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1. Uvod

Priméarni a sekundarni metabolity rostlin patfi mezi
nepostradatelné latky nejen z pohledu potravinarského, ale
1 technologického (Skroby, oleje) a farmaceutického. Prave
z produktii sekundarniho metabolismu a jejich derivati
pochazi mnoho 1é¢iv pouzivanych ve vétSin€ obord mo-
derni mediciny. 1 pfes to, ze je vétSina piipravki
v soucasné dobé& vyrdbéna synteticky, fada dalSich je stale
ziskavana z pfirodnich zdrojd. Mechanismus produkce
sekundarnich latek v rostlinnych buikach je pro vétSinu
dilezitych struktur znam, nicméné kromé syntézy se na
jejich celkovém metabolismu podili i fada dalSich faktord,
jakym je napfiklad transport nejen v ramci bunky, ale
i celé rostliny.

Sekundarni metabolity jsou syntetizovany v cytosolu,
pfipadné v nékteré organele (terpenoidy — plastidy), odkud
jsou dale transportovany do mist jejich funkce nebo jsou
ulozeny v zasobnich oddé€lenich rostliny. Pfitom musi pte-
konavat rizné bunécné membrany.

Tyto latky Casto maji velkou molekulovou hmotnost
nebo jejich molekula miize mit ve vodném prostredi rost-
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linné bunky kladny nebo zaporny naboj. Takové latky pak
velmi téZce prostupuji pies bunééné membrany, které jsou
tvoteny lipidovou dvojvrstvou. Kazda vrstva ma oblast,
ktera obsahuje hydrofilni periférni ¢ast a hydrofobni jadro.
Malé nepolarni (N, O,) a polarni molekuly bez naboje
(CO») difunduji pfes membranu relativné volné podle kon-
centrac¢niho gradientu (semipermeabilita), zatimco nenabi-
td polarni molekula glukosy prostupuje ve srovnani
s témito latkami pomalu. Rostlinna bunka proto vyuziva
dal$i mechanismy pro transport sekundarnich metabolitii'.

Latky vytvotrené rostlinou mohou byt transportovany
pfes cytoplasmatickou membranu ven a nasledné do jiného
rostlinného organu jako pyridinovy alkaloid nikotin. Jiné
latky jsou vylucovany do okolniho prostfedi rostliny, kde
se poté mohou podilet na tvorbé symbidzy s pidnimi mi-
kroorganismy.

Kromé ptenosu ,,ven®, jsou metabolity transportova-
ny dovnitf vakuol. Tyto organely jsou typické pro rostli-
nou bunku, kde zastavaji fadu funkci a jsou nezbytné
k udrzeni homeostazy. Podileji se jednak na udrZovani
vodni bilance buniky a dale na uskladnéni nejen zasobnich,
ale i toxickych latek a nékteré vakuoly maji podobny ucel
jako Zivo¢isné lysozomy?.
branové systémy pro prenos sekundarnich metabolitl pres
rostlinné membrany a piiklady zpusobu transportu vybra-
nych skupin latek.

2. ATP-vazajici kazetové transportéry
2.1. Zakladni charakteristika

ATP-vazajici kazetové transportéry (ABC) se tadi do
velké a strukturné i funk&né pestré skupiny bilkovin, které
se nachazeji u vSech organismi. Z hlediska stavby se jed-
na o integralni proteiny, které prostupuji lipidovou dvou-
vrstvou. Tyto bilkoviny zprosttedkovavaji prenos latek za
soucasné hydrolyzy adenosintrifosfatu, ktery slouzi jako
zdroj energie potfebny pro transport. Kromé toho mohou
nekteré ABC proteiny fungovat jako iontové kanaly nebo
jako regulacéni centra pro dal3i typy kanala’.

