, 5"-methoxyhydnocarpin, ktery zvysuje efektivitu
tohoto alkaloidu.

CjMDR1 je lokalizovany v plasmatické membrané C. japonica a funguje jako influxni
transportér (Shitan et al., 2003). To je u eukaryot novinka, dosud byl influx substratu ABC
transportéry rozpoznan pouze u prokaryot (Higgins, 2001). Pfekvapivé v Thalictrum minus
byl nalezen plasmaticky MDR transportér vykazujici vysokou uroven shody s CIMDR1, ktery
je také schopen translokovat berberin, ale v opaéném sméru, tj. ven z butiky (Terasaka et al.,
2003). JelikoZz syntéza berberinu v Coptis japonica se uskuteéiiuje v kofenech a produkt je
uskladnén v oddencich, podili se CjMDRL1 zejména na transportu berberinu mezi témito
tkanémi (Shitan et al., 2003). Subcelularné se berberin uklada do vakuol. V transportu pies
Coptis tonoplast oviem berberin misto ABC transportéru upfednostiiuje H'-berberin
antiporter (Otani et al., 2005). Tato skute¢nost by byla v souladu s jednou z teorii, Ze ABC
transportéry v tonoplastu (glutathionové pumpy) detoxifikuji cytoplasmu transportem
(konjugovanych) toxickych latek do ,,odpadnich* vakuol. Pro Coptis vSak berberin neni ani
cizi latkou ani neplsobi toxicky, tudiz tonoplastové ABC transportéry nejsou k jeho
transportu do vakuol zapojeny.

V lidskych bunkach berberin interaguje s P-glykoproteinem, kompetuje o tento transportér

s jinymi 1é¢ivy, napf. paclitaxelem, up-reguluje expresi MDR1 a moduluje jeho funkci (Lin et
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al., 1999). Lidsky MDRI stejné jako MRP1 rozpoznava berberin jako svtij substrat (Shitan et
al., 2007).

Z uvedenych dat vyplyva, ze berberin je ptikladem latky rozpoznavané ABC transportéry
u lidi, rostlin i bakterii. Navic byla z Coptis japonica izolovand cDNA ABC transportéru,
kterému je berberin exklusivnim substratem. Tyto skutecnosti jsou vyzvou pro modelové

studie transportu v rostlinnych systémech.

3.6. Strategie zvySeni produkce sekundarnich metabolith

Alkaloidy izolované z rostlinnych zdroji pifedstavuji zdroj farmakologicky aktivnich latek.
Biologické ucinky vyvolané alkaloidy vedly k jejich vyuziti jako jedl, stimulantt, 1éCiv
a narkotik. Vyznamnymi 1é¢ivy rostlinného pivodu jsou napf. analgetikum morfin,
myorelaxans tubocurarin, antiarytmikum ajmalicin nebo chemoterapeutika vinblastin a taxol
(Facchini, 2001). Obecnym problémem v ziskavani sekundarnich metabolitii je jejich nizky
obsah v mate¢nych rostlindich coz prodrazuje komercéni produkci. Alternativni metody
produkce sekundarnich metabolitti zGstavaji aZz na vyjimky prakticky nevyuZitelné. Chemicka
syntéza sekundarnich metaboliti je diky mnohonasobnym chirdlnim centriim prohibi¢né
draha asemisyntéza za pouziti alternativnich systémt jako jsou mikroorganismy skoro
nemozna kvili velkému poctu biosyntetickych kroku véetné téch co jesté nejsou v rostlindch
dostatecné popsany nebo vibec odhaleny (Verpoorte et al., 1991). Veliké nadéje byly
vkladany do bunéénych nebo tkanovych rostlinnych kultur. Tyto systémy vyuzivaji
skutecnosti, Ze kazda jednotliva rostlinnd buitka méa potencidl regenerovat plnohodnotnou
diferencovanou rostlinu. Tomuto jevu se fiké totipotence a je jak morfologicka (Steward et
al., 1964; Takebe et al., 1971), tak chemicka (Zenk et al., 1975). Rostlinny tkanovy systém in

vitro je imunni va¢i vnéj§im vlivim jako je napt. klima, patogeny, predatofi, limitace
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ptirozenym prostiedim a pomaly rast v plosné péstovanych kulturach. V praxi se vSak
ukazalo, Ze 1 pfes snahu védct optimalizovat podminky pro péstovani tkanovych kultur,
prevadéet kultury do primyslovych métitek a studovat elicitaéni procesy, hladiny sledovanych
alkaloidti jsou ve vét§in¢ piipadt nizsi, nebo vibec nedetekovatelné oproti kontrolnim
intaktnim rostlindm (Hughes a Shanks, 2002). Za zminku stoji dvé uspésné vyjimky:
produkce alkaloidi berberinu kulturou Coptis japonica a paklitaxelu bunikami rodu Taxus
(Ketchum et al., 1999; Kutchan, 1995; Verpoorte et al., 1991, 1999; Zenk et al., 1988).

Metabolické inzenyrstvi zacilené na ovlivnéni produkce zejména alkaloidl, ale i dalSich
sekundarnich metabolitt, je velice dynamickou disciplinou (Kutchan, 2005; Sato et al., 2001;
Hughes a Shanks, 2002; Kunze et al., 2002; Yazaki, 2005; Memelink, 2005; Gantet
a Memelink, 2002; Memelink et al., 2001). V posledni dob¢é bylo dosazeno mnoha uspé&chi
pti charakterizaci biosyntetickych cest vedoucich k riiznym alkaloidiim a nékteré klicové geny
byly klonovany. Diky technologiim genového inzenyrstvi miZzeme tyto izolované geny vyuzit
ke studiu zlepSeni produkce sekunddrnich metaboliti bunéénymi ¢i tkanovymi kulturami nebo

celou intaktni rostlinou.

3.7. Genoveé inzenyrstvi

Zivot zavisi na schopnosti bunék uchovavat, tfidit a prekladat genetickou informaci, ktera je
potiebnd k vytvoreni a udrzeni Zivého organismu. Pfi bunééném déleni pfechazi tato dédicna
informace z matetské bunky do dcefiné a u organismi je pfenaSena z generace na generaci
pohlavnimi bufikami (gametami). Tato informace je ulozena v kazdé Zivé buiice v podobé
genti-zakladnich jednotek, které urcuji vlastnosti jak jednotlivee, tak celého druhu.

Prvni dikazy, Ze geny jsou tvofeny DNA, pochazeji z roku 1944. Piesto biologové povazovali

DNA za geneticky material svelikymi vyhradami a to zejména kvuli jeji chemické
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jednoduchosti. Jedna se totiZz o polymer sloZeny z jednotek fosfatovaného cukru deoxyrib6zy
s navazanymi dusikatymi bazemi (adenin, cytosin, guanin, thymin). Pochybnosti utichly
v roce 1953 kdy Watson a Crick sestavili model dvouvlaknové struktury DNA sto¢ené do
Sroubovice (Alberts et al., 1998).

DalSim objevem, ktery byl spolu s rozvojem bakterialni genetiky nutnym stavebnim blokem
védni discipliny nazyvané genové inZenyrstvi, je rozlusténi genetického kodu v Sedesatych
letech. Geneticky kdd je soubor pravidel podle kterych tfi po sobé jdouci nukleotidy v fetézci
nukleové kyseliny urcuji jednu aminokyselinu, ktera je poté zabudovavana do vznikajiciho
polypeptidového fetézce.

Jednim z nejpodstatnéjSich objevii molekularni biologie byl objev restrik¢nich enzymi
nasledovany objevem celé fady dalSich enzymi umoZiujicich novy typ prace s DNA.
Ptikladem je tieba uvést ligdzy, které jsou schopné spojovat tseky DNA, dile DNA-
polymerdzy, DNazy, které degraduji DNA, reverzni transkriptazy, které syntetizuji DNA
podle vlakna RNA a jiz zminované restrikéni endonukledzy. Restrikéni endonukleazy jsou
bakterialni obranné enzymy, které chrani bakterii pfed cizorodou DNA, de facto pted
bakteriofagy. Za normalnich okolnosti je vlastni bakterialni DNA ,,0znacena® metylacemi
nékterych bazi v pfesné definovanych mistech. Za toto znafeni je zodpovédny enzym
modifika¢ni metylaza. Druhy enzym, restrikéni endonukledza, kontroluje pfesné definované
sekvence DNA a pokud neni metylovana bdze ktera ma byt, zplsobi tento enzym
dvojvlaknovy zlom. Tento zlom se déje mezi konkrétnimi pofadimi bazi. Kazdy bakterialni
kmen ma sviij vlastni modifika¢né-restrikéni systém odlisSny od systémul ostatnich bakterii.
Restrik¢ni endonukleazy jednotlivych kment lze izolovat a pouzivat ke $tépeni libovolné
izolované DNA na specifickych mistech (Ondfej a Drobnik, 2002). Restrikéni enzymy
pouZivané v molekularni biologii obvykle rozpoznavaji kratké sekvence DNA (4-8

nukleotidovych part), coz zarucuje vysokou pravdépodobnost, ze se takova mista nahodné
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vyskytnou v kazdé delsi molekule DNA. Po $tépeni ziskame tedy sadu fragmenti, které lze
dale analyzovat napi. pomoci gelové elektroforézy v agar6zovém nebo polyakrylamidovém
gelu. Principem gelové elektroforézy je migrace fragmenti gelem ke kladné elektrodé a jejich
separace na zakladé velikosti-délky fragmentu. Tu lze stanovit porovnanim svhodnym
standardem. Rozdélené fragmenty je mozno vizualizovat (napf. pomoci ethidium bromidu)
a jednotlivé eluovat z gelu.

Dalsim pilifem rozvoje genového inzenyrstvi je studium a nésledné vyuziti potencialu
plasmidd. Plasmid je mala dvojvlaknova molekula bakterialni DNA, ktera je oddélena od
velkého bakterialniho chromosomu. Mé svij vlastni replika¢ni pocatek a mize se tedy
replikovat nezavisle na bakterialnim chromosomu. Plasmidi existuje mnoho riznych druht
a vyskytuji se u mnoha riznych bakteridlnich druhti. Pro potieby genového inzenyrstvi bylo
nutno prirodni plasmidy upravit tak, aby byly co nejmensi, aby mély vice genll pro resistenci
K antibiotikim a aby mély tzv. unikétni, tj. v celém plasmidu jen jednou pfitomna restrikéni
mista. Nastépenim plasmidu v unikatnim misté je mozno do n¢j v€lenit dalsi usek DNA
ukonceny stejnymi restrikénimi misty a kruhovou strukturu obnovit pomoci enzymu ligazy.
Diky nalezeni u¢inné techniky transformace bakterie E. coli po¢atkem sedmdesatych let je
mozné uméle vytvofené plasmidy vnaset do bakterii, tam namnozit v libovolném poctu kopii
a poté dale vyuZivat.

Vyznamnou zbrani vrukou molekularnich biologi je metoda PCR (Polymerase Chain
Reaction). Touto metodou Ize amlifikovat libovolné Useky DNA na principu denaturace
arenaturace  DNA v kombinaci se syntézou DNA katalyzovanou specifickou DNA-
polymerazou (Tag-polymerazou izolovanou z termofilni bakterie Thermus aquaticus, tudiz
odolnou k vysoké teploté). Amplifikace se déje ve zhruba 30-50 cyklech, kdy se rychle
opakuji teploty 92 °C (denaturace), 42 °C (navazani primert) a 72 °C (optimalni teplota pro

aktivitu Tag-polymerézy, syntéza nové DNA).
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K rapidnimu rozvoji genetickych véd piispivaji 1 dal$i vyznamné techniky jako je naptiklad
Souhtherntiv a Northernliv pfenos, metodika konstrukce genomovych knihoven, metody
transgenoze a jiné. Genetické inZenyrstvi je velice Ziva a rychle se rozvijejici disciplina
ptresahujici svym vyznamem z biologickych do politicko etickych rozmérti - viz vasnivé

debatované geneticky modifikované organismy (http://www.greenpeace.org/international/,

Uher, 1999; Ondfej a Drobnik, 2002; ).

3.7.1. Transgenoze rostlin

Prvni informace o vnasSeni cizorodé DNA do bunck eukaryot se zacinaji v literatufe objevovat
od Sedesatych let. Urcit prvni studii o transgenozi je vSak obtizné jelikoz tehdejsi techniky
molekularni genetiky neumoziovaly s jistotou urcit, zda se jedna o integraci cizorodé DNA.
V roce 1977 bylo jednoznatné prokazano, ze pudni bakterie Agrobacterium tumefaciens
vnasdeji svou DNA do rostlinného genomu (Chilton et al., 1977). Cilené dédi¢né zmény
eukaryotnich bunék, ke kterym dochazi pfi pusobeni exogenni DNA, bylo nutné nazyvat
jinym terminem neZ transformace, ktery byl vyhrazeny pro vnaSeni DNA do bakterii. Navic
pii transformaci bakterii jsou mechanismy pronikéni do bunék a integrace do chromosomu
jiné nez u eukaryot. Nicméné mnoha literatura terminy transformace a transgenoze zaménuje.
Transientni neboli docasnd exprese je exprese signalniho transgenu vznikla v disledku
vét§iho proniknuti T-DNA do bunéénych jader. Diive, nez se T-DNA staci integrovat do
genomu nebo je degradovéna nukledzami, dochdzi k expresi. Tato trva vétSinou kratce -
nékolik nasledujicich dni. Obvykle je pouzivano reportérového genu GUS (pro
S-glukuronidazu) nebo GFP (Green Florescent Protein).

Vyhodou transientni exprese je, mimo jinych, Ze vysledek informujici o u¢innosti metody

transgenoze je dostupny béhem néckolika hodin az dni. Z pokusli vyplynulo, Ze transientni
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exprese je mnohem intenzivngjSi nez exprese bézné dosahovana po integraci transgenil

(Ondfej a Drobnik, 2002).

Ptehled technik transgenoze a jejich vyhody i1 nevyhody jsou v tabulce ¢. 2, inspirované

z Hallard (2000).

Bombardovani mikroprojektily. Biolisticka metoda.

Biolistickd metoda — (biologie + balistika). Metodika doruceni cizorodé DNA do jadra bunky
ve formé& mikroc¢astic kovu na jehoZ povrchu je navazana DNA je pomérné mladou technikou
(Klein et al., 1987). Castecky zlata nebo wolframu o priméru okolo 4 um, s navazanou DNA,
jsou akcelerovany do vakua za pulsového pietlaku helia, smérem k cilovému materialu -
vrstvé bunééné kultury nebo jinému bunéénému materialu (Sanford et al., 1987). Technika
mikroprojektilového bombardovani je relativné dobfe definovand, Siroce pouzitelnd, ma své
vyhody oproti ostatnim metodam transgenoze (Klein et al., 1987; Maliga 2001; Ye et al.,
1990) a vV literatufe se vyskytuje mnoho zprav o uspé$né transgenozi touto technikou. A to
I pfesto, Ze bylo zjisténo, ze u zasazenych bun¢k pouhych 5 % mikroprojektili pronikne do
bunééného jadra z nichz vétsina (98-99 %) do 48 hodin umird. Pokud jsou splnény obé
podminky, tj. mikroprojektil zasdhne buné¢né jadro a buiika zasah piezije, frekvence integraci
je vysoka. Naptiklad u tabaku je to 10-100 kalusu resistentnich ke kanamycinu na vysttel.

U jinych objekt byva mensi (Ondiej a Drobnik, 2002).

Vedle dulezitych cilti transgenoze rostlin jako jsou zvySeni odolnosti rostlin proti Skiidciim
andkazdm, nebo zlepSeni kvality potravin ¢i krmiv, stoji neméné podstatny vyznam
transgenoze v ovlivnéni produkce metabolitt. ,,Metabolic engineering” je podle Bailey

(1991) ,,zlepSeni bunécnych aktivit diky manipulaci enzymi, transportu a regulacnich funkci
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buiikky za pouziti rekombinantnich DNA technologii®. ZlepSeni produkce metabolith
vyuZitelnych jako 1éCiva, barviva, aromata nebo chutova korigencia je v centru
ekonomického zajmu. Napiiklad v Hyoscyamus muticus expresovana hyoscyamin-
6-R-hydroxylaza vedla k 100nasobné vy$si produkci skopolaminu oproti kontrolni kultuie
(Jouhikainen et al., 1999). Diky expresi striktosidin syntazy v katarantu rizovém se zvedla
produkce terpenovych indolovych alkaloidéi na 200 mg.I™ (Canel et al., 1998). Stejnd tak
heterologni exprese tryptofan dekarboxylazy v tabaku zpisobovala zvySenou produkci
tryptaminu (Songstad et al., 1990). Tryptamin muze fungovat jako latka snizujici
reproduktivitu  hmyzu u transgenniho tabaku (Thomas et al., 1995) nebo petunii
(Thomas et al., 1999).
Problémem stability ¢i spiSe nestability transgennich systému se zabyva Meyer (1998), efekt
utichani signalu je feSen v Lessard et al. (2002). U geneticky modifikovanych rostlin ¢asto
dochazi k nasledujicim jevim

Transgeny nejsou expresovany a/nebo exprese postupné uticha.

Transgeny mohou zplsobit ,.silencing® (utichani) exprese piibuznych endogennich

gentl.

Transgeny mohou stimulovat expresi dal§iho ¢i dalSich genl (prostfednictvim svého

produktu, proteinu).
Plasmid pER8 (XVE systém) patii do skupiny plasmida s chemicky kontrolovatelnou
expresi transgenu. Tim, Ze k expresi transgenu dochadzi pouze po indukci transgenniho
syst¢tmu danou latkou (v tomto piipad¢ estradiolem), ptfedchazi se vySe zminovanym
negativnim jevim projevujicim se u konstitutivni exprese transgenu. DalSi vyhodou je
moznost studia funkce transgenil jejichz exprese je za normalnich okolnosti vyvojoveé nebo
tkanove regulovand. Také geny jejichz produkty jsou pro buiiku toxické az letalni je mozné

studovat diky inducibilnim systémtm.
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V praxi to znamena, Ze transgenni rostlinny systém se fenotypoveé chova jako netransgenni,
divoka kultura, a teprve kdyz je exprese Zadouci, spusti se pfidanim mikromolarniho mnozstvi
estradiolu (Zuo et al., 2000). Estradiol spolu s transkripénim faktorem (X) a transkripéni
aktivaéni doménou (V) vytvoiti komplex, ktery funguje jako promotorovy regulator, spoustéc
transkripce (viz obr. 15). Vyhodou je také tizena exprese v urcitém stadiu vyvoje rostliny,
a/nebo po volitelnou dobu. Potencial a vyhody chemicky indukovatelnych promoterti oproti
konstitutivnim promoterim jsou shrnuty naptiklad v review Gatz (1997), Gatz a Lenk (1998),

Zuo a Chua (2000) a Moore et al. (2006).

