SOUHRN

pfedlozené praci je studovana problematika transportu jako limitujiciho faktoru
V biosyntéze sekundarnich metabolitl rostlin. Jako modelovy rostlinny systém
byl vybran

Catharanthus roseus (L.) G. Don. Zastupcem aktivniho transportéru byl vybran CJMDRI1,
¢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 rdzového nevykazuje
zavislost na ATP a vzhledem k inhibi¢nim studiim neni substratem pro nativni ABC
transportéry katarantu. Konkrétni mechanismus transportu berberinu na
vakuolarni ¢i bunééné

urovni se nepodafilo odhalit. Diky vlivu pH na plasmatické membrané na
transport berberinu

by se mohlo podobné jako v jinych heterolognich rostlinach jednat o H+-antiport
berberinu

anebo effluxni pfenase¢ patiici do skupiny MATE (multidrug and toxic compound
extrusion)

(YYazaki, 2005).

2.Biolistickou metodou, mikroprojektilovym bombardovanim, byla pfipravena
transgenni kultura katarantu ruzového. Transgen pochazel z mateéné rostliny Coptis
japonica

a jednalo se o plasmaticky ABC transportér.

3. U obou transgennich systémi, 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 podaiilo
vizualizovat

pouze pomoci techniky RT-PCR. CJMDRI1 byl dokézén v cDNA i genomové DNA
vybranych transgennich linii katarantu razového. Po fuzi CjMDR1 se zelené
fluoreskujicim

proteinem (GFP) byl tento akumulovan s ne jvétsi 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
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skupinami (kontrolni transgenni a nativni kultura). Akumulace serpentinu a katarantinu je

u obou trangennich linii statisticky zvySena pouze oproti kontrolni transgenni
skupiné

a hladina berberinu nevykazuje zadné kvantitativni statisticky vyznamné zmény vuéi
kontrolnim skupinadm.

Studium substratové specifity ABC transportéru v rostlinné kultufe pomoci technik
transgenoze neni piili§ praktické. Molekularné biologické techniky pii praci
s objemnym

transportérem vyzaduji Cetné optimalizace, efektivita transgenoze katarantu



mikroprojektilovym bombardovanim nedosahuje Grovné tabakové efektivity
(Ondte j

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 transportéru se jako vyhodnéjsi 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 je§té Bptlp (Bile
pigment transporter 1). Ackoli kvasinky obsahuji $est MRP &lenti ABC
superfamily, po

ostranéni Ycflp a Bptlp neni detekovatelna zadna 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 fesi Kutchan (2005b), otazkou dne$niho 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 faktory,

nemuseji byt aplikovatelné do redlné eukaryotické kultury se v§emi sofistikovanymi
regulacnimi mechanismy a pfisnou organizaci.