ABC proteiny se skladaji ze ¢tyf domén. Prvni dveé
jsou domény vazajici nukleotid (NBD), které jsou perifer-
né napojeny na cytoplasmatickou stranu membran. NBD
slouzi ABC transportérim jako pohonné jednotky, protoze
se zde vaze a hydrolyzuje ATP, ¢imz transportér ziskava
energii k vlastnimu pfenosu. V jejich struktufe se nachéaze-
ji dalsi poddomény, které se podileji na jednotlivych reak-
cich a na kontaktu mezi dal§imi doménami®.

Zbyvajici dvé domény jsou transmembranové a vy-
tvafi vlastni kanal pro prichod substratu. U exportérd se
nachazi stabilni pocet 12 Sroubovic, kdy piipada Sest Srou-
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bovic na jednu doménu. Nekteré Sroubovice se nemusi
podilet pouze na pienosu, ale maji funkci pfi ukotveni
proteinu v membrané a jeho regulaci.

V zavislosti na stupni vyvoje od prokaryot vys doslo
k postupnému propojeni vsech ¢ty domén, takze eukaryo-
tické bunky obsahuji jediny celistvy polypeptidovy feté-
zec'. Mezi diilezité transportéry s takto spojenou moleku-
lou se fadi predev§im homology s multilékovou rezistenci
(MDRY)’. Tato skupina je také znamé jako PGP (homology
P-glykoproteinu) a patii mezi nejrozsahlejsi podskupinu
ABC transportérd. Pro rostliny jsou vyznamné z hlediska
podilu na transportu auxinu®, zatimco u lidi jsou &asto
zodpovédné za rezistenci na néktera 1é¢iva’.

Homologa proteinu spojenych s multilékovou rezis-
tenci (MRP) ptedstavuji druhou nejvétsi podskupinu ABC
transportéra s celistvou molekulou. Na rozdil od MDR se
sklada z vétsiho mnoZstvi aminokyselin a tedy i velikosti’.
Proteiny MRP byly u rostlin prvné popsany v souvislosti
s prenosem latek, které byly navazany na glutathion (GSH,
thiolovy tripeptid y-Glu-Cys-Gly)® a jejich transport byl
zavisly pfimo na ATP. Tvorba vazby latky s GSH je n¢ko-
likafazovy déj s cilem vytvofit hydrofilni slou¢eninu. Nej-
prve nastava aktivace, kdy dochazi k hydrolyze, oxidaci ¢i
redukci endogennich latek nebo xenobiotik (faze I). Vzni-
kaji tak reaktivnéjsi elektrofilni slouceniny, které se samo-
volné ¢i Cinnosti enzymu glutathion-S-transferasy spojuji
s GSH (faze I). Nasledné jsou tyto konjugaty, které mo-
pomoci MRP proteini pfes membranu do cilového prosto-
ru (faze III)9. GSH kromé¢ transportni funkce také chrani
latky pred oxidaci a tyto latky mohou byt rovnéz navazany
na dal$i molekuly (glukosa, malat), které umoznuji trans-
port pres MRP (cit.'™'").

Vztah mezi GSH a transportem xenobiotik z4vislym
na ATP byl popsan u jemene setého (Hordeum vulgare).
U izolovanych vakuol ziskanych z jeho listli doSlo k hro-
madéni  konjugati  herbicidu metolachloru s GSH
a N-ethylmaleinimidu-GS pfi aplikaci MgATP, ktery se
pouziva u transportnich studii. Nehydrolyzovatelnd ATP
analoga Ci pyrofosfat vliv na transport nemély. Navic pfe-
nos u obou konjugati zlstal neovlivnén latkami, které
zastavuji ¢innost vakuolarni protonové pumpy nebo jinak
naruiuji protonovy gradient tonoplastu’. Toto naznagilo, Ze
prenos konjugatti dovniti je zprostfedkovan konkrétni
ATPasou. Vyzkum rovnéz poukazal na funkci oxidované-
ho glutathionu jako substratu pro tento pienasec, zatimco
jeho redukovana forma tuto vlastnost postradala. Nasledné
byl tento jev a uloha glutathionovych konjugati sledovana
postupné s Gsp&chem i u dalsich rostlin®”.