Obr. 15. Schématicky diagram XVE vektoru (Zuo et al., 2000)

Penao LexA VP16 hER T 0,86 MCS(GFF) T,

B%ﬂ -me" Hot T i:’

SseB3871 Xhol Spel

Pc1o-90, Syntheticky promoter (Ishige et al., 1999) kontrolujici XVE; XVE, DNA sekvence
kodujici chimérni transkripéni faktor obsahujici “DNA-binding” doménu z bakterialniho
represoru LexA (residua 1-87), transkripéni aktivaéni doména VP16 (residua 403-479)
a regulacni oblast lidského estrogenniho receptoru (residua 282-595); Teg, rbcS E9 poly (A)
addition sequence; Pnos, nopalin syntdzovy promoter; Hpt, hygromycin fosfotransferaza Il
kodujici sekvence; Tnos, nopalin syntaza poly (A) addition sequence; Opexa, 0SM kopii LexA
operatorové sekvence; -46, -46 35S minimalni promoter; MCS, multiple cloning sites

pro cilovy gen; Tza, tbesS3A poly (A) addition sequence. Sipky indikuji smér transkripce.
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Tab. ¢. 2

Princip Nevyhody Vyhody
A. tumefaciens Pfenos modifikované | -ptiprava konstruktu -nizky pocet kopii
DNA do rostlinného | -limitovana citlivost -stabilni integrace
genomu kokultivaci | -hypersensitivity -intaktni DNA
(tkanové nekrozy...) -jednoduché pro
mnohanésobné

(neselektovatelné) geny

A. rhizogenes

Pienos modifikované
DNA do rostlinného
genomu kokultivaci

Jako A. tumefaciens

Jako A. tumefaciens
-vlasové kotinky
-regenerace

(vakuovd) Namaceni kvétt Jako A. tumefaciens Jako A. tumefaciens
infiltrace v bakterialni suspenzi | -uspésnost 1-6 % -transgenni semena
-vysoky pocet semen
SAAT Tvoii malé uniformni | Jako A. tumefaciens Jako A. tumefaciens
trhlinky a kanalky v | -optimalizace -meristematické tkané
tkani procedury -zvysena uspésnost
Bombardovani Pienos DNA pomoci | -nestabilita (organizace | -zacileni do genomu

mikroprojektily

vysokorychlostnich
mikroprojektili

trasgent a efekt pozice
ovliviiujici okoli)
-nékolik kopii genu
-geny nejsou intaktni
-sloZité pro
mnohanasobné geny
(vyZaduje selekci a ma
nizkou UspéSnost)

plastidii a mitochondrii
-z&dna limitace
mateéného materialu
-Z&dna hypersensitivita
-regenerace
-odstranéni vnaseni
plasmidu

-transientni exprese

PEG

Zvyseni propustnosti
membrény diky
zménam
povrchového napéti

-potieba protoplastt

-5 % Uspésnost
-optimalizace
(molekularni hmotnost
a koncentrace PEG,
doba expozice)

-zadna limitace
mate¢ného materialu
-plastomové
transformace

Elektroporace

Docasné pory

v plasmatické
membrané diky
elektrickému poli

-(protoplast)

-0,5 — 1 % uspésnost
-optimalizace
procedury

-pti studii transientni
exprese

-zadna limitace
mate¢ného materialu

Mikroinjekce

Ptimo do cytoplasmy
mikrojehlou

-20 % tGspésnost
-individudlni protoplast
-laboratorni metoda

Makroinjekce

Ptimo do cytoplasmy
jehlou

-individudlni rostlina

-rychla a levna metoda

VIdkna
kfemikového
karbidu

Michani rostlinnych
bunék se
silikonovymi karbidy
a DNA

-optimalizace
procedury
-bezpecnost prace

-rychla a levna metoda

SAAT - sonicated-associatated Agrobacterium-mediated transformation
PEG - polyetylen glykol
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4. Material a metody
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4.1. Rostlinny material

Pro transportni experimenty byla pouzivana dlouhodob¢ udrZzovana suspenzni tkanova kultura

Catharanthus roseus, linie CRPM. Tato linie neprodukuje Zadné sekundarni metabolity

in vitro, zato vykazuje masivni nartust biomasy béhem jednoho pasazovaciho cyklu a ukéazala

se jako nejefektivnéjsi linie pro izolaci vakuol (Restrepo, 2004). Tato tkanova kultura byla

udrZzovana v 250 ml Erlenmayerovych batikach. Kazdy sedmy bylo den inokulovano 100 ml

suspenzni kultury do 100 ml ¢erstvého Zivného media MS 58. Kultivace probihala za stalého

osvétleni o intenzité 2800 Luxu a teploté 25 £1 °C na stolové tfepacce (105 rpm).

Zivné medium MS-58 podle Murashigeho a Skooga (Murashige a Skoog, 1962):

KNOj3; (Merck, Némecko)
MgS0O,.7H,0 (OPG Farma, Nizozemi)
CaCl,.2H,0 (Sigma, Némecko)
NH4NO3 (Merck, Némecko)
KH2PO,4 (Merck, Némecko)
MnSO,.7H,0 (Merck, Némecko)
HsBO;3; (Merck, Némecko)
ZnS0,4.7H,0 (Merck, Némecko)
Na;H,EDTA (Duchefa, Nizozemi)
FeS0O,4.7H,0 (Acros Organic, Belgie)
Kl (Duchefa, Nizozemi)
NaMo00Os3.2H,0 (Merck, Némecko)
CuS04.5H,0 (Merck, Némecko)
CoClI.6H,0 (Acros Organic, Belgie)

Myoinositol (Duchefa, Nizozemi)

1 900,00 mg.I™*
370,00 mg.I*
440,00 mg.I*

1 650,00 mg.I™*
170,00 mg.I*

16,90 mg.I*
6,20 mg.I*
8,60 mg.I*

37,30 mg.I*

27,80 mg.I*

4,15 mg.I"*

1,25 mg.I*

0,125 mg.I*

0,125 mg.I*

100,00 mg.I*
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Thiamin hydrochlorid (Acros organic, Belgie) 0,40 mg.I™

NAA (Duchefa, Nizozemi) 2,00 mg.I*
Kinetin (Duchefa, Nizozemi) 0,20 mg.I™
Glukéza (Fluka, Némecko) 20 000,00 mg.I*
oH 5,75-5,85

Pro transgenni experimenty byla pouZzita linie CATL Catharanthus roseus, ktera je kazdym
rokem regenerovéana technikem ze zasobniho zdroje kalusu Catharanthus roseus. Prvni ¢ast
experimentu je vypracovana na CATLO4 linii a posledni na CATLO6 linii. Byla snaha
pracovat poiad s linii CATLO4, ale tato postupem ¢asu ztraci ochotu regenerace (viz dale),
kterd je hlavnim bodem selekce transgennich linii po bombardovani mikroprojektily.

Linie CATL je udrZzovéana v 250 ml Erlenmayerovych bankach s 50 ml Zivného média LS-13
do kterého je kazdy sedmy den inokulovano 7-10 ml tkanové kutury. Kultivace probiha na
stolovych tfepackach (120 rpm) za fotoperiody 16 hod svétlo o intenzité¢ 2800 Luxu, 8 hod

tma, teploté 25 £1 °C a relativni vlhkosti 50 %.

Zivné medium LS-13 podle Linsmaiera a Skooga (Linsmaier a Skoog, 1965), dodavatelé viz

medium MS-58:

KNO3 1 900,00 mg.I™
MgSQ,4.7H,0 370,00 mg.I*
CaCl,.2H,0 440,00 mg.I*
NH4NO3 1 650,00 mg.I™*
MnS0,4.7H,0 16,90 mg.I*
H3BO3 6,20 mg.I*
ZnS0,.7H,0 8,60 mg.I™
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NaFeEDTA.H,0 38,50 mg.I*

Kl 0,83 mg.I*
NaMo0Os.2H,0 0,25 mg.I*
CuS0,4.5H,0 0,025 mg.I*
CoCl.6H,0 0,025 mg.I*
Myoinositol 100,00 mg.I*
Thiamin hydrochlorid 0,40 mg.I™
NAA 2,00 mg.I*
Kinetin 0,20 mg.I™
Sachar6za 30 000,00 mg.I*
pH 5,80-5,85

LS-13 medium zpevnéné agarem obsahuje 7 g agaru na litr media.

Media byla autoklavovana pti 120 °C a tlaku 0,1 MPa po dobu 20 min. Zasobni medium bylo

uchovavano v temnu pii 4 °C.

4.2. Chemikalie

berberin chlorid, Fluka (Svycarsko)

sekologanin, Phytoconsult (Nizozemsko)

katarantin, serpentin, tetrahydroalstonin (pfipraveny na katedie farmakognosie, Leidenska
univerzita, Nizozemsko)

ajmalicin hydrochlorid, mannitol, bafilomycin Al ze Streptomyces griseus, carbonyl kyanid
m-chlorofenylhydrazone (CCCP), N,N’-dicyklohexyl karbodiimid (DCCD), Ficoll 400,

glukdza, Fluka Buchs (Némecko)

68



probenecid, 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonovd kyselina (HEPES), verapamil,
valinomycin, ortho-vanadat, cyclosporin A, gramicidin, adenosin 5 -trifosfat hotec¢nata stl
(Mg-ATP), redukovany glutation (GSH), ethidium bromat, bromfenolova modfF,
S-merkaptoetanol, Sigma St.Louis, MO (USA)

silikonovy olej AR-200, Wacker Burghausen (Némecko)

celuldza “Onozuka R-10" z Trichoderma viridae, Serva Heidelberg (Némecko)

macerozyme R-10, Yakult Tokyo (Japonsko)

kyanid draselny, chlorid amonny, chlorid sodny, chlorid draselny, fenol, kyselina borit,
glycin, acetat sodny, EDTA Titriplex, NaH,PO,, LiCl, NaOH, Formamid, chloroform,
Formaldehyd 37 %, glycerin, sorbitol, HNO3, Merck Darmstadt (Némecko)

glipizid, Acros Organic, New Gersey (USA)

glibenclamid, Tocris Bristol (Velka Britanie)

filtracni tkanina Miracloth, Calbiochem (USA)

etanol, metanol, n-butanol, acetonitryl, Biosolve (Nizozemi)

plastikové zkumavky-,eppendorfky‘ (1,5 a 2 ml), plastikové zkumavky (14 ml a 50 ml),
jednorazové nastavce na mikropipety, Sarstedt Niimbrecht (Némecko)

sterilni reakéni jamky (objem 5 ml, velikost 12 jamek), sterilni jednordzove pipety a petriho
misky, Corning Incorpotated, NY (USA)

agar, manitol, mo¢ovina, kanamycin, gentamycin, spektinomycin, hygromycin, carbenicillin,

IPTG, X-Gal, Duchefa (Nizozemi)

Restrikéni enzymy, reakéni pufry, pGEM-T Easy a dal$i molekularné biologicka reagencia,
dATP, dTTP, dGTP, Promega (USA)
LAnti-rabbit 1gG antibodies linked to peroxidase®, nahodné znacené hexamerové primery,

RNé&za, DNaza, Roche (Francie)
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Oligonukeotidy (primery), Operon (Némecko)

a-dCTP (**P), GE Healthcare (UK)

skelna vata silanizovana, Serva (Némecko)

Gel extraction kit, Plasmid midiprep kit, Qiagen GmbH (Némecko)

Medical X-ray film, Fugi (Japonsko)

Gene Screen nylon membrane, Perkin-Elmer Life Science Boston (USA)

Protein nitrocellulose membrane, Schleicher&Schuell (Némecko)

Developer/Replenisher G150, Agfa (Belgie)

Manual fixing bath G354, Agfa (Belgie)

TEMED, KODAK (USA)

Sephadex G-75, Amersham Biosciences (Svédsko)

Akrylamid, BioRad (USA)

Evansova modf, xylenolova modt, trifluorooctova kyselina, S-estradiol, p-hydroxy kumarova
kyselina, pektindza, APS, chlorid vapenaty, Ks[Fe(CN)s], Ki[Fe(CN)g], isoamylalkohol,
sarkosyl, Sigma (Némecko)

Agaro6za (pronarosa D-1), Burgos (Spanélsko)

Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione), MOPS, SDS (sodium dodecylsulfat),
Tris, MP Biomedicals (Francie)

Bacto-tryptone=Tryptone peptone, Bacto peptone, Bacto agar, Beton Dickinson (Francie)
Ficoll 400, Pharmacia (Svédsko)

DNA lososiho sperma, Pharmacia Biotech (USA)

Alkalicka fosfataza, Boehring (Némecko)

Coomassie Brilliant Blue R-250, Piercenet (USA)

70



4.3. Pfistroje

centrifuga Varifuge 3.0R, Heraeus Sepatech, (Némecko)

centrifuga Harmle Minifuge Z 231 M, Harmle GmbH & Co. (Némecko)

HPLC s PDA detektorem Waters 991 a pumpou Waters 600E, Waters (USA)
analyticka kolona (250 x 4,6 mm) Vydac C;g o velikosti ¢astic 5 UM, Vydac (USA)
stolova tfepacka 500 LX, Philips TL33, Philips (Nizozemi)

spektrofotometr UV mini 1240, Shimadzu (Cina)

RNA/DNA calculator Gene Quant pro, Biochrom Ltd. Cambridge (Velka Britanie)
Termoshaker Gerhardt THO 500 (Némecko)

Oven VWR (USA)

Kamera Bio rad, (Italie)

Geigeruv pocita¢, Counter Mini monitor Series 900 (Nizozemi)

Rezacka IDEAL 1071 (Némecko)

PCR MWG AG Biotech Primus HT (Némecko)

Eppendorf centrifuga 5402, TUV (Némecko)

Centrifuga Multifuge 3 S-R, Kendro (Némecko)

Vytiva michacka, Fison Scientific Apparatus Limited (Velka Britanie)

Autoklav, Getinge, typ 50/90E (Svédsko)

Laminarni box, Clean Air, typ CLF 690 (Nizozemi)

Ultrazvukova lazen, Branson, typ 5510E-MT (Velka Britanie)

4.4. Metody

4.4.1. Test na toxicitu berberinu pro suspenzni tkanové kultury C. roseus

Kratkodoba expozice
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Suspenzni kultury byly po dobu 30 min vystaveny piitomnosti berberinu v riznych
koncentracich a pfitomnosti samotné¢ho rozpoustédla-DMSO, stejné jako dal§iho mozZného
rozpoustédla, etanolu 95 %. Spektrofotometricky test byl provadén podle metody popsané
v Turner a Novacky (1974) s lehkymi modifikacemi podle Andayani (2001). Jeden gram
bunék suspenze byl inkubovan 30 min se 3 ml 0,05 % Evansovy modfi, zfiltrovan, promyt
vodou (500 ml) a ptenesen do 3 ml roztoku 1:1 metanol:voda, 1 % SDS. Vzorek se 30 min
inkuboval na vodni lazni 50 °C a poté byl homogenizovan ultra-turax mixérem (150 rpm,
15 sec). Ihned po homogenizaci byl centrifugovan (10000 rpm, 5 min) a méfena absorbance
supernatantu (600 nm). Vyssi absorbance odpovida vét§imu poctu mrtvych bunék ve vzorku
(Turner a Novacky, 1974).

Dlouhodobé expozice

Berberin v ruznych finalnich koncentracich (150 mM, 250 mM, 350 mM) byl pfitomen celou
rustovou periodu (7 dni). Bunky byly filtrovany, zvdzeny a jejich narist vyjadien
Vv procentech vztazenych na pivodni navazku. DMSO ve stejném objemu jako zasobni roztok

berberinu (1 ml), byl ptidan pro kontrolni acely.

4.4.2. Izolace protoplastii a vakuol

Protoplast a nasledn¢ vakuoly byly izolovany podle metody publikované Blomem (1991b)
S lehkymi obmé&nami popsanymi Roytrakulem (2004). Tkéanova suspenze na konci rlstové
kiivky (sedmy den po pasdzovani) byla zfiltrovana a bunky promyty roztokem 0,5 M
manitolu. Buné¢na sténa byla enzymaticky rozstépena roztokem 0,1 % celulazy (w/v), 0,05 %
pektinazy (w/v) v 0,5 M roztoku manitolu. Po 3 hodinach inkubace pii 25 °C a lehkém tfepani
se smés zfiltrovala pies vrstvu tkaniny Miracloth. Po centrifugaci (1100 otacek, 10 min, 4 °C)
se supernatant dekantoval a protoplast resuspendoval v protoplastovém pufru (200 pl).

Samotna izolace vakuol spo¢iva v jemném promiseni protoplastu s roztokem ,,Ficoll 6,25 %"

72



(asi 9 ml) a velice opatrném postupném naneseni roztoku ,,Ficoll 4 % a Ficoll 0 %* (kaZzdého
1 ml). Diky koncentraénimu gradientu se béhem centrifugace (2000 otacek, 15 min, 4 °C)
vakuoly shromazdi ve formé ,,mraku‘ v nejvrchnéjsi vrstvé. Kvalita i kvantita vakuol byla
kontrolovana pod mikroskopem. Stupenn kontaminace takto ziskané vakuolové frakce jinymi
bunéénymi organelami byl testovan (Roytrakul, 2004), a nevykazuje vice nez 10 %.

Roztoky:

Protoplastovy pufr 10 mM HEPES, 0,5 M manitol pH 7,4

Ficoll 6,25 % 10 mM HEPES pH 7,4 Ficoll 0 % 10 MM HEPES pH 7,4
0,125 M manitol 150 mM manitol
0,03 % PEG-4000 0,0375 % PEG-4000
10 MM EDTA 5 mM MgCl,
6,25 % Ficoll 400 Ficoll 4 % obsahuje navic 4 % Ficollu 400

4.4.3. Vakuolovy transportni experiment

Transportni experiment byl provadén olejovu centrifuga¢ni technikou popsanou v Kaiser et
al. (1984) s drobnymi obménami. Alkaloid zajmu (a eventuelni kofaktory transportu) byl
v ur¢ité koncentraci rozpu$tén v 60ti pl transportniho media a inkubovan se 40ti pl Cerstvé
izolovanych vakuol. Tato smés byla ihned piekryta 300 pl silikonového oleje AR 200. Jako
posledni byla nanesena vrstva 60 pl 0,1 % TFA. Inkubace byla ukon¢ena kratkou centrifugaci
(30 s) pti které se vakuoly diky své nizké hustoté koncentruji ve vrchni vrstvé TFA, kde lyzuji
a uvolni sviij obsah. Po centrifugaci této odebrané vrstvy (5 min 13 000 rpm) je vzorek
piipraven na HPLC analyzu. Kazdy experiment byl provadén ve ttech opakovanich, vysledna

hodnota je pak primérem + S.D.
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Transportni medium: 23 % (v/v) Ficoll 400
0,4 M sorbitol
30 mM KCI
20 mM Mes/Tris pH 7,2

4.4.4. Bunécny transportni experiment

Suspenzni kultura v poloviné ristové kiivky (tfeti az ¢tvrty den po pasazovani) byla rozdélena
do sterilnich reak¢nich jamek po 3 ml. Suspenze byla dikladné promichéna pied kazdym
pipetovanim. Po pfidani alkaloidu, inhibitori nebo kofaktorti transportu byla smés
inkubovana za kultivacnich podminek. Transportni experiment byl ukoncen vakuovou filtraci
bunék ptes tkaninu miracloth a dikladnym promytim bunck destilovanou vodou. Do extrakce
byly vzorky uchovavany pii -80 °C. 100 mg bunék bylo mechanicky rozruSeno specialni
kopistkou a alkaloidy extrahovany do 500 ul 0,1 % TFA v ultrazvukoveé lazni (30 min). Smés
se dvakrat centrifuguje pii 13 000 otackach 10 min a Cisty supernatant analyzuje pomoci
HPLC. Kazdy experiment byl provadén ve tfech opakovanich, vysledna hodnota je pak

prumérem + S.D.

4.4.5. Stanoventi alkaloidu

Alkaloidova frakce ziskana transportnimi experimenty na vakuolarni a buné¢né urovni byla
analyzovana chromatograficky. Jednalo se o0 HPLC systém Waters (Milford, MA, USA),
pumpa Waters 600E, PDR detektor Waters 991. Vzorky byly analyzovany na koloné¢ Vydac
Cis (250 x4,6 mm i.d.) s velikosti castic 5 pm, doplnéné o piedkolonu doporucenou
vyrobcem (Vydac, Hesperia CA, USA). Byly pouzivany isokratické mobilni faze, pro
berberin 26 % (v/v) acetonitril, 0,1 % TFA, pro ajmalicin a sekologanin 19 % (v/v) acetonitril,
0,1 % TFA, pro katarantin, serpentin a tetrahydroalstonin 21 % (v/v) acetonitril, 0,1 % TFA.

Kyselina skoficova byla eluovana 20 % metanolem (v/v), 0,2 M kyselinou octovou (pH 5,5
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upraveno pomoci hydroxidu amonného). Ve vSech piipadech bylo injikovano 50 pl vzorku

a rychlost eluce byla 1 ml/min.

4.4.6. Binarni konstrukty CjMDR1

CjMDR1 cDNA v plasmidu pENTR 3C (Invitrogen) ziskana z univerzity v Kjoto (Japonsko),
byla nejprve eluovana z Whatmanova papiru 1 ml purifikované vody a timto roztokem byly
transformovany kompetentni bakterie Escherichia coli (XL1 kmen). Kolonie bakterii
resistentnich ke kamanycinu byla podrobena plasmid midi-preparaci pomoci kitu Quiagen
a koncentrace ziskané DNA stanovena spektrofotometricky (RNA/DNA calculator Gene
Quant pro, Biochrom Ltd. Cambridge (Velka Britanie)). Kvalita DNA byla ovéfena

kontrolnim $tépenim s restrikénimi enzymy Notl a BamHI+Xhol.

A) CJMDR1 cDNA je klonovana do rostlinnych transformacnich plasmidt pRT101 (T6pfer
etal., 1987) a pER8 (Zuo et al., 2000). Insert je $té€pen enzymem Xhol a Sall, vektorové
plasmidy enzymem Xhol. Stdpeni restrikénimi enzymy, pfiprava vektoru, ligace,
transformace bakterii E.coli a isolace plasmidu je provadéna podle protokold nize uvedenych.
Orientace insertu v plasmidu a kvalita konstruktu je ovéfena $tépenim restrik¢nimi enzymy

Vv riiznych kombinacich a slibny klon kontrolné sekvenovan (Service XS, Leiden, Nizozemi).

B) Fuze CjMDR1 s GFP, N-terminélni a C-termindlni.

Pro urceni lokalizace proteinu v bunice je nutné tento fuzovat se ,,svitivym* proteinem,
Vv nasem piipad¢ se jednalo o zelené fluoreskujici protein, Green Fluorescent Protein (GFP).
Doporucuje se provést fuzi jak v N-termindlni tak v C-terminalni ¢asti proteinu (obr. 16),
k cemuz jsou k dispozici konstrukty plasmida pTH2 (Niwa et al., 1999; Chiu et al., 1996)

a jeho derivat pTH2BN (Kuijt et al., 2004). Rozdil mezi konstrukty pTH2 a pTH2BN je

75



v pozici MCS (klonovacich mist) a GFP, gen zajmu se tudiZ klonuje pied nebo za GFP ve
smyslu sméru piepisu DNA. Pro usnadnéné klonovani je vhodné vlozit na CjJMDR1 konce
Xhol restrikéni mista, a je nezbytné odstranit v piipadé¢ C-terminalni fuze (pTH2) STOP

kodon z CjMDR1, aby mohlo dochazet k nepftetrzité transkripci az do DNA GFP.

Obr. 16. Schéma fuze CjMDR1 s GFP. a/ N-terminalni fuze, pouzity konstrukt pTH2BN,

b/ C-terminélni flze, pouzity konstrukt pTH2. Sipky naznacuji smér piepisu DNA.

a CiMDR1
b CiMDR1

Nasledujici primery byly designovany:

Rev (Zpétny primer): CTC GAG TCA TCA TGA AGC ACT TGT GTG AA
RevDSC (Zpétny primer bez stop kodonu):

CTCGAG TTCTTC TGA AGC ACT TGT GTG AA

Fw (PHmY primer): CTC GAG ATG GCC GAA GAA AAT GGC

PCR podminky byly experimentélné stanoveny na:

MIX pro 3 vzorky

15ul........ 10x Pwo pufr

3ul......... dNTPs (10 mM)

3ul......... primer Fw (20 pmol/ul)
3ul......... primer Rv (20 pmol/ul)
1,2ul....... Pwo polymeraza (2 U/vzorek)
Qul......... MgCl; (25 mM)

109,8 pl....H,0O
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Jako templat byl pouzit plasmid pENTR3C+CjMDRL1 v koncentraci 50 ng

Nastaveni termocykleru:

Pocate¢ni denaturace 95°C 5 min
Denaturace DNA 95°C 30sec
Hybridizace primerd 57°C 1 min Tyto kroky se opakuji ve 35 cyklech

Syntéza fetézce DNA 72°C 6 min
Dokon¢eni syntézy 72°C 7 min

Ziskany PCR produkt po 1% agar6zové gelové elektroforéze byl extrahovany z gelu,
precistény pomoci Quiagen kitu akoncentrace ovéfena. Pro vlozeni tohoto produktu
do pomocného plasmidu pGEMT-Easy je tieba syntetizovat k PCR produktu tzv. A-konec

(A-tailing).

A-Tailing
6ul....... PCR produkt (30 ng/ul)

lpl...... MgCl; (25 mM)
lyl...... 10x pufr Taq polymerézy
Tul...... dATP (2 mM)

lpl...... Taq polymeréza (5 U)
Inkubuje se pii 70 °C po dobu 30 min.

Ligace s plasmidem pGEMT-Easy probihala podle doporuc¢eni vyrobce (Promega, USA).
Poslednim krokem bylo vystépit z pPGEMT-Easy CJMDR1 fragmenty a vlozit je do pTH2
a pTH2BN. Detaily a vysledky klonovani jsou popsany ve vysledcich.

Ziskanymi konstrukty byly bombardovany buinky katarantu a druhy den sledovana
fluorescence pod konfokdlnim mikroskopem. Mikroskopie vzorkii zaCinala vlozenim

bombardovanych bunék do Lab-Tek II sklenéné komirky (Nalge Nunc, International).

77



Vzorky byly sledovany pod invertnim mikroskopem Leica (IRBE) doplnéném konfokalnim
scanerem Leica SP1 s argonovym laserem.

Pro vizualizaci GFP byla pouzita excita¢ni vlnova délka 488 nm, zatimco emitované zateni
bylo snimano pii 500-550 nm. Zachyceny signal byl zesilen, digitalizovan a zndzornén

pomoci Leica softwaru.

Nasledujici protokoly mohou byt podrobné nalezeny v knize Plant Molecular Biology Manual

(Memelink et al., 1994). Vybrané pouZité kapitoly jsou popsany.

I. Protokol na Stepeni restrikénimi enzymy
Obecné schéma

1 pl plasmidové DNA ziskané plasmid minipreparaci (okolo 1 ug DNA)

1 pl zasobni roztoku (10x) pufru odpovidajiciho restrik¢nimu enzymu

1 pl povatené RNazy (500 pg/ul)

0,15 pl restrikéniho enzymu o koncentraci 20 U/pl (tzn. +/- 3 U/1 ug DNA)

Promichat, kratce centrifugovat a inkubovat pfi optimalni teploté (ve vétsing piipadt 37 °C)
minimaln¢ 1 hod.

Pro stanoveni restrikénich mist a délky restrikénich fragmentli se da pouzit volné dostupny

software firmy New England Biolabs: http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php

Doporuceny postup:

Pracovat s restrikénimi enzymy umisténymi v chladicim kovovém bloku a vrétit do -20 °C
okamzité¢ po pouziti. Predchazet kontaminaci enzymi cizorodou DNA (sterilni pipety,
spravna laboratorni praxe). Celkovy objem restrikéniho enzymu v reakéni smési by nemél
presahovat 10 % (tudiZz koncentrace glycerolu bude nizsi nez 5 %). Vzdy ovérit vhodnost

pufru k danému enzymu nebo smési enzymi. Pro nékolikanasobné Stépeni piipravit n+l1
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zasobni mix restrikéniho enzymu. Po $té€peni pfidat ¥ objemu 5x nandSeciho pufru (loading
buffer), smisit a aplikovat do elektroforetického gelu vedle vhodného markeru (pro rozsah
20-0,5 kb y DNA x EcoRI x Hindlll, pro rozsah 600-50 bp SK x Haelll). Pro DNA fragmenty
vétsi néz 600 bp se pouZziva agar6zovy gel (1 % agar6zy v 1x TBE roztoku, 60 ug/l ethidium
bromidu), elektroforeticky pufr je 1XTBE. Napéti v elektroforetickém tanku a doba optimalni
migrace fragmenti se fidi velikosti gelu (zavisi na poctu souCasné nanesenych vzorki)
a predpokladanou velikosti fragmentu. ,,Maly* gel, 10 cm migra¢ni draha, 10 slotd, fragmenty

zajmu vétsi nez 2 Kb — se vyviji po dobu minimalné 40 min pii 100 mA.

Elektroforeticky agar6zovy gel je sterilizovan (20 min 120 °C) a pti teploté >60 °C je nalit do
elektroforetického tanku s hiebenem. Po zatuhnuti (30 min aZz hodina, podle velikosti gelu), se
hieben odstrani a do vzniklych jamek se aplikuji vzorky DNA s nandSecim pufrem.

Roztoky:

5x nandaseci pufr 12,5 % Ficoll 400
(loading buffer) 2mMEDTAPpH 8
0,25 % bromofenolova modi

0,25 % xylenolova modf

10x TBE pufr 108 g Tris
55 g kyseliny borité
40 ml 0,5 M roztoku EDTA pH 8 (NaOH)

RNaza 10 mg/ml zésobni roztok se 10 min povafi a nafedi do pracovniho
roztoku (500 pg/pl).

79



II. Piiprava plasmidového vektoru

Enzymatické $tépeni 2 ug plasmidové DNA
5-10 U/ug DNA restrikéniho enzymu/t
ptislu$ny pufr, zasoni roztok 10x
H,O do celkového objemu 20-30 pl

inkubovat pfi optimalni teplot€ minimalné 1,5 hod, nejlépe pies noc.

Defosforylace
k reak¢ni smési pridat 10 pl 1 M Tris-HCI pH 8
3 U alkalické fosfatazy
H,0 do celkového objemu 200 pl

inkubovat pti 37 °C alespoil hodinu
Defosforylace nefunguje u tupych konci DNA (Stépeno napi. Smal nebo EcoRV) nebo

u 3’piesahujicich vlaken DNA.

Fenol/chloroformova extrakce

k reak¢ni smési pridat 100 pl fenolu (nasyceného 0,1 M Tris-HCI pH 8)
100 pl chloroformu

Promichat 30 s, centrifugovat 2 min a horni vrstvu pfenést do

nové zkumavky. Postup opakovat.

Chloroformova extrakce

200 pl chloroformu
Promichat 15s, centrifugovat 1 min a horni vrstvu pifenést do nové

zkumavky.

Srazeni DNA pomoci

20 pl 3 M Na-acetétu
550 pl etanolu
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Smisit a centrifugovat 5 min.

Dekantovat a k sedimentu piidat 400 pl 70 % etanolu, smisit a centrifugovat 5 min.
Sediment kompletné vysusit pii 60 °C nebo ve vakuu a rozpustit ve 20 pl pufru T1oE; (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7,5).

Zkontrolovat elektroforeticky koncentraci DNA.

I11. Ligace
Spojeni dvou vlaken DNA za p¥itomnosti enzymu DNA-ligazy
Ligaéni smés:

50 ng plasmidového vektoru, nastépeného piislusnym enzymem
5ti nasobné vétsi mnozstvi fragmentu (viz niZe), nastépeného prisluSnym enzymem
2 pl 10x pufru pro ligaci (mtze byt precipitovany po vyjmuti z -20 °C, rozpustit!)
1 pl T4 DNA ligazy (1 U)
H,0 do finalniho objemu 20 pl

Inkubovat 2-20 hod pii pokojové teploté. Pouzit ¢ast nebo v3e k transformaci kompetentnich

bakterii Escherichia coli.

Pro zvySeni pravdépodobnost ligace fragmentu o vétsim poctu parh bazi se pouziva

optimaliza¢ni vzorec pro vypocéet mnozstvi fragmentu:

ng Vektoru x Kb Fragmentu
Kb Vektoru

X 5 =ng Fragmentu

Teoreticky by mél byt dostacujici pomér lepivych konct 1:1, v praxi se vSak doporucuje

2-5ti ndsobny nadbytek fragmentu.

IV. Transformace kompetentnich bakterii E. coli

PomalejSi metoda se zhruba 10ti nasobnou efektivitou transformace oproti ,,rychlé metodé*
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1. Ptidani DNA (liga¢ni smési nebo samotného plasmidu) ke 100 pl kompetentnich
bakterii uchovavanych pii -80 °C. Jemné se smisi a ponechd 5 min v ledu.

2. Smés se vystavi po 30 s teplotnimu Soku (42 °C) a vrati na led.

3. Prida se 1 ml LC media a inkubuje se hodinu pii 37 °C

4. Po kratké sedimentaci (20 s), dekantaci ¢istého media a resuspendovani smési se ¢ast
nebo cela smés (vzavislosti na predpokladaném poctu kolonii) kultivuje
na ptipravenych agarovych plotndch. LC medium zpevnéné agarem a obohacené
0 selek¢ni antibiotikum se po ztuhnuti na sterilni Petriho misce necha obracené dnem
vzhuru vysusit pti 60 °C 40 min a alespon 10 min pied aplikaci bakterii temperovat pti

pokojové teploté. Bakterie se kultivuji zpravidla ptes noc pii 37 °C.

Kultivaéni bakterialni ,,LC medium*“ 10 g.I" bakto-trypton
5 g.I™" bakto-kvasinkovy extrakt
8 g.I" NaCl

Pro zpevnéni 16 g.I™" agaru
Sterilizuje se 20 min 120 °C, pied pouzitim se necha zchladit na 60 °C a smisi s antibiotiky

podle potieby.

Finalni koncentrace vybranych selek¢nich antibiotik a markera v bakterialnim
rustovém médiu:

Carbenicillin, Cb — 200 pg.mlI™*

Kanamycin, Km - 50 ug.ml™

Gentamycin, Gm — 40 ug.ml™

Spektinomycin, Spe — 100 pg.ml™

X-GAL - 100 pug.ml™* (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-A-galactopyranosid, substréat pro enzym

p-galactosidazu kdédovanou lacZ genem)
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IPTG - 100pg.ml*  (Isopropyl  p-D-1-thiogalactopyranosid, induktor  aktivity
[-galaktosidazy). Obé posledné zminované latky se pouzivaji pro tzv. modrobily test, kdy je
béhem tspésného klonovani lacZ gen nahrazen genem zajmu a bakterie poté nestépi substrat
X-GAL na barevny (modry) produkt, ale zlstavaji bilé. Komer¢ni plasmidy s touto selekéni
vyhodou jsou napiiklad pGem-T vektory.

Velmi kompetentni bakterie Escherichia coli kmen XL-1 se ptipravovaly podle metody

popsané v Inoue et al., 1990.

V. Mini-preparace plasmida
Podle stupné Cistoty ziskané DNA a jeji koncentrace se rozliSuje tzv. mini, midi a maxi
preparace plazmidové DNA. Mini preparace plasmida z bakterii pouzivame za ucelem rychlé
selekce Uspesného klonu, protozZe je ¢asové i materialné nejméné naro¢na. Izolace plasmidu

k dalsimu klonovani nebo PCR se doporucuje provadét alespon midi preparaci.

Plasmid mini-preparace:
Sterilnim paratkem nabrat kolonii bakterii na agarové plotné a kultivovat ptes noc ve sterilni
plastikové zkumavce (14 ml) s LC mediem (1,5 ml) a pfislusnym selekénim antibiotikem.
Kultivace probiha na tfepacce se 150 otaCkami za minutu a pii 37 °C.
Druhy den se kultura pfenese do zkumavky (1,5 ml) a sedimentuje 1 min pii 13000 otackach.
Cisté médium se dekantuje.

Sediment se kompletné resuspenduje ve 100 pl pufru pro lyzovani bakterii.

(25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 50 mM glukdzy)
Na ledu se dale pfida 200 pl roztoku 0,2 M NaOH a 1 % SDS. Promisi.
150 ul 3M Na-acetatu pH 4,8.

Promichat a inkubovat v ledu 10 min
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5 min se centrifuguje (13000 otacek) a supernatant dekantuje do zkumavky obsahujici

1 ml etanolu. Promisi se 3x oto¢enim zkumavky dnem vzharu.

5 min se centrifuguje (13000 otacek), dekantuje a smisi s 500 pl 70 % etanolu.

5 min se centrifuguje (13000 otacek), dekantuje a sediment susi pii 60 °C nebo
pod vakuem. DNA by méla byt dokonale vysuSend, jelikoz zbytky etanolu ztézuji aplikaci
vzorku do gelu pfii elektroforéze, ale ne presusend, coz ztézuje resuspendaci sedimentu.

Rozpustit sediment ve 20 pl pufru TiE; (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7,5),

promisit a 10 min inkubovat pii 60 °C. Promisit. Uchovavat pti -20 °C.

Ve vybranych piipadech byly pouzivany jednotlivé kity od firmy Quiagen. Konkrétné na 1)
plasmid midi preparaci (DNA vyuzita jako zdroj pro piipravu insertu a vektoru
pro klonovani), 2) ¢isténi DNA po izolaci z agar6zového gelu (pfiprava kvalitniho insertu
a vektoru prostého reakénich komponent a zbytki DNA po Stépeni plasmidi restrikénimi

enzymy).

4.4.7. Transformace bun¢k Catharanthus roseus technikou mikroprojektilového

bombardovani

Piiprava rostlinného materialu
§  Pfipravi se Petriho misky (60x15 mm) s 6-8 ml pevného LS-13 media.
§  Linie CATL Catharanthus roseus uprostied riistové kiivky (4. den po paséazovani)
se nafedi v poméru 1:1 s novym médiem LS-13.
8  V zavislosti na hustoté bun€k se filtruje 3-6 ml suspenze na Whatmanuv filtra¢ni
papir (42,5 mm pramér) za pouziti sterilni Buchnerovy nalevky. Papir se pred

fitraci navlhéi vodou. Buiky by mély tvofit souvislou vrstvu optimalni vysky
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a vlhkosti. Ptili§ suché bunky jsou zbytecné stresované a maji niz8i schopnost
regenerace, priliS vlhké bunky jsou pfi bombardovani ve vakuu rozptylovany
do okoli.

Filtr swvrstvou bunék se opatrné pifenese na piipravené Petriho misky

se zpevnénym LS-13 mediem.

Priprava wolframovych ¢astecek

§
§

Ke 375 mg wolframovych ¢astic se pfidaji 2 ml 0,1 M HNOs.

Cisti se 20 min v ultrazvukové lazni led/voda.

Castice se minutu centrifuguji pti 2000 otackach.

HNOj; se dekantuje a ¢astice resuspenduji ve 2 ml sterilni vody. Centrifugace.
Odstrani se voda a pridaji se 2 ml etanolu.

Opét ultrazvukova lazen, centrifuguje se a etanol odstrani.

Posledni krok se opakuje, poté se smés rozdéli do zkumavek po 25 pl suspenze.
Pied kazdym odebranim ze zasobniho roztoku je tfeba promichat, suspenze rychle
sedimentuje.

Ve sterilnim boxu se nechaji zkumavky se suspenzi odpaftit do sucha (pies noc)

a po uzavieni se uchovavaji pii pokojové teplot¢.

Potahovani/obalovani kovovych ¢astecek DNA

§

§
§

10 ug plasmidovée DNA v celkovém objemu 10 ul T10E1 pufru se piida
k ¢asteckam a promisi jemnym poklepanim na zkumavku.
Pfida se 25 ul 2,5 M CaCl, a promisi.

Ptida se 10 pl 0,1 M spermidinu a promisi.
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§  Castecky se nechaji volné sedimentovat alesponi 15 min, poté se odstrani 15 pl

supernatantu.
Bombardovani rostlinnych bunék

8  Pfistroj (particle gun), umistény ve sterilnim boxu, je dikladné o¢istén etanolem.
Drobné kovové soucasti jsou sterilizovany ponofenim do etanolu. Aparatura je
zkompletovana, nastaven tlak helia 2,5 Bar.

§  Wolframové casteky s nabalenou DNA se ponofi na 2 s do ultrazvukové lazné
a okamzité se odpipetuji 2 I suspenze na kovovou sitku v aplikatoru. Ten se poté
umisti do samotného pfistroje.

§  Petriho miska s vrstvou bunék uréenych k bombardovani se umisti do spodni
pozice pod aplikdtorem, nad ni se v uréité vzdalenosti umisti disperzni kovova
miizka.

8  Systém se uzavie a po dosazeni vakua (<50 mBar) se tlakem helia 2,5 Bar
CasteCky vystreli smérem k vrstvé bunék. Pro vétsi efektivitu transformace je
moZno bombardovani 2-3x opakovat se stejnymi bunkami.

8 Vakuum se uvolni a Petriho misky se uzaviou a utésni parafilmem.

§  Pro kazdy konstrukt se bombarduji 3 Petriho misky.

8 Bombardované buiiky se inkubuji 24 hodin pti lehkém osvétleni (piekryté
filtratnim papirem), 25 °C a fotoperiody 16 hod svétlo, 8 hod tma.

8 Filtra¢ni papir s vrstvou bombardovanych bunék je po 24 hod pifenesen na stejné
LS-13 medium zpevnéné agarem a navic obohacené o hygromycin-selekéni
antibiotikum o finalni koncentraci 50 mg/ml.

8§  Bombardované buriky jsou kultivovany za fotoperiody 16 hod svétlo o intenzité
2800 Luxu, 8 hod tma, teploté 25 +1 °C a relativni vlhkosti 50 % do objeveni

kalusti (4-6 tydni).
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Resistentni kalusy a jejich konverze na suspenzni kulturu

Izolovany hygromycin resistentni kalus o priméru 1-2 mm je pfenesen na nové LS-13
medium s hygromycinem a kultivovan dalSi 2-4 tydny. Takto objemny kalus uz muze byt
podroben analyze, nebo je pifeveden do suspenzni kultury.