2.2. Mechanismus transportu

Vlastni pfenos sekundarnich metabolith a dalSich
latek pres ABC proteiny je nékolikafazovy proces. Po na-
vazani a hydrolyze ATP na NBD domény dojde k zizeni
prostoru mezi spojovacimi Sroubovicemi domén a zmense-
ni vzdalenosti mezi témito Sroubovicemi pak ma za nasle-
dek zménu u transmembranovych domén z konformace
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oteviené dovniti na konformaci otevienou ven. Rostlinné
ABC exportéry poté mohou uvolilovat na pienaSeci nava-
zané latky do okolniho prostfedi. Transportéry se po od-
louc¢eni ADP a inorganického fosfitu navraci do stavu
»pozice oteviena dovniti a exportéry jsou piipraveny na
navéazani novych latek na své vazebna mista'”.

3. Multilékové a toxiny vypuzujici transportéry

Skupina multilékovych a toxiny vypuzujicich trans-
portéri (MATE) hraje také dulezitou roli pfi transportu
latek pfes membranu. Bilkovina MATE transportérii se
sklada ze 400 az 700 aminokyselin se sekundarni struktu-
rou nejcastéji dvanacti o-helixd prostupujicich membra-
nou'’.

Vyznamny rozdil oproti ABC proteinlim spociva
v odlisném zplsobu pienosu latek. Pienos skrze ABC je
primo zavisly na ATP, zatimco transport zprostfedkovany
MATE vyuziva elektrochemicky gradient, kdy molekula
latky projde skrz prenase¢ vyménou za proton*.

Protonovy gradient je v ptipad¢ vakuolarniho trans-
portu zajistovan dvojici pump: H'-translokujici anorganic-
kou pyrofosfatasou (H'-PPasa; V-PPasa) a H'ATPasou
(V-ATPasa). H'PPasa je tvofena jedinym polypeptidem,
ktery vyuziva jako zdroj energie pyrofosfat. Tato latka,
kterd je jednim z vedlejSich produktl rGznych metabolic-
kych drah, obsahuje fosfoanhydrovou vazbu s vysokou
energii. Rozstépeni této vazby pak doda potiebnou energii
k transportu proton'*.

H'ATPasa je tvofena dvéma Gastmi tvofenymi
13 podjednotkami. Jedna ¢ast proteinu (V) je umisténa
periferné a podili se na Stépeni ATP. Druha ¢ast (Vo) je
soucasti membrany a slouZi k vlastnimu pfenosu protoni.
Rozdilny zpusob ziskdvani energie slouzi rostliné pfi ne-
dostatku ATP k udrzeni kyselého pH uvniti vakuoly'”.

4. Transport vybranych sekundarnich
metaboliti

4.1. Alkaloidy

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity, které ve své
molekule obsahuji alesponi jeden atom dusiku. Alkaloidy
se vyskytuji az u 20 % rostlinnych druhti a vytvateji skupi-
nu s velice pestrym slozenim a biologickou aktivitou'.
Mnohé alkaloidy jsou znamé pro svoji schopnost zasaho-
vat do struktury chromosomu, replikace a transkripce
DNA, déleni bunék a dalSich procesu. Tyto u¢inky jsou
vyuzitelné v medicin€¢, kde mnoho 1éCiv pochazi
z piirodnich zdroji (cytostatika vinkristin a vinblastin
z katarantu rizového (Catharanthus roseus), antiuratikum
kolchicin z octnu jesenniho (Colchicum autumnale))"’.

Jak bylo uvedeno vyse, transport latek je pomeérné
zavisly na jejich fyzikalné-chemikych vlastnostech, které
byly sledovany u nékolika rtiznych alkaloida vlastovi¢niku
vétsiho (Chelidonium majus). V ramci tohoto vyzkumu
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byla hodnocena kritéria jako pH prostiedi, teplota a lipofi-
lita latek pfi prenosu do izolovanych latexovych a mesofy-
lovych vakuol. V pfipad€ zasadit&jsiho prostfedi byly ba-
zické alkaloidy nedisociované a rovnéz lipofilngjsi alkaloi-
dy se vice hromadily uvniti vakuol. U latexovych vesikul
byla navic pozorovana piima difuze, na rozdil od ostatnich
rostlin, kde se prfenosu ucCastnily transportni proteiny.
V téchto vakuolach byla také ptitomna chelidonova kyseli-
na, kterd fungovala jako iontova past, kterd zabranila zpét-
nému prichodu alkaloida'®.

Mezi alkaloidy, u kterych byl zpisob transportu jiz
dobfe popsan, je i cytotoxicky isochinolinovy alkaloid
berberin. Vyskytuje se u rostlin jako zlutucha mensi
(Thalictrum minus) nebo Coptis japonica, které jsou vaci
jeho pusobeni odolné. Pii transportnich experimentech
bylo pozozorovano, ze doslo k hromadéni tohoto alkaloidu
do vakuol C. japonica. Nasledn¢ byl identifikovan kon-
krétni MDR prenase¢ odpoveédny za transport berberinu na
plazmatické membrané a dalsi na tonoplastu, ktery jiz ale
byl zavisly na protonovém gradientu (antiport H'/berberin)
(cit."?).
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berberin

Na rozdil od MDR proteinu C. japonica, ktery alka-
loidy pfijimal, katarant rizovy obsahuje dal$i pfenaSec ze
skupiny ABC — PDR (pleiotropni Iékova rezistence), ktery
alkaloidy (katarantin) naopak z bunék exportoval na po-
vrch listd*. Katarantin se navic spoleéné s vindolinem
podileji na tvorbé vySe zminénych cytostatik vinkristinu
a vinblastinu. V pfipad¢ vakuoldrniho transportu pak tyto
terpenoidni indolové alkaloidy opét vyuzivaly k pienosu
elektrochemicky gradient®.

Kromé C. japonica a katarantu byl pfenos alkaloidl
také dobfe prostudovan i u nikotinu v rostling tabaku vir-
ginského (Nicotiana tabacum). Pyridinovy alkaloid nikotin
je produkovan v kofenech a musi tak pfekonat nékolik
bariér nez se dostane do vakuol v bunkach listd.
V burik4ch tabakové kultury Bright Yellow-2 byl nalezen
transportér patiici mezi MATE proteiny. Nikotin byl timto
transportérem v buiikdch listd pfenasen dovnitf vakuol,
naopak zbunék kofene byl ptfenasen ven do vodivych
svazkil. Tento protein nemél substratovou specifitu a rov-
néz se podilel na pfenosu daliho tabdkového alkaloidu
anabasinu a nékterych cizich alkaloidi (hyoscyamin, ber-
berin)®.

28

Referat

4.2. Terpenoidy

Terpenoidy jsou skupinou sekundarnich metabolitl
s vice nez 25 000 identifikovanymi latkami. Jejich biosyn-
téza je zalozena na spojeni monomernich pétiuhlikatych
jednotek, isopentenyldifosfaitu a dimethylallyldifosfatu
amezi tyto metabolity se fadi jak strukturné jednoduché
kardioglykosidti. Dobfe popsany transport je u diterpenu
sklareolu, ktery se nachdzi v rostlindich rodu tabdk
(Nicotiana). U sklareolu byl identifikovan jeden ABC
protein, ktery je odpovédny za jeho transport na povrch
listu. Orthology tohoto proteinu, nachazejicim se
v plazmatické membrané, byly dale nalezeny i u husenicku
rolniho a zavitky mnohokotenné (Spirodela polyrrhiza).
Tyto transportéry byly navic aktivovany pfi oSetieni rostlin
elicitory, z ¢ehoz vyplyva jejich vyznam pfi obrannych
reakcich rostliny®***.