Pro zaloZeni suspenzni kultury je nejprve tfeba ziskat dostate¢né mnozstvi bunék kalusu
(ptiblizn¢ 3 tydny dalSi kultivace). Mala ¢ast bun¢k kazdého kalusu (oznaceného) se pienese
opét na pevné medium jako zaloha, zbytek bunék se pienese do 100 ml Erlenmayerovy banky
s 5ti ml tekutého LS-13 media s hygromycinem. Pomoci pinzety se shluk bunék mechanicky
rozrusi do suspenzni podoby. Smés se inkubuje na tfepacce za stejnych podminek jako
mate¢na suspenzni kultura. Pokazdé kdyz suspenzni smés zane houstnout,ptidava se dalSich
5 ml Cerstvého media, az do dosazeni objemu smési 20 ml (zpravidla 2-3 tydny). Relativni
hustota smési je tfeba pro rapidni déleni bunék. Proto musi byt kazda suspenzni kultura
hodnocena individualné.

20 ml husté suspenze se pipetou premisti do 250 ml Erlenmayerovy banky s 50 ml selekéniho
media. Pasazuje se kazdych sedm dni, ze zac¢atku inokulaci 20ti ml suspenze, v pribéhu tydni

se sniZuje aZ k 7,5 ml. Suspenzni kultura se stabilizuje ptiblizné za 3-4 tydny.

Doporuceny postup, poznamky:

V ptipad¢, Zze plasmid neobsahuje gen pro resistenci k hygromycinu, ko-bombarduji se bunky
soucasné dvémi plasmidy-jednim nesoucim gen zajmu (8 pg) a druhym nesoucim resistenci
k antibiotiku (2 pg plasmidu pPSDM1501). Celkovy objem 10 ul T1oE; je dodrzZen.

V ptipad¢ transientni exprese, druhy den po bombardovani buné€k plasmidem s efektorem pro
transientni expresi (GUS) je tfeba inkubovat bunéfnou suspenzi s pfislusnym roztokem:

1 mg/ml X-Glukozy (5-brom 4-chlor 3-indolyl glucuronid), 50 mM sodného fosfatového
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pufru pH7, 5mM EDTA, 0,5mM KsFe(CN)s, 0,5mM KsFe(CN)s. Petrino misky
s bombardovanymi bunikami jsou pokropeny asi 350 pl reakéniho roztoku, ponechany
ptiblizné 30 min pfi pokojové teploté (nez se roztok vsakne do bunétné vrstvy) a poté

inkubovany pti 37 °C dokud neni viditelna barevna reakce (1 hodinu az pies noc).

Obr. 17. ,Particle gun“, pfistroj na bombardovani bunééného materialu kovovymi

mikroprojektily. Umisténo v boxu s laminarnim proudénim vzduchu a kontrolovanou Cistotou
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4.4.8. 1zolace genomové DNA

Malé mnozstvi zmrzlého upraSkovaného rostlinného materialu (viz l1zolace celkové RNA) se
smisi se 400 pl extrakéniho pufru a dukladné promisi. Kratce se centrifuguje pro odstranéni

vzduchovych bublin. Pfida se 400 pl smési fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24:1)

88



a promisi. Poté se 20 min centrifuguje pfi 6000 otaGkach a supernatant pienese do nové

zkumavky. Srézi se 0,8 objemem isopropanolu pii 10000 otackach, 10 minut. Isopropanol se

odstrani a DNA promyje 70 % etanolem (10 min sedimentace/10000 otackach). Sediment se

vysu$i a resuspenduje v 50 pl TyoE; pufru pH 8 s pridavkem 10 pg.I RN&zy. Pro eliminaci

RNA se inkubuje 30 min pii 37 °C. Koncentrace je ovéiena spektrofotometricky. Uchovava

se pti-20 °C.

Extrakéni pufr:

1objempufru A (0,6 M NaCl, 0,1 M Tris pH 7,5, 40 mM EDTA pH 8,0, 4 % sarkosyl,
1% SDS)

1 objem 10 M roztoku mocoviny

5 % fenolovy roztok (fenol nasyceny 0,1 M Tris-HCI pH 8)

4.3.9. Izolace celkové RNA

Odebran¢ rostlinné vzorky (zfiltrované bunky suspenzni tkanové kultury) se zabali
do aluminiové folie, oznaci a zmrazi v tekutém dusiku. Do samotné extrakce se uchovavaji pfi
-80 °C.

Porcelanova tenka s térkou se zchladi tekutym dusikem a poté se v ni za piitomnosti tekutého
dusiku rozmélni rostlinny material na jemny zmrzly prasek. Ten je pfenesen do piedchlazené
plastikové uzaviratelné zkumavky a uchovavan v kontejneru s tekutym dusikem do dalSiho
kroku extrakce.

Fenolova smés se ve vodni lazni zahieje na 80 °C (pii této teploté fenol a pufr tvoii jednu
fazi). Ke gramu praSkované bunécné kultury (pfiblizné polovina 14 ml plastikové zkumavky)
se prida 2,5 ml fenolové smési a 1,25 ml chloroformu. Okamzité se protiepe a v tiepani

pokracuje dalsich 5 min.
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Centrifuguje se 30 min pii 4500 az 10000 otackéach. Horni vodna vrstva (ptiblizné 1,5-2,5 ml)
se pienese do nové zkumavky, piidé se stejny objem chloroformu a opét 5 min protiepava.
Centrifuguje se 15 min pii 4500 az 10000 otackéach. Horni vodni vrstva se pienese do 2 ml
zkumavky (ptiblizné 1,5 ml) a ptida se tietina objemu (0,55 ml) 8 M LiCl (finalni koncentrace
LiCl 2 M). Promisi se a necha srazet pies noc ve 4 °C.

Centrifuguje se 30 min pii 10000 otackach a 4 °C. Supernatant se dekantuje a sediment
promyva dvakrat 70 % etanolem. Centrifugace 15 min, 10000 otacek, 4 °C.

Opatrné¢ se dekantuje (sediment ma tendenci nasledovat etanolovy supernatant). RNA
sediment se vysusi pod vakuem a resuspenduje ve 100 pl sterilni vody, promisi, necha 30 min
na ledu a znovu promisi. Rozpusténa RNA se centrifuguje 10 min pii 4 °C a supernatant
opatrn¢ prenasi do nové zkumavky (n€kdy se tvoii srazenina polysacharidi). Koncentrace se

oveti spektrofotometricky pii fedéni 200-500x.

Fenolova smés

Pevny fenol se rozpusti pii 60 °C a smisi se stejnym objemem roztoku: 0,1 M LiCl,
0,01 M Na,-EDTA, 1% SDS, 0,1 M Tris (upravit pomoci HCI na pH9). Ptidad se 1g
8-hydroxychinolinu na litr kapalného fenolu. Tento antioxidant se rozpusti ve fenolové vrstvé

a propujéi ji syté zlutou barvu. Smés se uchovava ve 4 °C a v temnu.

Doporuceny postup:

Vsechny néstroje, roztoky a pouzité nacini musi byt zbaveno RNazy. K tomu postacuje
autoklavovani pti 120 °C 20 min, u termolabilnich pomicek a nastroji sterilizace aktivnim
chlorem (Savo ve finalni koncentraci 0,1 % aktivniho chloru) minimalné 2 hod, optimalné
pfes noc. Po ptisobeni aktivniho chloru se sterilni material alespon tiikrat proplachuje sterilni

vodou.
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Pro stabilitu RNA a optimalni vytézek extrakce je velice dilezité udrzovat praskovany

rostlinny material ve zmrzlém stavu (na tekutém dusiku) aZ do pfidani horké fenolové smési.

4.4.10. Elektroforéza RNA formaldehydovym gelem

Na ptipravu 250 ml agar6zového formaldehydového gelu (20x20 cm gel) je tieba sterilizovat
smeés: 220 ml vody

25 ml 10x MOPS pufr

3,75 g agardzy (pronarosy)

2 pl roztoku ethidium bromidu (10 mg/ml)
Smés se zchladi na 65 °C, obohati 0 7,5 ml 35 % formaldehydu a aplikuje do bez-RN&zového
tanku (pfes noc vystaveného aktivnimu chloru a tfikrat promytého sterilni vodou). Snazime se
redukovat mnoZzstvi vzduchovych bublin, poptipad¢ odstraniujeme sterilni kapilarou. Necha se
hodinu tuhnout.
Ptiprava RNA vzork:
Pod vakuem se do sucha vysusi 10 pg celkové RNA a nasledné rozpusti ve 20 pl ,,vzorkového

pufru®. Tésné pted aplikaci vzorkt do gelu se smés 10 min zahiiva pii 60 °C.

Gelova elektroforéza probiha v roztoku 1XxMOPS po dobu zhruba 2,5 hod (100 V). Poté se gel
inkubuje hodinu vroztoku 1x blotting pufru. Kvalita gelu se kontroluje pomoci UV
transiluminatoru.

Roztoky:

10x MOPS pufr 46,2 MOPS (0,2 M)
3,72 g EDTA (0,01 M)
6,8 g Na-acetat (0,05 M)
pH 7 upraveno pomoci NaOH

Po autoklavovani se roztok intenzivné zluté zabarvi.
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1 ml RNA vzorkového pufru
225 pl smési Ficollu a barviva
100 pl 10x MOPS pufru
175 pl 35 % formaldehydu
500 pl formamidu

Ficollové barvivo 12,5 % Ficoll 400
2mM EDTA
0,25 % bromofenolova modf

0,25 % xylenolova modf

10x blotting pufr 69 g NaH,P0O,4.H,0 (0,5 M)
18,6 g EDTA (50 mM)
pH 6,5 upraveno pomoci 5 M NaOH

4.4.11. Northern blotting

Principem je pieneseni RNA na nylonovou membranu kapilarnimi silami (vzlinajici
kapalinou).

V tanku po elektroforéze se ponecha trochu 1x blotting pufru a povrch, na kterém byl umistén
gel, se pokryje filtranim papirem (Whatman 3 mm nafezany na takovou velikost, aby z obou
stran presahoval ploSinu pro gel a zasahoval tak do rezervoaru pufru pod touto ploSinou).
Papir se navlh¢i pufrem aby dokonale ptilnul k povrchu, ptipadné vzduchové bubliny se musi
odstranit (naptfiklad jemnym rolovanim sterilni plastikové zkumavky po povrchu). RNA gel
S odstranénymi okrajovymi ¢astmi gelu se umisti na filtraéni papir v tanku. Gel se piekryje
nylonovou membranou (Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA) a alespoint dvéma vlhkymi
filtraénimi papiry pfedem nafezanymi na optimalni velikost. Neustale se musi dbat na

predchazeni vzniku a odstraiiovani vzduchovych bublin, které snizuji kvalitu pfenosu RNA na
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membranu. Poté se na gel navr§i pyramida suchych nafezanych filtraCnich papira
a papirovych utérek zhruba do vySe 10 cm. Cely systém se zatizi (naptiklad 1 | kapaliny)
a poneché pracovat pies noc.

Druhy den se pyramida opatrné odstrani a membréana nechd uschnout pti pokojové teploté.
Kvalita transferu je kontrolovana UV transiluminatorem. Orientace gelu a hlavné membrany
by méla byt oznacena, napiiklad odstfizenim jednoho zrohli membrany. Pro fixaci RNA

na membran¢ se membrana 2-4 hodiny susi pii 80 °C.

4.4.12. Hybridizace s radioaktivné znac¢enou sondou

Pfiprava znacené sondy
50-100 ng purifikovaného fragmentu DNA (sonda odpovidajici hledané mRNA) se smisi
s 5 ul 5x znaciciho (labeling) pufru, 5 min povaii a umisti na led.
Ke smési se prida 0,5 pul 5 U/ul Klenowtiv fragment DNA polymerazy I z E. coli

2 ul a-*P-dCTP (3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml)

H,O do finalniho objemu 25 pl
Inkubuje se 1-2 hodiny pii pokojové teploté.
Separace znacené sondy od volnych nukleotidii se provadi na sephadexové koloné
Vv Pasteurové pipeté. Piiprava kolony spociva v umisténi silanizované skelné vaty na dno
pipety, ktera se naplni smési sephadexu G75 suspendovaného v roztoku 0,1x SSPE a 0,1 %
SDS. Znacena smés je po aplikovani do kolony vymyvana roztokem 0,1x SSPE a 0,1 % SDS.
Frakce pfiblizné 10ti kapek (£200 ul) jsou shirany do zkumavek a jejich aktivita je ovéfovana
pomoci Geigerova pocitate (counter). ZnaCena sonda je vétsinou eluovana ve 4-6té
zkumavce, neinkorporované nukleotidy pozdéji (v 16-18té zkumavce). Optimalni inkorporace

je okolo 70 %.
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Hybridizace

Membrana se nejprve piipravi na hybridizaci inkubovanim ve smési 1 M NaCl, 10 % dextran
sulfat, 1 % SDS a 50 pg/ml denaturované DNA lososiho sperma. Tato smés neni za obycejné
teploty homogenni, proto je tieba smés zahitat na 65 °C a roztok aplikovat do hybridiza¢ni
trubice s membranou temperovanou také na tuto teplotu. Pre-hybridizuje se hodinu az pftes
noc pii 65 °C za konstatniho promichavani.

PfeCisténa znaCena sonda se denaturuje 5-10 min na vodni lazni (100 °C). Poté se piida
k pre-hybridiza¢ni smési v trubici s membranou a hybridizuje se piiblizné 16 h pii 65 °C za
konstatniho promichavani. Hybridizaéni smés se poté dekantuje a membréna se kratce
promyje 50-100 ml roztoku 0,1x SSPE, 0,5 % SDS pii pokojové teploté. Promyvaci roztok se
dekantuje. Stejny roztok 1 objem se aplikuje zahtaty na 42 °C a pfti této teploté se necha
promyvat 30 min na tiepacce. Tento krok se opakuje.

Naposledy se membrana promyje roztokem 0,1x SSPE pii pokojové teploté a vysusi mezi
filtracnimi papiry. Membréna se zatavi nebo zabali do plastikové folie. Pfi uplném vysuSeni
membrany dojde k ireversibilni vazbé sondy na membranu, coz mize komplikovat mozné
nasledné re-hybridizace.

Aktivita membrany je kontrolovana Geigerovym pocitaem a autoradiograficky. X-ray film
(Fuji, Tokyo, Japonsko) je exponovan v zavislosti na intenzité radioaktivity nékolik hodin az
dni membrané. Cely systém je v odstinénych deskach a v prostiedi -80 °C. Film se poté vyviji

V tmavé komote pomoci roztokli dodavanych firmou Agfa.

Roztoky:
DNA lososiho sperma. Material se rozpusti ve vod& v koncentraci 10 mg.ml™ a nastépi na
pramérnou velikost 1000 bp v ultrazvukové lazni. Denaturuje se 10 min pfi 100 °C, zchladi

Vv ledu a dale uchovava pti-20 °C.
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20x SSPE (Standardni Sul — Fosfat EDTA pufr)

3,6 M NaCl

0,2 M NaH PO,

20mM EDTA

pH 6,5 upraveno pomoci 5 M NaOH

Znacici (labeling) pufr: komponenty A, B a C jsou smichany v poméru 10:25:15

A: 1,25 M Tris-HCI pH 8
125 mM MgCl,
250 mM B-merkaptoetanol
500 uM dATP
500 uM dTTP
500 uM dGTP
B: 2 M HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethanesulfonovad kyselina) -NaOH

pH 6,6
C: 90 OD jednotek/ml (1,8 mg/ml) nahodnych hexamerovych primeri rozpusténych

ve vodé

4.4.13. Western blotting

Izolace proteini ze suspenzni kultury C. roseus

Ze suspenzni kultury se odebere vzorek 0,5 ml, centrifuguje se 5 min pti 13000 otackach.
Supernatant se odstrani a buniky se zmrazi tekutym dusikem. Do extrakce se uchovava pii
- 80 °C. Pii extrakei se buniky smisi se 150 pl roztoku 1xXTBS pufr, 1x koktejlu kompletniho
protedzového inhibitoru, 1 % Triton. Smés se promisi a centrifuguje pii (4°C, 13000 otacek,
10 min). Supernatant se pfenese do nové zkumavky.

Pro méfeni koncentrace proteinu (Bradfordiv test, BSA pouzity jako standard) se odebere

10 pl extraktu.
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Akrylamidovy diskontinualni proteinovy gel

JelikoZ né$ protein zajmu mé velikost okolo 140 kDa, je tfeba snizit koncentraci akrylamidu
ze standardnich 10 %. Postupnym experimentalnim snizovanim koncentrace jsme zvolili
6 % akrylamidovy gel jako vyhovujici.

1,5 ml 20 % roztoku akrylamidu
1,25 ml 4x ,resolving* pufru

2 ml H,0O

50 pl APS 10 %

2,2 ul TEMED

»otacking* gel, gel pro aplikaci vzorku

0,5 ml 20 % roztoku akrylamidu
0,625 ml 4x ,,stacking* pufr
1,35 ml H,0O

2,5 ml TEMED

Tank pro proteinovy gel se dokonale omyje detergentem, oplachne nékolikrat vodou a osusi.
Je nutné zabranit kontaminaci tanku cizimi proteiny (ochranné rukavice). Sklicka pro aplikaci
gelu se sestroji do drzaku, piipadné $térbiny se mohou vymezit 1 % agar6zovym gelem.
Akrylamidova smés se kapildrou aplikuje mezi sklicka. Je snaha zabranit vzniku vzduchovych
bublin. Na povrch se ihned kapilarou nanese nékolik ml n-butanolu (pro lepsi polymerizaci
a men$i interakci gelu se vzdusnym kyslikem). Zbytek akrylamidové smési po aplikaci slouzi
jako indikator stupné polymerizace. Pi1 pokojové teploté trva polymerizace ptiblizné
2 hodiny.

Poté se aplikuje smés ,,stacking gel. Do ni se umisti hieben s aplikacnimi jamkami. Opét se
snazime vyvarovat vzduchovym bublindm. Gel se necha polymerizovat pii pokojové teploté

(30 min).
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Ze ztuhlého gelu se opatrné odstrani hieben a systém se umisti do tanku s pufrem pro
elektroforézu. Aplikuji se proteinoveé vzorky a proteinovy standard a vyviji se pfi 20 mA
ptiblizné 2 hodiny (v zavislosti na predpokladané velikosti zajmoveho proteinu).

Ptiprava vzork:

20 ug celkovych proteini kazdého vzorku se denaturuje ve 2x SDS vzorkového pufru 5 min

povarenim.

2x SDS vzorkovy pufr 0,125 M Tris-HCI pH 6,8
4 % SDS
20 % glycerol
0,3 M S-merkaptoetanol

0,05 % bromofenolova modf

5x pufr pro elektroforézu 0,125 M Tris
0,96 M Glycin
0,5 % SDS

10x TBS pufr 24,2 g Tris
80 g NaCl
pH 7,6 upraveno pomoci HCI

1x TBST pufr ptidano 0,5 ml Tweenu-20 k 1x TBS pufru

Coomassie barvivo 0,1 % Coomassie briliant blue R-250
40 % metanol
10 % kyselina octova

4x ,,resolving* pufr 4x ,,stacking* pufr
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,4 % SDS 0,4 % SDS

Oba pufry se musi zfiltrovat na filtru o pérech 0,45 pm
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»LAnoda 1 pufr: 0,3 M Tris »,Katoda“*“pufr: 0,025 M Tris
20 % metanol 0,04 M Glycin

,LAnoda 11 pufr: 0,025 M Tris 20 % metanol
20 % metanol

Blotting

Ptipravi se filtracni papiry velikosti gelu. V pfistroji pro proteinovou elektroforézu
(electrophoresis unit) se nejprve navlh¢i dno ptistroje pufrem ,,anoda I*. Stejnym pufrem se
navlh¢i 3 filtrani papiry sklddané na sebe. Dale se pokracuje tfemi filtraénimi papiry
namocéenymi v pufru ,,anoda II“. Nitrocelulézova membrana se navlh¢i také v ,,anoda 11
pufru. Opatrné se ze sklicek vyjme gel a polozi na membranu. Naposledy se navrsi tfi papiry
namocené v ,katoda* pufru. Vzdy se dbd o prevenci/odstranéni vzduchovych bublin
(naptiklad rolovanim sterilni plastikové zkumavky po povrchu). Pfistroj se uzavie, nastavi se

300 mA a inkubuje se 15 min.

Membréna po blottingu se umisti do vanicky na tiepacku a

§ 5 minse promyva v 1x TBST suSeného mléka (5%)

§  promyvase 5 min 1x TBST

§  pies noc se inkubuje pii 4 °C v roztoku 1x TBST, 3 % BSA, prvni protilatky
(proti CJMDR1, 1000x fedéni)

Druhy den
membrana se inkubuje hodinu pti pokojové teploté ve stejné smési jako pies
noc (1x TBST, 3 % BSA, prvni protilatky-proti CJMDR1)

promyva se 4x 5 min v roztoku 1x TBST
inkubuje se hodinu pfi pokojové teploté v roztoku 1X TBST, druhé protilatky
(antirabbit, 20000x fedéni)

promyva se 4x 5 min v roztoku 1x TBT
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Vizualizace proteint, luminiscentni reakce:

Membrana se minutu inkubuje ve smési 6 ml luminolu, 60 pl ,,enhancer solution®. Poté se
zavine do folie a vystavi X-ray filmu (v temnu). Expozice v fddu min je obvykle dostacujici.
Luminol: (kazdych 6 mésict ptipravit novy roztok)

200 ml 0,1 M Tris-HCI pH 6,8
50 mg Luminolu sodného (1,25 mM)
62 |J.| 30 % HzOz

Uchovava se v temnu a chladu (4 °C)
~Enhacer solution“: 11 mg p-hydroxykumarova kyselina v 10 ml DMSO.
TEMED (N,N,N",N’"-tetramethylethylendiamin)

APS (amonium persulfat)

4.4.14. Reverzni transkribce a design primerd pro PCR

Na ledu byla celkova RNA (2 pg) smisena s 1 pl DNAzového pufru a 0,5 pl DNAzy turbo
a smés doplnéno na 10 pl ¢isténou vodou. Inkubovano 30 min pii 37 °C. Poté se ke smési
pridaji 2 pl DNAza-deaktiva¢niho ¢inidla a centrifuguje se (10 000 otacek, 2 min). Cisty
supernatant se odebere do nové zkumavky (ptiblizné 10 pul) a smisi s 1 pl oligo (dT);g primeru
(0,5 pg/ul), doplni se na 12 pl ¢isténou vodou. Po 5ti minutach inkubace pti 70 °C se zchladi
v ledu a kratce centrifuguje. Zkumavka se dale udrZzuje na ledu. K reakéni smési se ptidaji
4 ul 5x reakéniho pufru, 1 pl ribonukleazového inhibitoru (20 U/ul) a 2 pl dNTP smési
(10 mM). Inkubuje se 5 min pti 37 °C. Poslednim krokem je ptidani 1 pl enzymu Revert Aid
H Minus M-MuLV RT (200 U/ul) a doplnéni na finalni objem 20 pl ¢isténou vodou. Po
60 min zahiivani na 42 °C se reakce ukonc¢i 10ti minutami pifi 70 °C a dale uchovava pti

-20 °C.
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Principem tohoto testu je reverzni transkripce izolované celkové RNA na cDNA (viz vy3e)

a néslednd PCR se specifickymi primery. Nésledujici primery byly designovany:

Pro kontrolni, tzv. provozni ,.housekeeping“ ribosomalni protein Rps9 izolovany z katarantu

(Menke et al., 1999), ¢islo genové banky AJ 749993.

FWRps9 5‘- GGACCCACGTCGTATCTTTGAGG -3’
RVRps9 5‘- CCACCACCGAAGGGACTTG -3’

Pro CJMDR1;

FwSCj 5- GGAGCGTCCATGCCTGTTATG -3’ na zacatku genu ( AA 371 bp)
Fw35S 5‘- GTGGAGCACGACACTCTCGTCTAC -3° v promoteru 35S

FwBfC 5‘- CCTAGTGGCACAACATCCGC -3’ pied C doménou (AA 1385 bp)
RvCdom 5‘-CTGTTTTTCCCCCCCAGAGAG -3’ v C doméné (AA 1738 bp)

Ptedpokladand velikost fragmentt je tedy

FwSCj - RvCdom 1367 bp
Fw35S - RvCdom 353 bp
FwBfC - RvCdom 2180 bp
FwWRps9 - RvRps9 246 bp

Kriteriem designu primert byly shodné body tani primerti, pomér G a C ve vzniklém
oligonukleotidu a specifita sekvence - minimalni interakce se zbytkem DNA. Primery byly
designovany za pomoci volné dostupného softwaru

http://www.cnr.berkeley.edu/~zimmer/oligoTMcalc.html
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5. Vysledky a diskuse
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5.1. Charakteristika mechanismu pohybu berberinu v burikach katarantu

razového

5.1.1. Vliv berberinu na vitalitu suspenzni tkanové kultury katarantu rizového

Benzylisochinolinovy alkaloid berberin neni vlastni druhu Catharanthus. Lze ho tudiz
pokladat za xenobiotikum. Berberin piidany k Nicotiana tabacum a Lithospermum
erythrorhizon vyvolaval stres a inhiboval rast (Sakai et al., 2002). Pro tspéSnost dalSich
experimentll bylo nutné testovat miru cytotoxického Uc¢inku berberinu v tkanovém systému
katarantu rtiZového.

Jelikoz vétSina naSich transportnich experimentl probiha maximalné v fadu desitek minut, byl
vybréan kratkodoby test s barvivem Evansovou modii (viz material a metody). Test probiha
30 minut a principem je vétsi akumulace barviva vnezivych buikach, tudiz zvySend
absorbance extraktu z takovychto bungk.

Obr. 18. Kratkodoba expozice (30 min) berberinu butikam kultury katarantu.

Absorbance

Koncentrace berberinu
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Pokus byl proveden u nativni suspenzni kultury katarantu, linie CRPM Vv poloviné rastové
kiivky (€tvrty den po pasdzovani). Deset ml suspenzni kultury bylo vystavené plsobeni
roztoku berberinu v DMSO o finalnich koncentracich 150 puM, 200 pM, 250 uM, 300 uM
a 350 uM a inkubovano po 30 minut pii kultiva¢nich podminkach. Ke kulturam bylo
pipetovano jesté samotné rozpoustédlo (DMSO) a dalsi mozné rozpoustédlo, etanol 95 %.
Objemy téchto byly 500 pl (1) a 1000 ul (11). Po uplynuti inkubace byly buniky odfiltrovany,

promyty od kultiva¢niho media destilovanou vodou a podrobeny testu s Evansovou modfi.

Z grafu vyplyva, ze letalni efekt berberinu na buiky katarantu neni vétsi nez u samostatné
pouzitych rozpoustédel. Prekvapivé ovSem absorbance extraktii zbunék nepiimo umérné
odpovida koncentraci berberinu. Zda se nepravdépodobné, Ze by vysSi koncentrace
cytotoxického alkaloidu mély mensi letdlni efekt na bunky nez niZ$i pouZité koncentrace.
Vysvétlenim mize byt barevnd interference mezi intenzivné Zlutym berberinem a Evansovou
modii béhem analyzy. Vysledek tohoto pokusu byl ovéfen nasledujicim testem, barevné
nezavislym. DalSim faktorem, ktery mohl zkreslovat vysledek testu byl rizny objem
zasobniho roztoku berberinu k dosazeni definovanych finalnich koncentraci berberinu
Vv systému.

Ke 100 ml suspenzni kultury byl pfidan ve stejném objemu (1 ml) z&sobni roztok berberinu
a samotné rozpoustédlo. Berberin byl pfitomen v systému ve finalnich koncentracich 150 pM,
250 uM, 350 uM. Kultura byla kultivovana za kultiva¢nich podminek jednu pasazovaci
periodu (7 dni) a poté vyhodnocen prirtstek, ktery byl vyjadien jako % vztazené k pivodni
navazce. Kazdy experiment byl provadén ve tfech opakovanich, vysledna hodnota je pak

prumérem + S.D.

Ubytek biomasy ve vzorcich obsahujicich 150 uM a 250 uM berberinu neni statisticky
signifikantni, zatimco koncentrace 350 UM vykazuje statisticky vyznamny pokles nartstu

biomasy (P <0,05). Letalni uc¢inek mize byt zpisoben z ¢asti samotnym berberinem a z ¢asti
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pouzitym rozpoustédlem. AvSak po pfidani samotného rozpoustédla kultura stagnovala a jeji
narust byl zcela zastaven. Vysoka toxicita samotného rozpoustédla by byla v souladu
s pfedchozim experimentem. OvSem pro¢ nestagnovala v rustu i kultura obsahujici v DMSO
rozpustény berberin zlstava otazkou nad ramec naSich experimentti. Nicméné v nasledujicich
experimentech byl pouZit co nejmensi mozny objem zéasobniho roztoku berberinu (kvali

toxicité rozpoustédla) a finalni koncentrace berberinu v systému nepiesahovala 200 uM.

Obr. 19. Rustovy graf katarantu béhem jednoho pasazovaciho cyklu (7 dni), zavislost

berberinu o rtiznych koncentracich a rozpoustédla DMSO na nérlist biomasy
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5.1.2. Transport berberinu v suspenznim tkanovém systému katarantu rizového;
bunécna uroven
Transport je vysledkem ustaveni rovnovahy mezi pohybem substratu do buiiky a z bunky ven

(nebo opacn€) vredlném cCase. Pohyb substratu mize byt zprostiedkovan riznymi

104



mechanismy, a to nejen na mezitkanovych nebo intracelularnich urovnich, ale i v rdmci jedné

membrany oddélujici dva kompartmenty — dilezity je smér toku substratu.

Casovy obrazek pohybu berberinu do bunék katarantu je znazornén v grafu 20. Prvni faze,
kdy se koncentrace berberinu v butikach dramaticky zvySuje, trva pfiblizné 10 minut. Poté se
zacnou zapojovat do c¢innosti vylu¢ovaci mechanismy a vyslednd koncentrace berberinu
v bunikach stagnuje. Ptiblizn€ po pil hodiné od piidani berberinu k buiikkdm se rovnovaha
mezi prijimanym a vyluCovanym berberinem posune ve prospéch piijmu. Nicméné ten je
limitovany a dosahne maxima zhruba po hodiné od pfidani berberinu k butikam. Tento ¢asovy
usek (60 min) je proto pouZivan v naslednych experimentech jako standardni doba transportu.
Nepiimou metodou, pomoci skaly kofaktori/inhibitori/modulatorti transportu jsme se snazili

odhalit transportni systém berberinu v katarantu rizovém.

Obr. 20. Akumulace berberinu v bufikdch katarantu v zavislosti na dase
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JelikoZ vybrany alkaloid berberin je v mate¢né rostliné Coptis japonica transportovan na
bunééné urovni pomoci ABC transportéru (CjMDRI1) (Shitan et al., 2003), volili jsme nejprve

modulatory zamétené na ovlivnéni hladiny ATP jako hlavniho zdroje energie pro pienos.
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Takovym inhibitorem je napiiklad KCN (10 mM), dale specificky inhibitor ABC transportért
ortho-vanadat (1 mM) a smés NaF (5 mM)+NaN3 (2 mM)+CCCP (1 mM), kterd inhibuje
syntézu ATP. Ptehled v8ech modulatord a inhibitord transportu véetné jejich koncentraci je

uveden v tabulce ¢. 3.

Obr. 21. Efekt ABC inhibitoru na akumulaci berberinu v bufikach katarantu. Za kontrolni je

povazovan transport samotného berberinu, bez pritomnosti modulatora transportu.
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Transport berberinu do bunék katarantu se nezda byt inhibovany Zzadnym z pouZitych
modulatortt transportu. Jak vyplyva zprvniho pokusu zaméfeného na inhibici ABC
transportéra a specieln¢ pak na podtyp MDR (obr. 21) a z druhého rozsifeného pokusu s celou
Skalou ,,inhibitort* transportu (Tab. 3.), nékteré latky naopak stimuluji koncentrace berberinu
v bunikach. Hlavnim ,stimulatorem* zpisobujicim n€kolikanidsobné pievysujici mnozstvi

berberinu akumulovaného v buiikiach v porovnani s kontrolni skupinou, je KCN. Pusobeni
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kyanidu draselného na zivé buiky je vSeobecné znamé: inhibuje prostfednictvim reakce
s cytochromoxiddzovym systémem mitochondrii bunééné dychani ¢imz blokuje produkci
ATP a celkové tak ovliviiuje energetickou bilanci bunky. Piestoze jeho nastup ucinku
(deplece ATP) je diskutovatelny, je tento inhibitor pouzivan védci v transportnich studiich.
Mechanismus u¢inku druhého inhibitoru se stimulaénim uc¢inkem na kumulaci berberinu

Vv butikach, tzv. koktejlu inhibujiciho syntézu ATP, je kombinovany (Roytrakul, 2004).

Obr. 22. Transport berberinu do bun&k katarantu. Casova zavislost, vliv vybranych inhibitort

~
o

[e2)
o

a1
o

kultury
N
o

w
o

N
o

{;
L

Berberin (ng) v 1mg susiny tkanové

0:¢
0 50 100 150 200 250 300 350
Cas (min)
—e— Kontrolni —=— o-vanadat KCN Koktejl inhibujici syntézu ATP

Pokud tyto dva modulatory transportu skute¢né G¢inné snizuji hladinu ATP v cytosolu naseho
systému a piesto dochazi, zejména v ptipadé KCN, k masivnimu nartstu koncentrace
berberinu uvniti bunék, pravdépodobné je ovlivnén ATP-zavisly export berberinu z bunék. To
by bylo v souladu s teorii, Ze ABC transportéry maji v buiikich hlavné detoxikacni funkci,
vylucéuji xenobiotika a/nebo toxické produkty metabolismu do extracelularniho prostoru ¢i do

»odpadnich® vakuol. Tato hypotéza byla zkoumana dal§imi testy, casové zavislym
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transportem berberinu pod vlivem vybranych inhibitora (obr. 22) a efluxnim experimentem
(obr. 23). Efluxni test probihal tak, ze bunky byly nejprve nasyceny berberinem (30 min),
a poté umistény do nového, efluxniho media s inhibitory. Nasycovaciho media s berberinem
byly bunky zbaveny urychlenou filtraci pfes tkaninu Miracloth a promytim destilovanou
vodou (tento krok netrval déle nez 30 sekund). Hypotéza blokddy exportu berberinu z bunék
se vSak nepotvrdila, pouZité inhibitory nevykazuji Zadny statisticky vyznamny efekt oproti
kontrolni skuping. Pokus byl opakovan s pouzitim efluxniho media kondiciovaného, tzn.
nebylo pouZito pro eflux nové medium, ale medium ziskané filtraci 3-4 dny kultivovanych
bunck. Jiné koncentrace cukrii, hormonli a ostatnich latek v efluxnim mediu vSak nemély

zadny vliv na charakter vylu¢ovani berberinu z bunék katarantu.

Obr. 23. Eflux berberinu z bunék katarantu
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Z uvedenych skutec¢nosti vyplyva, ze mechanismus u¢inku zejména koktejlu inhibujiciho
syntézu ATP i kyanidu draselné¢ho a moZnych dalSich modulatort transportu je kombinovany

a ovliviiuje transport nejen diive popsanym zpusobem.
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V transportu latek pfes membrany hraje nejdilezitéjsi roli pH (DpH) a elektricky potencial na
rozhrani (Dy). Tyto dvé veli¢iny ovlivituji ¢innost pH dependentnich pump, iontovych kanali
I prostou difuzi. Relativné nezavisle na téchto veli¢inach funguji ATP dependentni pfenasece.
Podle naSich vysledkii buiika katarantu nevynakldda ATP pro transport berberinu a to jak
do bun¢k tak z bun¢k katarantu. Stejné tak modulatory transportu rozrusujici DpH (NH4ClI,
CCCP) a Dy (valinomycin) na membranovém rozhrani nemaji na pohyb berberinu do buné¢k
Zadny statisticky vyznamny efekt (tab. 3). Presto berberin v buikach katarantu akumulovan je
a dokonce vlivem vybranych latek se jeho transport vyrazné zvySuje. Ve snaze odhalit
mechanismus u¢inku aktivnich modulétorii transportu byl napldnovany test, ktery se tykal
zmény pH v ristovém mediu po pfidani inhibitord v pouzZivanych koncentracich. Piekvapivé
nékteré modulatory transportl vyvolavaji masivni zmény v pH media (obr. 24). Kyanid
draselny, jehoz ptitomnost v mediu zpiisobuje dramatickou zménu pH ma také dramaticky
vliv na ptesun berberinu do bunék. Po zhodnoceni tohoto vysledku se nabizi otazka, zdali
neni presun berberinu do bunék zavisly Cisté na hodnoté pH. Tato hypotéza byla testovana
avysledek experimentu je vidét vgrafu24. Vliv pH na pomér mezi disociovanou
a nedisociovanou formou latek a tudiz i na kvalitu jakéhokoli transportu je ziejmy.
Pii akumulaci berberinu v buiikach katarantu pH hraje ur¢itou roli, ovSem pii pH 9, coZ je
hodnota, které dosahuje kyanid draselny po pifidani do media, nevykazuje Grovein transportu
stejnych vysokych hodnot jako vlivem vlastniho kyanidu draselného. Ortho-vanadat v naSem
testu zptisoboval druhou nejvétsi zménu pH media, zatimco jeho efekt na akumulaci berberinu
byl minoritni.

Z vySe uvedenych dat vyvozujeme, ze transport berberinu do bun¢k katarantu pravdépodobné
neprobihd jedinym vyhradnim mechanismem ¢i jednim typem transportéru, ale zapojeno je
vice transportnich zptsobt. V literatufe se vyskytuji diikazy transportu berberinu v rtiznych

rostlinach pomoci H'-antiportu (Yazaki, 2005). V nasem piipadé je nutno zohlednit vliv pH
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a elektrického potencialu, ackoli nase modelové inhibitory téchto veli¢in nemély na transport
berberinu zasadngj$i vliv. Dlvod masivniho transportu berberinu do bun€k katarantu po
piidani kyanidu draselné¢ho je diskutabilni, mize se ¢astecné jednat o snizeni cytosolického
ATP, zménu pH v mediu a tim ovlivnéni pH-zavislych transportd, nebo porusSeni membrany
v disledku vysSitho pH atim usnadnéni penetrace berberinu. Posledni zminovany
mechanismus ale odporuje grafu 25, ktery neukazuje pfimo uUmérnou zavislost mezi
zvysujicim se pH a mirou transportu berberinu.

Ugast ABC transportéru na transportu berberinu na bundéné urovni katarantu réizového nebyla

dokéazana.

Obr. 24. Vliv inhibitord na zménu pH v rustovém mediu suspenzni kultury katarantu
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Obr. 25. Zavislost mnoZstvi akumulovaného berberinu v butikach katarantu na zméné pH
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Tabulka 3. Akumulace berberinu v bunkach katarantu za pusobeni riznych inhibitort

Berberin
Modulator ~ Koncentrace Mechanismus G¢inku (% ke kontrolni

skuping)
Kontrolni 100 £3,31
Ortho-vanadat 1mM ABC inhibitor 104,16 15,21
Glibenklamid 150 mM MRP inhibitor 101,24 +7,51
Verapamil 1 mM MDR inhibitor, blokator Ca2+ kanalu 91,69 #5,71
NaF 5mM
NaN3 2 mM Koktejl inhibujici syntézu ATP 145,19 11,73
CccP 1mM
NH.CI 10 mM DpH inhibitor 113,55 +4,07
KCN 10 mM Inhibitor syntézy ATP 174,85 +17,59
Probenecid 1 mM Blokator aniontoveho kanalu 124,74 +4,97
DCCD 2 mM Blokator protonového kanalu 116,66 3,23
Valinomycin 5mM Dy inhibitor 95,95 8,53
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5.1.3. Transport berberinu v suspenznim tkanovém systému katarantu rizového;

vakuolarni iroven

Membrana oddélujici a formujici vakuoly, tonoplast, se od plasmatické membrany lisi v sile
(8,1 £0,9 nm oproti 10,5 +0,3 nm plasmatické membrany) (Morre et al., 1987) a v charakteru
kompartmentt, které odd€luji. Vakuola mé specificky biochemicky aparat a relativné nizké
pH v porovnani s cytosolem (5,5 oproti 7,2 cytosolu). Vybrané enzymy biosyntetické cesty
terpenovych indolovych alkaloidi se nachazeji exklusivné pravé ve vakuolach. Zékladni
principy translokace latek jsou stejné na vSech membrandch, ovSem nékteré prenaSeCe jsou
pro tonoplast typické.