sklareol

U mesicku Iékaiského (Calendula officinalis) byly
pozorovany transportni mechanismy triterpenického sapo-
ninu kyseliny oleanolové v zavislosti na rizném typu gly-
kosidace. 7-Monoglukosid a 7-monoglukuronid této kyse-
liny se odliSovaly v citlivosti na latky, které ovliviuji zpt-
sob a pohon transportu. Prenos glukosidu se zvysil
v pritomnosti ATP a pyrofosfatu, zatimco sloucenina
s glukuronidem  byla  ovlivnéna  pouze  protein-
modifikujicimi faktory. Vysledky studie ukazaly, ze prena-
SeC pro glukosidy oleanolové kyseliny je zavisly na ptisu-
nu energie, zatimco u glukuronidl se jedna o kanal, ktery
zprostiedkovava facilitovanou difuzi. U obou latek je vSak
potieba urdit presny typ transportéti®>2.

4.3. Fenolové slouceniny

Mezi fenolové slouceniny se fadi jednak relativné
jednoduché slouceniny typu fenylpropant, kumarint, lig-
nanit a flavonoidl, ale také polyfenolické tfisloviny.
Vrostlinich  jsou  fenolové  slouceniny  pfitomny
s navazanym cukrem jako glykosidy. Jak bylo zminéno
vyse, navazani cukru (glukosy) hraje dilezitou roli v deto-
xifika¢nim procesu, ktery zahrnuje transport pomoci ABC
proteinti z podskupiny MRP ve vakuolach''. V zavislosti
na typu latky nebo rostliny vS§ak mohou byt tyto sekundar-
ni metabolity transportovany i dal§im typem transportérQ
(MATE).

Jednim z typickych zastupci jednoduchych fenolo-
vych latek je kyselina salicylovd. Po jeji glukosidaci
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v cytoplasmé za vzniku salicyl-2-O-B-D-glukosidu je pte-
nasena do vakuol s¢ji lustinaté (Glycine max) za pomoci
ABC transportéru. OdliSny transport pak byl pozorovan u
fepy obecné (Beta vulgaris), kde zéavisel na protonovém
gradientu”’.

Dalsi fenolové latky s relativné jednoduchou struktu-
rou jsou kumariny, kam patii i skopoletin (6-methoxy-7-
-hydroxykumarin). Jeho transport byl sledovan u bunécné
linie tabaku, ktera ho produkuje ve vétsim mnozstvi. Im-
port tohoto kumarinu do buniky byl stimulovan pfitomnosti
rustového faktoru 2.,4-dichlorfenoxyoctovou kyselinou.
V cytosolu byl nasledné preménén na 7-O-glukosid skopo-
lin a tento metabolit byl nasledné transportovan do vakuo-
ly na energii zavislym transportérem, jehoz typ nebyl za-
tim pfesné urCen. Podobnym zplisobem poté reagovaly
idalsi kumariny (umbelliferon, eskuletin), unichz byla
opét splnéna podminka volné 7-hydroxyskupiny na benze-
novém jadie.

4.4. Flavonoidy

Flavonoidy jsou derivaty chromonu, ke kterému je
v poloze 2, 3 nebo 4 navazan fenylovy zbytek. Na moleku-
le mohou byt v riznych polohdch navdziny hydroxylové
nebo methylové skupiny, takze flavonoidy vytvareji Siro-
kou a strukturné€ riiznorodou skupinu sekundarnich meta-
boliti. Tyto latky jsou rostlinami vyuzivany v mnoha pro-
cesech zahrnujicich ochranu proti ultrafialovému zétfeni,
obranu, symbiodzu, odliSeni v barvé kvétu a lakani opylo-
vacl. V ramci mediciny jsou flavonoidy pfedevs§im vyuZi-
vany pro antioxidacni a protizanétlivy ucinek, jako antihe-
morrhagika a dal$i terapeutické efekty™.