Obr. 26. Casova kfivka akumulace berberinu v izolovanych vakuolach katarantu
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V tonoplastu katarantu byl neptimo dokazany vyskyt jak MRP tak MDR proteint, které

transportuji terpenové indolové alkaloidy v katarantu rizovém (Roytrakul 2004, Poustka
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2004). Témto transportérim byly ptedlozeny vybrané mozné substraty a byla sledovana jejich
substratova specifita (tato prace, Roytrakul, 2004; Poustka, 2004).

Berberin je na vakuolarni drovni v mate¢né rostliné (Coptis japonica) transportovan pomoci
H*antiportu, zatimco na bun&éné tirovni je substratem ABC transportéru (Shitan et al., 2003).

V nasem systému vypada ¢asova kiivka akumulace berberinu do vakuol (obr. 26) podobné
jako na bunééné urovni (obr. 20). Je patrné, Ze berberinovy transport neni na vakuolarni
urovni energizovany ATP. Zda se, ze jiného zdroje energie pro pienos do vakuol berberin
nevyuziva, Zadny z pouzitych fosfatti kvantitativné nezlepSoval transport berberinu (obr. 27).
Jelikoz nékteré fostaty nabidnuté jako mozny zdroj energie dokonce signifikantné snizuji

akumulaci berberinu ve vakuolach, mohlo by se jednat o energeticky zavisly export berberinu.

Obr. 27. Efekt riznych zdroju energie na transport berberinu do bunék katarantu razového
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Pohyb endogenniho produktu sekundarniho metabolismu, alkaloidu ajmalicinu, je na

vakuolarni arovni silné ATP-zavisly. Podle reakce s inhibitory transportu se usuzuje, Ze
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ajmalicin je substratem pro vakuoldrni MRP 1 MDR typ ABC transportérii. Prekvapiveé kazdy
podtyp ABC transportéru funguje jako mediator pro translokaci ajmalicinu jinym smérem:;
MRP ptenasi ajmalicin do vakuol a MDR z vakuol zpét do cytosolu (Poustka, 2004;
Roytrakul, 2004). Podrobné studovany byl i vliv glutationu, hlavniho konjuga¢niho ¢inidla
detoxikujiciho bunéény obsah, na transport ajmalicinu. Mechanismus zvySené translokace
ajmalicinu do vakuol byl popsan jako cis-aktiva¢ni. Glutation aktivuje transport vazbou na
MRP transportér z cytosolické strany avSak Vv jiném misté nez se vaze substrat. Konjugace

glutationu s ajmalicinem byla vylouc¢ena (Poustka, 2004).

Obr. 28. Porovnani transportnich charateristik ajmalicinu a berberinu na vakuolarni Grovni

katarantu raZzového
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Dal$i mozZné substréty vakuolarniho ABC transportéru, které byly testované, jsou tryptamin,
chinin (Roytrakul, 2004) a kyselina skoticova. V pfipadé intermediatu biosyntézy
terpenovych indolovych alkaloidi, tryptaminu, i v pfipadé exogenni latky pro katarantus,

alkaloidu chininu, byl vyloucen zptisob transportu pomoci vakuolarniho ABC transportéru.
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Podle reakci s inhibitory je odhadovano, Zze obé latky jsou ve vakuolach akumulované
s pomoci takzvanych V-ATPaz, coz je souhrnné oznaceni pro vakuolarni membranové pumpy
energizované pomoci ATP (Roytrakul, 2004). Akumulace kyseliny skoficové, jak je
znazornéno v grafu 29, je zavisld na ATP jako zdroji energic a je ovlivnéna inhibitory
rozruSujicimi DpH a Dy na membranovém rozhrani. Nejvétsi inhibi¢ni efekt na transport
skoficové kyseliny ma bafilomycin, coz je specificky inhibitor vakuolarni ATPazy.
Po posouzeni efektll ostatnich inhibitorti usuzujeme, Ze kyselina skoficova je transportovana
do vakuol pfevdazné¢ pomoci V-ATPdz. Nicméné transport pomoci ABC transportéru/i
nemize byt zcela vylouéen. Potentni ABC inhibitor ortho-vanadat, stejné jako glibenklamid

mayji pfiblizné stejny inhibi¢ni efekt jako NH4Cl, rusi¢ DpH na membranovém rozhrani.

Obr 29. Charakteristika mechanismu akumulace kyseliny skoficové v izolovanych vakuolach

katarantu razového na zakladé inhibi¢nich studii
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Z uvedenych latek, které byly testované jako mozné substraty pro vakuolarni ABC
transportér/y, se ajmalicin jevi jako modelova latka pro tento transportér, sinhibicemi
u jednotlivych efektorti az £50 %. Ostatni testované latky, at’ uz endogenniho ¢i exogenniho
puvodu nejsou specifickymi substraty katarantového vakuolarniho ABC tranportéru, prestoze
nékteré s vybranymi ABC-inhibitory mirné¢ interaguji. Mira inhibice u téchto ,,substrati‘
dosahuje maxima okolo 15 % a inhibitory se stejnym vyslednym efektem, napi. NH4Cl
a gramicidin , nemaji stejnou inhibiéni Groven.

Co se tykd charakteristiky mechanismu transportu berberinu do vakuol katarantu, neni
Z inhibi¢nich studii mozné jednoznacné urcit typ transportéru. Akumulace berberinu
ve vakuolach nereaguje vyraznéji na zadny z pouzitych inhibitort nebo modulatora transportu
a je rezistentni k podavanym zdrojim energie. MozZnost transportu berberinu do vakuol
pomoci nespecifické permeace, diflize, nesmime opomenout. AvSak vzhledem k masivnosti
molekuly berberinu a kvantitativné srovnatelnému mnozstvi akumulovaného berberinu
a ajmalicinu ve vakuolach za jednotku Casu, zda se tato hypotéza malo pravdépodobna.
Rychlost difuze latky o molekulové hmotnosti 336,366, navic Vv pfitomnosti ionizované
i neionizované ¢asti molekul, nelze porovnavat s rychlosti transportu pomoci energeticky
dotovaného specifického transportéru. K objasnéni transportniho mechanismu berberinu na
vakuolarni Urovni je tfeba vice detailni studie vyuZivajici napiiklad techniky znaceni

molekuly berberinu.

Z naSeho pokusu vyplyva, Ze ABC transportér/y v tonoplastu katarantu nemaji Sirokou
substratovou specifitu, jak je tomu obecné u nékterych ABC transportéri nalezenych
v Arabidopsis (Higgins, 1992; Rea et al., 1998). Katarantové tonoplastové ABC transportér/y
pravdépodobné vyuzivaji jistou nezndmou strategii ve vybéru substratu, jelikoz netransportuji
vyhradné endogenni produkty, ani se nespecializuji na xenobiotika (detoxikace). Ani

molekulova hmotnost pravdépodobné nehraje zdsadni roli ve vybéru substratu, rozdil mezi
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molekularnimi hmotnostmi ajmalicinu a berberinu je pouze 16. Jsou publikované zpravy

0 transportu jak masivnich tak malych, tieba 1 iontovych molekul pomoci ABC transportért

(shrnuto v Rea et al., 1998). Otazka funkce ABC transportérti ve vakuolarnim systému rostlin

je stéale neobjasnéna.

Tabulka 4. Pfehled inhibitort transportu a jejich efekt na akumulaci berberinu v izolovanych

vakuolach katarantu ruazového

Berberin
Modulator Koncentrace Mechanismus u¢inku (% ke kontrolni

skuping)
Kontrolni 100 +8,19
Ortho-vanadat 1 mM ABC inhibitor 97,01 +1,53
Glipizid 150 mM MRP inhibitor 88,06 +3,17
Glibenklamid 150 mM MRP inhibitor 94,04 5,10
Verapamil 1 mM MDR inhibitor, blokator Ca2+ kandlu 103,73 +4,83
Cyklosporin A 100 mM MDR inhibitor 104,92 £7,19
KCN 10 mM Inhibitor syntézy ATP 120,91 £3,71
Probenecid 1mM Blokator aniontového kanalu 98,94 +4,44
DCCD 2 mM Blokator protonového kanalu 103,94 +0,80
Bafilomycin Al 1 mM Blokator V-ATPazy 97,40 4,22
CCcCP 5mM DpH inhibitor 102,87 6,05
NHA4CI 10 mM DpH inhibitor 102,66 +3,76
Gramicidin 10 mM DpH inhibitor 105,64 + 7,40
Valinomycin 5mM Dy inhibitor 100,20 £ 4,54
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5.2. Transgenoze suspenzni tkanové kultury katarantu riZzového

5.2.1. Klonovani binarnich vektora

cDNA CjMDR1

Cislo genové banky (Gene bank accesion number) AB043999

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

cctttataag
tgtaactgtg
taggaacatg
atcaacaagt
ggaaaaatca
gctattatcc
tgttgccaat
atttggacaa
atttgtttat
ggtcacaggg
gcaagatgtc
tggtgacact
attttcaaca
tgtcatgttg
atccaagatg
gacgattggc
gtatgaaaag
agtaggtctt
tggtggaaag
tgctgtgttg
cgctggacaa
ttcttatgac
tgtttccttc
tatccctagt
aatcagtcta
aaatctgaag
acctgtgcta
tgttgaagaa
gcctcaggga
acagagaatt
agctactagt
catggtcaat
tactattgct
gttgaatcct
agtggacaaa
acgatcaata
ctcgtttggt
tccagcacct
gccagagata
cccaatattt
gcttcggaaa
tgttgctgca
gattcgatcc
tgaacacgct
tttggttggg
ggttattgct
tataggagtc
gatgatgtac

ctcaaaacaa
taagctgtaa
gccgaagaaa
aactcgcctg
gaaaagagca
ttcgcagact
ggagcgtcca
aatgcaaaca
ttgtctattg
gagagacaag
gctttcttty
gttcttattc
ttcataggag
acctccatac
gcatctcgtg
tcaatcagga
tacctaaaca
ggttcagttc
atgataattg
accgggtcca
gctgccgeat
accagtgggc
acttatccag
ggcacaacat
atagagagat
gactttcaac
tttgcctcaa
attaaagctg
ctggacaccc
gccatagcta
gcacttgatg
agaactaccg
gtcattcatc
gatggagcat
gcagaaaatg
agccgaggat
cttcctacgg
attggacaga
cctgttctac
ggtgtactac
gacactagat
ccagccacgg
atgtgtttca
agcggtgcaa
gatgcactag
tttgtggcaa
aatggatatg
gaggaagcaa

aatgtacaaa
ataacctttt
atggcttgga
tacaaggtgc
aggaagaaga
caaaagatgt
tgcctgttat
acacagatac
gagctggtgt
ctgcaagaat
ataaagaaac
aagatgccat
gttttttaat
ctcctcttgt
gacaagttgc
ctgttgcatc
aggcttactt
tgttagttat
aaaaaggcta
tgtctctggg
ataagatgtt
acaaatcaga
ctagaccaga
ccgctttggt
tttatgatcc
tgagatggat
gtattagaga
caactgagcg
tggtgggtga
gagcaattct
cagaatctga
taattgtcgc
gaggaaagat
actgccagct
tagagtcagg
catcaggggt
ggcatattta
cacaggaagt
tacttggtgt
tttcgagtgt
tttgggcatt
catacttctt
ggacggtgge
ttggtgccaa
ctcttcttgt
actggacatt
tccaaatgaa
gtcaagtcgc

atctacagaa
cattagttgg
tggtgatcta
aaatggaacc
gaagattggt
tttgctcatg
gactcttctc
acttcgtgta
tgcatcattc
aaggagttta
aaacacgggt
tggggagaag
agcattcgtc
gttctgtggt
ttactcccaa
atttactggg
ggctggtata
tttttgtagc
taatggagga
gcaggcatct
agagaccata
tgatatccgt
tgagcaaata
gggccagagt
ccaagctgga
cagagggaaa
taacattgcc
tgctaatgct
gcatgggact
caaagaccca
gcacattgtt
ccatcgttta
cgttgaaaaa
tatacgctta
cctaaattca
tggaaacagt
tgaaactaca
tccacttcgt
catatctgca
gattaaaaca
tatgtttatc
tgctgtagct
tcacatggag
gctctctgca
tcaaaatgca
ggctctcatc
gttcatgaaa
taacgatgca

cttttatatt
cacattgaac
aacaaccacc
tcagaaacaa
caaagtgttc
gtcattggca
cttggagatc
gtttccaagg
ttccaggtag
tacttgaaaa
gaagttgttg
gttgggaagt
aaagggtggc
gcactcatga
gcagggattg
gagaagcatg
cacgagggcc
tatagtttgg
aatgtcataa
ccatgcttgg
aagagaaaac
ggagatatcg
ttcaacggat
ggaagtggaa
gaagttctta
attggtcttg
tacgggaaag
tccaaattca
cagctctctg
cgaattctgc
caggaggcat
agtaccgtga
ggttcgcatc
caagaaatag
agccaacaac
agccgccact
gcaggtcttg
cgccttgcca
atggtcaatg
ttttatgagc
atccttggcg
ggttgtagat
atcgactggt
gatgcatcta
gctactgccg
attcttgtct
gggttcagtg
gttgggagta

cccataactg
attggagtgg
aagcgactgc
aaggtgccca
catattacaa
caattgcagc
tgatcaacgc
tagctctaaa
catgctggat
ctatactgag
gaaggatgtc
tcatacagct
tcctcaccct
ccattactat
ttgtcgaaca
ctgttaccca
tagctagtgg
ctgtatggtt
acataattgt
gtgcatttgc
cagagataga
agttaaggga
tctctctctt
agtcaacagt
tagatggtgt
tcagccagga
atggtgcaac
tagacaaact
gggggcaaaa
ttttagatga
tggatagaat
ggaatgctga
tggacctcct
gcagaagtga
actctattgg
cgttttcagt
aatccacttc
ctctcaacaa
gagtcatatt
cagaagacaa
tggcatcatt
taatacaacg
tcgatgagcc
cagtgcgcgg
tttgtggttt
tgatacccct
cggatgcaaa
taaggacagt
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2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141

tgcttctttt
aatgaagaca
cttgttgttt
caaaacaaca
gatttctcag
tatatttggg
agtagaaaat
gcccgacatt
tctggttgga
tgaccctgat
gtggttgagg
ccgagccaac
agctgaacta
agttggagag
tgctatggta
agagtccgaa
ttgggtagcc
tggggttatc
tgcttcattg
ctatgcattt
tacccttact
gcatggaaga

tgcgctgaag
gggataagac
aacgtctatg
ttttctgacy
tcaagctccc
atcctcgaca
gtaaagggcg
cagattttta
gagagtggga
tcaggtcata
ctgcagatgg
attgcatacg
gcaaatgcac
agaggaattc
aaagctccga
cgagtggttc
caccgattat
gctgagaagg
gtagcgcttc
tttccgacaa
ttggatttgt
gaaaaagctt

agaaggtgat
aggggttgat
caaccagttt
tattcagggt
ttgctcctga
ggaaatcaaa
aaattgagct
gggaccttag
gtggaaaatc
ttacgctaga
gtctggtgag
gcaaggaagg
acaagttcat
agttatcggg
agatattact
aagatgcttt
cgacaataaa
gaaagcacaa
acacaagtgc
attttttgtt
atacgaaagg
ccgcaaaaaa

gcaactgtac
cagtggaatt
ctatgctgga
tttcttcget
ttccagtaaa
gatagattca
tcggcacatc
cttggctatt
gacagtcatc
tggcatagaa
ccaggaacct
agatgcaaca
tagtggatta
agggcagaag
actagatgaa
ggacaaagtc
gaatgcagat
tgatttgatt
ttcatgatga
ttgtttttcy
cagtgtaatt
aaaaaaaaaa

aaaaagaagt
ggatttggaa
gccegtettg
cttacaatgg
gccaagagtt
agtgatgagt
agtttcaagt
cattctggca
tcgttgctge
attcagaagt
gtattattta
gagacagaaa
caacaggggt
caacgtgtgg
gcaacaagtg
atggtgaacc
gtaatcgcag
aatgtcaagg
ggttgcaatt
gtgtacatta
ttctgatgaa
aaaaaaaaaa

gtgaaggccc
tttccttttt
ttgatgctgg
ccgctcttgg
ccactgcttc
ccggaatgac
atccaacaag
agacggttgc
aaagatttta
ttcagttaag
atgagacaat
ttttagctge
atgatacagt
caattgcacg
cacttgatgc
ggactactgt
ttgttaaaaa
atggagttta
ttaattttcy
ccatcgactt
tacaaaagag
aa

Binarni vektory byly pfipravovany jak je popsano v materialech a metodach. Jelikoz cilovy
gen CjMDR1 patii mezi pomérné¢ objemné, 4,2 Kb, neni klonovani jednoduchou zaleZitosti
a mnoho parametrt ligace muselo byt optimalizovano. Hlavni nevyhodou je u velkého tseku
DNA maly pomér ,lepivych konci“ k celkovému objemu DNA a tudiz diky vysSim
prostorovym strukturam DNA niz$i pravdépodobnost ligace v porovnani s malymi fragmenty.
Také vybér restrikénich enzymu, jejichZz Stepivé misto se v objemné DNA vyskytuje jen
jednou, je limitovan. To je i divodem pro¢ fragment (CJMDR1) musel byt Stépen enzymy
Xhol a Sall a insertovan do vektora (pRT101, pERS) stépenych pouze Xhol enzymem. Sall a

Xhol enzymy jsou kompatibilni.

5...GTCGAC...3"
3"...CAGCTG...5

5...CTCGAG...3’
3...GAGCTC...5

Xhol Sall

Pro zvySeni pravdépodobnosti uspésné ligace byl pouzit matematicky vzorec (viz material
a metody), ktery respektuje velikost insertu a vektoru a upravuje tak mnozstvi DNA (ng)

pouzité k ligaci. Teoreticky by mél byt dostacujici pomér lepivych konct 1:1, v praxi se
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doporuCuje 2-5t1 nasobny nadbytek fragmentu. Tento nasobek byl také predmétem

optimalizace. Dal§im faktorem, ktery mliZze ovliviiovat Gspéch ligace se zda byt ligacni pufr.

Hindll!
Sphi
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Dodavatel nabizi kvalitativné mirn¢ odlisné tzv. 10x a 2x ligaéni pufry. Také experimentalné
ovéfené teploty ligace jsou 4 °C (10x pufr, pfes noc), 16 °C (2x pufr pfes noc) a pokojova
teplota (10x pufr nékolik hodin). VSechny tyto parametry véetné jejich kombinaci byly
testovany. Dalsi limitaci uspé€Sného klonovani je Sance 1:1, ze insert bude ve vektoru v opacné

orientaci.

Nakonec byl ziskan konstrukt pER8+CjMDRL1 za podminek 10x ligaéni pufr, 4 °C pies noc,
pétinasobek insertu vici vektoru a konstrukt pRT101+CjMDR1 s 10x liga¢nim pufrem, 16 °C
ptes noc a Ctyfnasobnym mnoZstvim insertu proti vektoru.

V piipadé¢ pER8+CjMDR1 byly mozné konstrukty nejprve Stépény enzymy EcoRV/Xhol
s piedpokladanymi restri¢nimi fragmenty 7420 bp, 5397 bp a 2900 bp. Pozitivni klon byl dale
podroben sérii kombinaci restriénich enzymu: Notl (5200, 4200, 3500, 1500, 1300 bp),
BamHI (8500, 3200, 1722, 1686, 521, 104 a 58 bp), EcoRV (10317 a 5397 bp), Xhol+EcoRV
(7400, 5500 a 2900 bp). Pro porovnani fragmentii na gelu byl $tépen i prazdny plasmid pERS8
ptisluSnymi enzymy (viz obr 31). Pro absolutni ovétfeni spravnosti klonu byl tento poslan na

sekvenovani.

Obr. 31. Kontrolni §tépeni pER8+CjMDR1. Demonstrace fragmenta ziskanych $tépenim
konstruktu enzymy Notl, Xhol/EcoRV a BamHI.

Xhol+EcoRV BamHI
Notl = A
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V ptipadé¢ pRT101+CjMDR1 byly mozné klony nejprve St€peny Notl s predpokladanymi
fragmenty 4,2 Kb, 3,3 Kb. Pro ovéfeni orientace byl slibny klon dale $tépen pomoci enzymu

EcoRI (3,3 Kb, 1,89 Kb, 1,78 Kb a 0,5 Kb) viz obr. 33.

Obr. 32. Usek sekvenéniho grafu konstruktu pER8+CjMDR1

GCG

M A/\[\w MMM\W bl
il AAA{M\N\/V\A Iy /\/\/\/\ NN

Obr. 33. Kontrolni §tépeni pRT101+CjMDR1 s Notl restrikénim enzymem (a) a S ECORI

enzymem (a, b - zvyraznény 500bp fragment nepostiehnutelny ve vice vyvinutém gelu). Ve
vSech elektroforézach je pouzivany marker (c) pfipraveny z nastépené Lambda DNA jak je

popsano v materialech a metodéach. c
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5.2.2 Optimalizace bombardovani bunck ¢asteckami kovu

Aby bylo docileno optimalnich podminek pro bombardovani, byly nejprve testovany faktory
jako jsou objem tkanové suspenze, ktery pak tvoii vhodnou silu bun€k na filtracnim papite,
vlhkost bunéfné vrstvy (viz material a metody) a kvalita ptipravenych wolframovych
castecek. Vysledkem bylo pipetovani 4 ml bunééné suspenze. Po filtraci se buniky nechaly
V laminarnim boxu né€kolik hodin takzvané odpocinout, coz zpiisobilo lepsi pfilnuti bun¢k na
whatmantav papir a vyrovnani vlhkosti v bunikach s vlhkosti zpevnéného media, na které byly
i S papirem umistény. Nedochazelo potom Kk rozptylovani suspenze do vakua pii vystielu.
V predbézném testu byly CasteCky wolframu obaleny konstruktem pro transientni expresi
(GUS). Druhy den po transgenozi byly buiiky vystaveny pusobeni reakéniho ¢inidla (viz

metody) a vizualné hodnocena uspésnost transformace (viz obr. 34).

K samotné transgenozi suspenznich kultur katarantu rtzového byly pouzity nasledujici
konstrukty: pER8+CjMDR1, pER8+GFP (pfipraveno laborantem v Clusius laboratory,
Leiden), pRT101, pRT101+CjMDR1 (posledni dva zminované plasmidy byly pfi
bombardovani kombinovany s plasmidem pSDM1501 (= pGL2) nesoucim resistenci vuéi

hygromycinu).

Transgenni kalusy a nasledné suspenzni kultury byly ziskany jak je popsano v metodach.

Efektivnost transgenoze byla podstatné nizs$i nez zminuje Ondiej a Drobnik (2002), vétSinou

se pohybovala do deseti resistentnich kalusti na Petriho misku.
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Obr. 34. Vizualicace kvality kovovych c¢asteCek a celkové uspéSnosti transgenoze
mikroprojektilovym bombardovanim

5.3. Ovéfeni exprese transgenu

Po dosazeni ¢astecné stabilni (stale vyvijejici se systém) suspenzni kultury byla z obou druhii
transgennich suspenzi v poloviné rastové kiivky extrahovanda RNA. U XVE systému
(konstrukt s pER8 plasmidem) byl navic pfedem systém 16 hodin indukovan estradiolem
(10 uM finaIni koncentrace) a pro odstranéni piipadného fale$né pozitivniho signalu byla

provedena také ,,indukce* rozpoustédlem estradiolu, DMSO.
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5.3.1. Northern blotting

Izolovana RNA byla podrobena hybridizaci (Northern blotting) jak je popsano v metodach.

Ze zasobniho plasmidu pENTR 3C+CjMDRL1 byl pomoci enzymtu Xhol a EcoRV vystépen
CjMDRL1 fragment o velikosti 2,9 Kb, ktery byl pouzity jak templat, pro ptipravu hybridiza¢ni
sondy (fragment byl vyfiznuty zagarézového gelu, purifikovany Quiagen Kkitem
a koncentrace DNA byla ovéfena). Templat pro GFP byl ptfipraven laborantem. Oba
oligonukleotidy byly podrobeny znadeni radioaktivnim fosforem (a-*?P-dCTP) a znaGena
sonda purifikovana na koloné (podrobné&ji v metodach).

Po hybridizaci byly membrany kontrolovany autoradiograficky. BohuZel se nepodatilo zadny
vyrazny signal zaznamenat a to ani u jednoho konstruktu obsahujiciho gen zajmu. Byly
sledovany pouze 3 signaly ze 20 testovanych kontrolnich linii GFP. V prvni fad¢ bylo
testovano celkem 27 transgennich linii konstruktu pER8+CjMDR1, a 20 linii konstruktu
pRT101+CjMDRL. V nésledujici sérii bylo testovano dalSich 45 linii pER8+CjMDRL1, 7 linii
PER8+GFP a 48 linii pRT101+CjMDR1. V piipad¢ konstruktu pRT101+CjMDR1 byly po
dlouhé expozici pozorovany 2 velice slabé signaly, téméi splyvajici s pozadim. Jednalo se
o linie 60 a 39. Pro Spatnou rozlisitelnost vuc¢i pozadi to za jasny dukaz exprese transgenu
nepovazujeme.

U XVE systému muze byt nepfitomnost signdlu zptisobena nedostatecnou indukci promoteru
estradiolem. Mozna je tfeba i delsi doba indukce pro akumulaci mRNA v naSich podminkéach.
To by vysvétlovalo i pomérné malou odezvu v kontrolnim GFP signalu. Proto byl designovan
experiment s induktorem pfitomnym 1, 2 a 3 dny. Po hybridizaci byl opét sledovan pouze
signal u GFP linii a tento byl nejintenzivn€j$i prvni den po indukci, postupné se intenzita

signalu sniZovala.
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Obr. 35. Piiklad RNA gelu a membrany s pienesenou RNA (Northern blotting).
Vizualizace a kontrola kvality i mnozstvi RNA v gelu pomoci ethidium bromidu
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Obr. 36. GFP signal v XVE systému
(+) indukce systému estradiolem,

(-) indukce systému DMSO.

Dalsi faktor, ktery by mohl byt limitujici, je kvalita zna¢ené sondy. Experimentalné je
ovéfeno, ze ¢im vétsi oligonukleotid je pouZit jako templat pro syntézu sondy, tim je
ziskana vyStépenim ze zasobniho plasmidu (PENTR 3C+CjMDR1) pomoci enzymi
BamHI/Notl. Do RNA gelu byl kromé RNA vzorki nanesen velmi ziedény vzorek DNA
CjMDR1 a membrana podrobena hybridizaci. Jedinny signal na filmu po autoradiografii byl
masivni DNA signal kontrolniho genu CjMDRL sledovany jiZ po kratké expozici.

JelikoZ se zda, ze mRNA transgenu je pfitomna jen ve stopovych mnoZstvich a intenzita
signalu je tak na hranici detekéniho limitu Norther blottingu, bylo pokus opakovan
s dvojnasobnym mnozstvim RNA (tzn. 20 ug). Ani poté nebyl Zadny signal zaznamenan.

Z vysledkti Northern blottingu usuzujeme, ze transgenni linie vykazuji bud’ velice nizkou
transkripci transgenu, ktera neni detekovatelnd Northern blottingem, a/nebo dochazi

k takovym posttranskripénim tpravam véetné degradace, které uz neumoznuji detekci mRNA
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CjMDR1 Northern blottingem. Mozna Northern blottingem nedetekovatelnA mRNA nutné
neznamena nepiitomnost funkéniho transportéru. Jelikoz kromé cDNA jsme z Japonska
obdrzeli i specifické protilatky proti proteinu jeZ je produktem CjMDR1 genu, selekce
nejaktivnéjSich transgennich linii byla dale planovand pomoci Western blottingu. ,,Gene

silencing* efekt v ptipadé pouziti XVE systému vyluc¢ujeme.

5.3.2. Western blotting

ProtoZze XVE systém je podstatné sofistikovanéjsi a vice faktorti mize hrat regulacni roli pii
transkripci a nasledné translaci, rozhodli jsme se pokracovat dale pouze s vybranymi dobie
rostoucimi kulturami (na hygromycinovém selekénim mediu) konstitutivni exprese transgenu.
Z 13ti téchto linii byly izolovany celkové proteiny, stejné tak jako ze 4 linii ziskanych
bombardovanim bunék prazdnym vektorem pRT101 a jedné linie nativniho katarantu
rizového. Vzorky proteint byly aplikovany do diskontinualniho akrylamidového gelu, gel
vyvinut a proteiny elektroforeticky pfeneseny na membranu. Ta byla hybridizovana
s protilatkami a signal byl vizualizovany luminiscentné (viz metody). BohuZel protilatky
pravdépodobné nejsou dostateéné specifické anebo katarantus obsahuje ABC transportér/y
blizce ptibuzné naSemu transgenu. Ocekavany signal byl viditelny ve vSech aplikovanych
vzorcich, transgennich, kontrolnich transgennich i divoké kultufe. Vzhledem k tomu, Ze
Arabidopsis obsahuje okolo 135 zatim znamych gentt ABC transportért, je mozné, Ze
katarantus obsahuje také vétsi pocet ABC transportéri a néktery je blizce pfibuzny CJMDRI.
Mira shody téchto transportérti je takova, ze katarantovy ABC transportér dava faleSné
pozitivni signal s protilatkami proti proteinovému produktu CjMDR1, Pokus byl nékolikrat

opakovan se stejnym vysledkem.
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Obr. 37. Vizualiazovany western blot
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Kromé rustu linii na selek¢nim antibiotikovém mediu dosud nemame Zadny pozitivni dikaz,
ze linie skute¢né obsahuji nas transgen. Jednou z dalSich metod dikazu a podle Lattenmayer

et al. (2007) i Dean et al. (2002) daleko citlivéjsi nez Northern blotting, je metoda PCR.

5.3.3. PCR, RT-PCR

Pro PCR byla izolovana RNA a genomova DNA. RNA byla konvertovand na cDNA jak je
popsano v metodach. Také design specifickych primerd je popsan v metodach.

Nejoptimalngjsi PCR podminky naseho systému byly pokusné stanoveny na:

PCR smés pro 3 vzorky

15 pl 10x Taq pufr

3ul dNTPs (10 mM)

3ul primer Fw (20 pmol/ul)

3ul primer Rv (20 pmol/ul)
1,5l Taq polymeraza (2 U/vzorek)
9 ul MgCl, (25 mM)

112,5 pl H,0
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Nastaveni termocykleru:

Pocatecni denaturace
Denaturace DNA
Hybridizace primert
Syntéza fetézce DNA

Dokonceni syntézy

95°C
95°C
57 °C
72 °C
72 °C

2 min
45 sec
1 min Tyto kroky se opakovaly ve 35 cyklech
90 min

7 min

Obr.38. Test vSech designovanych primeri se zastupci genomové DNA (gDNA) a cDNA pii

stejnych PCR podminkéach. WT = divoka kultura. Zkratky ptimych primert: SCj-na zacatku

CjMDR1 genu; BfC-pted C doménou; 35S-v 35S promoteru; zpétny primer shodny pro

v§echny piimé primery-v C doméné; Rps9-primery provozniho (housekeeping) genu.

SCj BfC 355  Rps9
= = = =
b 5 58 558 538 55 8
| ¢ £ 4 <L ae LL L < =
cold g E e o
J ®m B » 3 & B o & = 9 e
| =
| - &
- w
- -
14-Tun-2007 14:20:19 Low=0 High=255 Gammaz=1 0 Exzposure = 0.70 secs

10 I kazdé PCR reakéni smési bylo naneseno do gelu, podrobeno elektroforéze

a vizualizovano (obr. 38). Vsechny designované primery poskytovaly za zmifiovanych PCR

129



podminek predpokladané signaly se zastupci genomové DNA a cDNA divoké i transgennich
kultur. Pfimy primer designovany na poc¢atku CJMDRI1 (SCj), byl vybran pro rozsahlejsi test
cDNA ze v3ech dostupnych linii katarantu (obr. 39), zatimco genomova DNA byla testovana
S pfimym primerem designovanym v 35S promoteru (obr. 40). Pro ovéfeni kvality

(a koncentrace) cDNA byla tato podrobena PCR s primery provozniho genu Rps9 (obr. 39).

Obr. 39. PCR vybranych vzorki cDNA, s primery SCj (pfimy primer v poc¢atku CjMDRI,
zpétny v C doméné). U transgennich linii je patrny 1367 bp signal CjMDR1, zatimco u obou
kontrolnich linii (pPRT101 a WT-divoka linie) se zadny signal nevyskytuje. Ve spodni ¢asti

obrazku je ovéteni kvality a koncentrace cDNA pomoci PCR s primery Rps9 proteinu.

GjMDR1 pRT101 WT

’#1#? #H0 #H2 839 #60 A B #M H0
- -— - o=

Pomoci PCR se podatilo dokazat pfitomnost CJMDR1 v naSich transgennich liniich. Pozitivni
signal se vyskytoval jak ve vzorku RNA (cDNA), tak v genomové DNA - aZ na dvé linie. To
mize byt zplsobeno extrakéni metodou nebo dal§imi faktory, které nebyly dale testovany

a tyto dvé linie byly vytazeny z nasledujiciho transportniho experimentu.
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Obr. 40. Genomova DNA vybranych vzorkli, PCR s pfimym primerem v 35S promoteru.

353 bp signal je patrny pouze u 4 transgennich linii, ne viak u kontrolni a divoké linie.

CjMDR1 pRT101 WT

W s 57 #10 #12 #39 #60 #1 #3 #4 #10

5.3.4. Test lokalizace transportéru

Pro ur€eni membrany, kompartmentu, ve které je na$ transportér lokalizovan, bylo nutné
ptipravit konstrukt CJMDR1 fuzovany se signalnim svitivym proteinem, green fluorescent
protein (GFP). Pro vylou¢eni moznych fale$né€ pozitivnich vysledkli se doporucuje provadét
fuzi jak v N-termindlni tak v C-terminalni ¢asti GFP. Pro tyto téely jsou k dispozici plasmidy
obsahujici GFP; pTH2 pro C-terminalni fuzi a pTH2-BN pro N-terminalni fazi. CjMDR1 gen
musi byt ped klonovanim upraven (napi. zbaven stop kodonu). Design primert a detaily PCR
jsou podrobné popsany v metodach. Teoreticky by ziskany PCR produkt mohl byt vlozZen
rovnou do pTH2 a pTH2BN. Prakticky (kvili velikosti PCR produktu) je snadnéjsi pouzit
pomocny plasmid pGEM-T Easy, DNA namnoZit v bakteriich E.coli a vystépené fragmenty
CjMDRI1 vlozit do cilovych plasmidti s GFP.

Ligace splasmidem pGEM-T Easy probihala podle doporuceni vyrobce, pouze pomér

plasmidu a PCR produktu byl pfedmétem optimalizace. Bilé kolonie byly podrobeny plasmid
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mini preparaci a kontroln¢ $tépeny pomoci Xhol (4,2 Kb, 3,5 Kb). Pozitivni klony byly poté
kontroln¢ Stépeny jesté pomoci EcoRI (1782 bp, 1893 bp, 500 bp, 3,5 Kb) a Xhol/BamHI

(3,2 Kb, 1 Kb, 3,5 Kb).

Obr. 41. Diagram plasmidu pGEM-T Easy a pTH2

Xbal
BamHI
Xrni | 2009 Neol
Scal 1890 g?—f @I
f ori 171 1 start CaMV 35S promoter
R
at 20
Sph 26 5o
Amp GEM"-T Ez Bt | ey
PGEM"-T Easy lacz Bst 43 o
Vector 7T ol | 43 90 bp
{3018bp) ac / Noti
I EcoR| | 52 P L
Spel Gd
EcoR | 70
Naot | 77
Bsti | 77 EcoRl 1400
) Pst | 88
an Sal | 90
Nde | 97
Sac | 109
Bst¥ | 118
Vsil |27
141
T sps

Poslednim krokem bylo vystépit fragmenty CJMDR1 a CjMDR1 bez STOP kodonu (DSC)
pomoci Xhol restrik¢niho enzymu a vlozit je do pfipraveného vektoru pTH2 (Sall) a pTH2-
BN (Xhol). Opét byly experimentalné hledany optimélni podminky klonovéani. Nakonec byl
ziskdm klon pTH2+ CjMDR1DSC za podminek ligace 10x liga¢ni pufr, pfes noc pii 4 °C
apii pétinasobném nadbytku fragmentu nad vektorem. ProtoZze klon pTH2-BN+CjMDR1
nebylo mozné ziskat ani kombinaci optimalizaénich podminek v nékolika opakovanich,
ptistoupili jsme k postupnému klonovani, tzn. nejprve byl vioZzen do pTH2-BN fragment
Xhol-Spel (1.8 Kb) (viz obr. 42). Usp&né byly kombinace a) 1:4 (fragment:vektor), 10x
liga¢ni pufr, 4 °C ptes noc a b) 1:4, 2x liga¢ni pufr, 16 °C ptes noc. Oba ziskané konstrukty
byly ovéfeny kontrolnim $tépenim pomoci EcoRI (1.8 Kb, 4,1 Kb), BamHI (400 bp, 3,7 Kb)
a Hindll1+EcoRI (1,15 Kb, 2,85 Kb). PTH,-BN+Spel fragment byl pouZit dale jako vektor.
Ze zésobniho pGEMTeasy+CjMDR1 byl pomoci Spel vystépen zbyly fragment (2387 bp),
preCiSten avloZzen do pTH2-BN+Spel. Podafilo se ziskat celkem 4 pozitivni klony za

podminek a) 1:8 a b) 1:4, 10x liga¢ni pufr, 4 °C ptes noc a dva klony pii podminkach c) 1:6,
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2x ligaéni pufr, 16 °C ptes noc. Tyto byly podrobeny kontronimu $tépeni s ECORI (1,9 Kb,
1,8 Kb, 4,7 Kb), BamHI (400 bp, 4 Kb, 4,26 Kb) a Xhol/Hindlll (2,4 Kb, 1,8 Kb, 1,15 Kb,
3 Kb).

Pro jistotu byly oba ziskané klony CjMDR1 fuzované s GFP poslany na sekvenovani.

Obr. 42. Schéma sekven¢niho klonovani CJMDR1 do pTH2

CiMDR1
e
— —
1805 bp 2387 bp Spel pGEM-T Easy
5 : ; n 3
Xhol Spel Xhol

Ziskanymi konstrukty byly poté bombardovany bunky katarantu a druhy den po trangenozi
sledovana fluorescence pod konfokalnim mikroskopem. Jako kontrolni byl pouZit prazdny
plasmid pTH2.

Jak je zniméno jiz vySe, efektivnost transformace katarantu biolistickou metodou neni pfili§
vysoka. Proto byl vybér fluoreskujicich objektii pod mikroskopem limitovan. Na obr. 43 je
vidét distribuce proteinu jak v N-termindlni tak v C-termindlni fazi s GFP, stejné¢ jako
lokalizace samotného GFP proteinu v bunice. V piipadé vétsiho asového prostoru by bylo
vhodné pokus zopakovat, jelikoZ rozdily v lokalizaci proteinu mezi kontrolni a experimentalni
skupinou nejsou extrémni. Pfesto 1ze v obou experimentalnich p¥ipadech (N-terminalni i C-
termindlni flze s GFP) pozorovat organizovanéj$i koncentrace signalu v plasmatické
membrané, bunéném jadie a pravdépodobné v tonoplastu vakuol. Usuzujeme, Ze transportér
se Vplasmatické membrané buinky nachazi v piijatelném mnozstvi a podle toho budou
planovany 1 nésledné transportni experimenty. Jisté by bylo zajimavé izolovat subcelularni
kompartmenty a sledovat jak se zménily transportni charakteristiky v jednotlivych organelach.

Dalsi vyzvou by mohly byt metabolické studie na buné¢né isubcelularni Grovni, stanoveni
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vlivu transgenniho transportéru na metabolom transgenni buiiky. Tyto plany jsou bohuzel nad
casovy rdmec a tak je transportni experiment transgennich linii omezen na pohyb vybranych

substratt na bunécéné urovni.

Obr. 43. Fluorescentni signal produkovany CjMDR1 fazovanym s GFP

N-terminalni flze C-terminalni fuze Kontrolni, GFP samotné

5.4. Vliv CJMDRL1 transportéru na transportni charakteristiky vybranych
substrati. Bunécna uroven

Vybrané transgenni kultury katarantu rizového nesouci transgen ABC transportéru, CJMDR1,
byly testovany na potencial transportu moznych substrati. Jelikoz se z pfedchozich testd neda
jednozna¢né urcit ,,nejlepsi transgenni linie ve smyslu nejintenzivnéjSiho mRNA nebo
proteinového signalu, byly pro prvotni transportni experimenty vybrany vsechny linie

s pozitivnim signalem RT-PCR. V prvni fadé byl jako substrat testovan berberin. Tento
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alkaloid sice neni vlastni druhu Catharanthus, ale je hlavnim substratem pro na$ transgenni
ABC transportér v Coptis japonica. ProtoZe tento transportér vyuzivd ATP jako zdroj energie
pro translokaci substratu, byl transport berberinu do bun€k porovnavan v piitomnosti
i nepfitomnosti externiho ATP. Jak je patrné z obr. 44, pfitomnost ATP dramaticky nezvySuje
transport berberinu do bungk, statisticky vyznamny vliv ma pouze u jedné linie, MDR-39.
V piipadé ajmalicinu, s vyjimkou linie MDR-12, dochdzi ve v3ech ostatnich liniich ke
kvantitativné vyhodnéj§imu transportu bez pfitomnosti vnéjsiho zdroje energie (viz obr. 45).
Proto dalsi experimenty probihaji pouze za pfitomnosti bunéénych zdrojii energie.

Pocet testovanych linii jsme zredukovali na 1) divokou kulturu CATLO06, 2) transgenni
kontrolni kulturu pRT-4 a 3) transgenni kultury MDR-7 a MDR-60. Tyto byly vybrany
protoze MDR-7 vykazuje masivni transportni aktivitu ajmalicinu v porovnani s obémi
kontrolnimi skupinami a u MDR-60 byl pozorovany signél (miniméalni) v Northern blottingu

a nasledné hybridizaci s radioaktivné znac¢enou sondou.

Obr. 44. Transportni kapacita vybranych transgennich linii katarantu pro alkaloid berberin.
Vliv ATP na kvantitu akumulace. CATLO06-divoka linie, pRT-kontrolni transgenni linie,

MDR-transgenni linie.
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Obr. 45. Transportni kapacita vybranych linii pro ajmalicin, modelovy ABC-transportérovy
substrat v katarantu. Vliv ATP na kvantitu akumulace. CATL06-divoka linie, pRT-kontrolni

transgenni linie, MDR-transgenni linie.
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5.4.1. Berberin

Berberin neni endogenni latkou katarantu a tak jeho transport na jakékoli trovni (bunécné,
subcelularni) mize byt ovliviiovan regulaénimi pochody kontrolujicimi pohyb xenobiotik
do/v/z rostlinnych bunék. Ptestoze byl pokus designovan na vneseni berberin transportujiciho
ABC transportéru do plasmatické membrany katarantu rtzového, zddné zvySeni transportu
berberinu do bunék v porovnani sdivokou a transgenni kontrolni skupinou, jsme
neregistrovali. Transportni test byl ukonc¢en po 60ti minutach od ptidani alkaloidu k bunikam,
je tedy mozné, ze béhem hodiny dochézi k regulaci prvotné zvySeného transportu berberinu
(zptsobeného ¢innosti CjMDR1) kontrolnimi mechanismy a berberin je efektivné
vylu€ovan/detoxikovan. Mozna je berberin transportovan do bunky ur¢itym mechanismem

apak je efektivné exportovan pravé pomoci CjMDRI1. O sméru toku substratu naSim
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transgennim ABC transportérem nemame Zadné informace a jak informuje Terasaka et al.
(2003) i Roytrakul (2004) a Poustka (2004), v jednom systému muze ten samy transportér
fungovat jako influxni zatimco v jiném systému jako efluxni transportér, nebo ta saméa
sloucenina v ramci jednoho systému mize vyuzivat jiné podtypy ABC transportéru pro influx

a eflux. Nicméné piedpoklada se, ze CJMDR1 ovliviiuje transport latek do buriky.

Obr. 46. Akumulace berberinu v buiikach katarantu ve vybranych kulturach. MDR-transgenni

linie, pRT-kontrolni transgenni linie.
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5.4.2. Ajmalicin

Ajmalicin je v bunkach konvertovan vakuolarni peroxidazou na serpentin (Deus-Neumann
et al., 1984; Brown et al., 1984) a udrzovan uvnité pomoci tzv. ion-trap mechanismu v nabité
formé (Blom et al., 1991a). Z cytosolu do vakuol je ajmalicin transportovan aktivnim
mechanismem proti koncentraénimu gradientu (Deus-Neuman et al., 1984; Blom et al.,
1991a; Poustka, 2004; Roytrakul, 2004). V piipad¢ aktivniho transportéru nezavislého

na koncentracnim gradientu v plazmatické membrané dochéazi ke zvySeni pfijmu ajmalicinu
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do transgenni bunky (nad kapacitu vylu¢ovacich mechanismi) a nasledné¢ pravdépodobné
dochazi k jeho zvysené akumulaci ve vakuolach (obr. 47). Oba ABC transportéry, vakuolarni
i plasmaticky tedy kooperuji a pokud by byla dokazand zvySena aktivita vakuolarni
peroxidazy ¢i nalezena zvySend hladina serpentinu ve vakuolach, lze mluvit o potenciaci
biosyntézy sekundarniho metabolitu transgenozi. V obou transgennich liniich byl nalezen
potencial pro signifikantné vyssi transportni kapacitu pro ajmalicin v porovnani s kontrolni
transgenni linii. V porovnani s divokou kulturou je statisticky vyznamné zvySeni akumulace

pouze u linie MDR-7.

Obr. 47. Akumulace ajmalicinu v bunikdch katarantu ve vybranych kulturach. MDR-

transgenni linie, pRT-kontrolni transgenni linie.
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5.4.3. Katarantin

Biosynteticka cesta, kterd konc¢i syntézou katarantinu, neni jesté plné pochopena. Katarantin
vSak tvoii jednu z monomernich jednotek nezbytnych pro syntézu bisindolovych terpenovych

alkaloidti (van der Heiden et al., 1989; Moreno et al., 1988, 1996). Pomoci vakuolarni
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peroxidazy je vazan s vindolinem za vzniku vinblastinu. Podle Misawa a Goodbody (1996) je
syntéza vindolinu katarantem relativné uspokojivd, zatimco hladina katarantinu je v rostling
nedostatecna. Za timto poznatkem lze vidét regulacni krok v syntéze vinblastinu. Regulace
muze byt na Grovni transportu (jak stavebnich molekul tak produktii) nebo na urovni aktivity
enzymu biosyntetické kaskady. Pokud by se podaftilo zlepsit efektivitu translokace katarantinu
do vakuol, kde bude nasledné¢ vazan s vindolinem, mohlo by zpétnou vazbou dochazet
k celkové stimulaci biosyntézy prekurzort véetné dalsich odvozenych alkaloidu.

V naSem ptipad¢ je pozorovana statisticky vyznamna zvySena kapacita transgennich linii
v transportu katarantinu oproti kontrolni transgenni kultufe. OvSem v porovnani s divokou
kulturou je transport katarantinu kvantitativné nizsi a to jak v kontrolni transgenni tak v obou

experimentalnich liniich.

Obr. 48. Akumulace katarantinu v bunkach katarantu ve vybranych kulturdch. MDR-

transgenni linie, pRT-kontrolni transgenni linie.
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5.4.4. Serpentin

Jak bylo zminéno vyse, serpentin je dosud znamy jako posledni produkt biosyntetické vétve
a vznika konverzi ajmalicinu vlivem vakuolarni peroxidazy. Jestli funkce serpentinu spoc¢iva
V zasob¢ ajmalicinu, nebo je to jen neSkodna forma “toxickych” piredchéazejicich metabolitii ¢i
je to hlavni G€inna latka rostlinného obranného systému, neni zatim jasné. Kazdopadné
akumulace serpentinu vlivem CjMDR1 je statisticky vyznamné zvySena pokud porovnavano
s kontrolni transgenni linii, oviem v porovnani s divokou kulturou je akumulace
zanedbatelnd. Serpentin pravdépodobné vznikd vyhradné vtonoplastu, kde je diky své
ionizované form¢ ihned ionotrap mechanismem zachycen a neni tedy typickym substratem

pro aktivni transportéry na intercelularni drovni.

Obr. 49. Akumulace serpentinu v bunkach katarantu ve vybranych kulturach. MDR-

transgenni linie, pRT-kontrolni transgenni linie.
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5.4.5. Tetrahydroalstonin

Tetrahydroalstonin je syntetizovan z kathenaminu v cytosolu, pomoci ABC transportéru je
akumulovan ve vakuolach (Poustka, 2004; Roytrakul, 2004) a konvertovan na alstonin, ktery
je podobné jako serpentin zachycen diky svému naboji. V naSem ptipad¢ je tetrahydroalstonin
statisticky vyznamné transportovan transgenni linii MDR-7 oproti obéma kontrolnim
skupindm, ne v3ak linie MDR-60. Ta vykazuje statisticky signifikantni navy3eni hladiny

tetrahydroalstoninu pouze v porovnani s transgenni kontrolni skupinou.

Obr. 50. Akumulace tetrahydroalstoninu v bunkach katarantu ve vybranych kulturach. MDR-

transgenni linie, pRT-kontrolni transgenni linie.
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Z rozdilli mezi transportnimi kapacitami obou kontrolnich skupin, transgenni kontrolni
a divoké kultury, vyplyva, Ze celkovy proces transgenoze ma urcity vliv na transportni
kapacitu vybranych substratl.. Statisticky vyznamné snizeni transportu transgenni kontrolni

kulturou vi¢i divoké kultufe je pozorovano u 60 % testovanych substrati. Divokd kultura
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katarantu rtizového je schopnd transportovat nékteré zkoumané alkaloidy ve stejné mifre
(serpentin) nebo efektivnéji nez geneticky upravené linie (katarantin). Skutecnosti je, Ze
transport substratii se déje v jednotkach ng na mg suSiny tkanové kultury a rozdily mezi
divokou a kontrolni transgenni kulturou se tak pohybuji do 1 ng alkaloidu na mg susiny
(s vyjimkou ajmalicinu, kde je rozdil mezi kontrolnimi skupinami 7,1 ng). Také o sméru
transportu substratu nemdme Zzadna data, tudiz moznost, Ze na$ transgen ovliviluje export
nékterych substratll z buiiky, nesmi byt opomenuta. Dalsi experimenty jsou nezbytné pro plné
pochopeni zménéné fyziologie transportu v trasgennich liniich.

Transgenni linie MDR-7 vykazuje vy3Si transportni kapacitu neZ linie MDR-60. Ze vSech
testovanych substrati je ajmalicin a tetrahydroalstonin transportovan touto linii
s nékolikanasobné vyssi efektivitou nez vobou kontrolnich liniich véetn€ transgenni
MDR-60. Divodem rizné reaktivity transgennich linii mizZe byt zfejmé pozice transgenu
Vv genomu po bombardovani bunék, stejné jako pocet kopii transgenu insertovaném v genomu
a rizna geneticka vybava bunék v suspenzni kultufe (mozné polyploidie). Také mikroklimat,
bezprostiedni okoli naSeho transgenniho proteinu, maze hrat roli v substratové specifité
transportéru. Ta muze by ovlivnéna mnohymi faktory, mezi které patii interakce s dalSimi
proteiny ko-lokalizovanymi v membrané (Blakeslee et al., 2007) a samotna kompozice lipida
membrany. Napiiklad lidsky MRP1 transportér rozezndva etoposid a daunorubicin ve svém
piirozeném prostitedi. OvSem kdyz je tento transportér expresovan v buiikach tabaku,

transportuje daunorubicin, ale etoposid uZ jako substrat nerozeznava (Yazaki et al., 2006).
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Obr. 51. Transport vybranych substrati transgenni linii MDR-7, kontrolni transgenni linii

pRT-4 a divokou kulturou
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Ajmalicin, tetrahydroalstonin i katarantin patfi mezi substraty endogenniho vakuoldrniho
ABC transportéru (Poustka, 2004; Roytrakul, 2004), serpentin nebyl v tomto sméru testovan.
Z naSeho experimentu vyplyva, Ze transgenni linie MDR-7 je schopna efektivnéji akumulovat
ajmalicin i tetrahydroalstonin v bunikach katarantu. Akumulace katarantinu a serpentinu je
zvySend (v porovnani stransgenni kontrolni skupinou), na transport berberinu vSak
ptitomnost transgenniho proteinu v plasmatické membrané nema vliv. Efekt dalSich faktort
na potencidl transportu latek do bun€k katarantu neni zanedbatelny a mél by byt predmétem

hlubsiho zkoumani.
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6. Souhrn
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V piedloZzené praci je studovana problematika transportu jako limitujiciho faktoru
Vv biosyntéze sekundarnich metaboliti rostlin. Jako modelovy rostlinny systém byl vybran
Catharanthus roseus (L.) G. Don. Zastupcem aktivniho transportéru byl vybran CjMDR1,
¢len ABC (ATP-Binding Cassette) protein superfamily, jez je vyhradnim transportérem
berberinu v jeho produkujici rostling, Coptis japonica. Ziskana data jsou uvedena
v nasledujicich bodech.

1. Transport berberinu v nativni suspenzni kultufe katarantu ruzového nevykazuje
zavislost na ATP a vzhledem K inhibi¢nim studiim neni substrdtem pro nativni ABC
transportéry katarantu. Konkrétni mechanismus transportu berberinu na vakuolarni ¢i bunééné
urovni se nepodafilo odhalit. Diky vlivu pH na plasmatick¢ membrané na transport berberinu
by se mohlo podobné jako v jinych heterolognich rostlinach jednat o H*-antiport berberinu
anebo effluxni pfenasec¢ patiici do skupiny MATE (multidrug and toxic compound extrusion)
(YYazaki, 2005).

2. Biolistickou metodou, mikroprojektilovym bombardovanim, byla piipravena
transgenni kultura katarantu razového. Transgen pochazel z mateéné rostliny Coptis japonica
a jednalo se o plasmaticky ABC transportér.

3. U obou transgennich systému, s chemicky indukovatelnou expresi i s konstitutivni
expresi transgenu, byla studovana intenzita projevu transgenu. Metoda Northern a Western
blottingu se v naSich experimentech neosvéd¢ila, signal transgenu se podafilo vizualizovat
pouze pomoci techniky RT-PCR. CjMDR1 byl dokédzan v cDNA i genomové DNA
vybranych transgennich linii katarantu razového. Po fuzi CJMDR1 se zelené fluoreskujicim
proteinem (GFP) byl tento akumulovan s nejvétsi pravdépodobnosti zejména v plasmatické
membrané katarantu.

4. Z vybranych transgennich linii vykazuje linie MDR-7 statisticky signifikantni

potencial pro akumulaci ajmalicinu a tetrahydroalstoninu v porovnani s obéma kontrolnimi

145



skupinami (kontrolni transgenni a nativni kultura). Akumulace serpentinu a katarantinu je
uobou trangennich linii statisticky zvySena pouze oproti kontrolni transgenni skupiné
a hladina berberinu nevykazuje Z7&dné Kkvantitativni statisticky vyznamné zmény vaci

kontrolnim skupinam.

Studium substratové specifity ABC transportéru v rostlinné Kkultufe pomoci technik
transgenoze neni piili§ praktické. Molekularné biologické techniky pii praci s objemnym
transportérem  vyZaduji  Cetné  optimalizace, efektivita transgenoze  Kkatarantu
mikroprojektilovym bombardovanim nedosahuje turovné tabdkové efektivity (Ondfiej
a Drobnik, 2002) a nejenom metoda vizualizace Western blottingu ale i transportni
experimenty samotné mohou byt ovlivnény nativnimi ABC transportéry katarantu. Pro
testovani substratové specifity ABC transportérti se jako vyhodnéj$i jevi exprese ABC
proteinu v Saccharomyces cerevisiae zbavenych bud’ pouze Ycflp, coZz je hlavni GS-X
pumpa (ABC transportér), tak zvany Yeast cadmium factor 1 a nebo jesté Bptlp (Bile
pigment transporter 1). Ackoli kvasinky obsahuji Sest MRP ¢lent ABC superfamily, po
ostranéni Ycflp a Bptlp neni detekovatelna 74dna ATP dependentni GS-X transportni
aktivita, coz tvofi tento kmen idedlnim systémem pro ABC transportni experimenty (Sharma
et al., 2002; Klein et al., 2002).

OvSem jak fe$i Kutchan (2005b), otdzkou dneSniho metabolického inzenyrstvi je, zdali
analyzovat experimentalni situaci pomoci teleskopu, mikroskopu anebo uplné nejlépe pomoci
obojiho najednou. A tak studie délané na modelovych systémech s minimem vnéjSich faktort,
nemuseji byt aplikovatelné do redlné eukaryotické kultury se vSemi sofistikovanymi

regulacnimi mechanismy a pfisnou organizaci.
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7. Summary
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In this thesis, the regulation of transport is investigated as a limiting factor in biosynthesis of
plant secondary metabolites. CJMDRL1 in Catharanthus roseus (L.) G. Don. has been selected
as a model system of active transporters. CJMDRL1 is a member of ABC (ATP-Binding
Cassette) protein superfamily. Especially, in previous reports it was found to transport
preferably berberine in its producing plant, Coptis japonica. In order to look into the role of
the ABC transporter berberine was exogenously fed to Catharanthus roseus cell line and
evaluate the transport of the compound. Based on a series of experiments in this study it can
be concluded as follows.

1. Transport of berberine in wild Catharanthus roseus was not clearly associated with
ATP-dependency. Using diverse inhibitors it was proved that berberine was not an exclusive
substrate of native ABC transporters in Catharanthus. Alternatively berberine might be
transported via H'-antiport or efflux transporters from MATE (multidrug and toxic compound
extrusion) group which was previously found in other heterologous plants (Yazaki, 2005). In
reality in Catharanthus some effect of pH on plasmatic membrane on berberine transport has
been observed. However, the exact mechanism of berberine transport on vacuolar and cell
level was not fully uncovered yet.

2.  Transgenic cell lines of Catharanthus roseus have been prepared by particle
bombarding method (biolistic method). Inserted gene was originally isolated from Coptis
japonica and encodes plasmatic ABC transporter.

3. Both chemical inducible and constitutively expressing transgenic lines of Catharanthus
roseus were tested for the presence of the transgene. Signal of the transgene was detected only
by PCR, not by Northern or Western blotting technique. Genomic DNA as well as cDNA of
transgenic lines was assayed and the presence of the transgene proved. Fusion of CJMDR1
with GFP was preceded and the transporter seems to be considerably localized in plasmatic

membrane of Catharanthus roseus.
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4. Among all the evaluated transgenic lines, MDR-7 displays significantly higher
accumulation of ajmalicine and tetrahydroalstonine in comparison with transgenic control and
wild type cells. Increased accumulations of serpentine and catharanthine were observed only
against transgenic control line, not against wild type cells. On the other hand, berberine
transport shows quantitatively the same rate in wild type, transgenic and transgenic control

lines.

Substrate specificity of an ABC transporter in plant culture via transgenic approach can not be
easily evaluated. The gene of ABC transporter is rather big and all applied molecular biology
techniques need several optimization steps, particle bombarding techniques does not show as
high sufficiency as in Tobacco case (Ondiej a Drobnik, 2002) and besides protein tests, entire
transport experiments might be corrupted by native Catharanthus ABC transporters. Yeast
(Saccharomyces cerevisiae) cells with corrupted Yeast cadmium factor 1 (Ycflp) and
possibly also Bptlp seems to be the good alternative for expression of ABC transporters.
Yeast has six MRP ABC members, however after corrupting the above mentioned genes, no
ATP dependent GS-X transport activity is detected, which makes this stream ideal system for
substrate study of ABC transporters (Sharma et al., 2002; Klein et al., 2002).

However, according to Kutchan (2005b), the biggest challenge of metabolic engineering
nowadays is: what kind of tool shall we use to analyze our experiments? Microscope or
telescope? Maybe the best would be to use both zooms at the same time. Thus study made on
model systems with minimum external factors involvement might not be exactly transposable

to real eukaryotic culture with all sophisticated regulation and strict organization.
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