Stejné jako u alkaloidd tak i u flavonoidl se nachazi
transport pfimo zavisly na ATP i na protonovém gradientu.
Jednou z podskupin flavonoidd jsou anthokyaniny, které
maji ndboj na kysliku v pyranovém cyklu a uvniti kyselé
vakuoly davaji urcité zbarveni, coz je vyhodné pii vyzku-
mu jejich transportu. Kromé husenicku se jako modelova
rostlina pouziva i kukufice seta (Zea mays). V tomto druhu
byl v membrané tonoplastu nalezen a identifikovan MRP
protein, ktery pfenasel dovnitt vakuoly anthokyaniny. Ten-
to proces rovnéz vyzadoval glutathion-S-transferasu.
Deplece tohoto enzymu u mutantd pak zpuasobila pozoro-
vatelnou zménu zbarveni bunék®*".

Ptiklad flavonového glukosidu saponarinu také uka-
zuje, ze transport jedné latky mulze probihat u rtznych
rostlin odlisnymi zptisoby. Je¢men sety, ktery tento flavo-
noid obsahuje, vyuziva k pfenosu do vakuoly protonovy
antiport (pravdépodobné pres néktery MATE protein).
Naopak u husenicku rolniho, ktery saponarin nevytvari,
doslo k transportu zavislému na ATP. Je tedy mozné, ze
tato rostlina vnima saponarin jako xenobiotikum a zbavuje
se ho pomoci vykonng&jsiho ABC transportu, stejn¢ jako
u nékterych herbicidi (primisulfuron)™.

Anthokyanin kyanidin-3-O-glukosid a flavonol epika-
techin-3'-O-glukosidu (E3'G) jsou dobfe prostudovani
zastupci flavonoidl z hlediska prenasect. Jejich transport
do vakuoly je zprostfedkovan orthology MATE proteinu,
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a to jak u husenicku rolniho, tak i tolice (Medicago truncu-
lata)****. Orthology piivodniho MATE proteinu z huseni¢-
ku byly pozdé¢ji nalezeny i u jabloné¢ domaci (Malus x
domestic) a rajcete jedlého (Solanum lycopersicum). Stejné
jako u kukufice se pak rostlinné mutanty projevily odlis-
nym zabarvenim®>.

kyanidin-3-0O-glukosid

U transportu flavonoida se také zvazuje, jaky vliv ma
acylace molekuly na typ transportéru. Acylované antho-
kyaniny u vinné révy (Vitis vinifera) byly prenaseny ant-
hoMATE proteiny této rostliny. Naopak jeji glykosidy
jako malvidin-3-O-glukosid nebo kyanidin-3-O-glukosid
transportovany nebyly*®. Také MATE2 protein tolice efek-
tivnéji prenasel do vakuoly ten substrat, na ktery byl nava-
zé4n malonyl*’.

Na plazmatické membrané kofend soji lustinaté
(Glycine max) pak byl sledovan transport flavonoidi
z bunek ven. Isoflavonoid genistein je soucasti exudatu
bobovitych rostlin, ktery je dilezity pii tvorbé symbidzy
s nitrifika¢nimi  bakteremi v ptidé. Pomoci inhibitord
a aktivator bylo zjisténo, Ze tento proces je opét zavisly
na ATP a tedy, Ze se Gcastni n€ktery ABC protein3 5

5. Zavér

Transport sekundarnich metabolitl jak v ramci bunky,
tak i v celém rostlinném organismu stale ptredstavuje §iro-
kou oblast pro vyzkum pfenosu latek. Jak je mozné vidét
u zminénych zastupct alkaloidl a flavonoidi, tak se trans-
port jedné latky mize liit nejen mezi dvéma riiznymi rost-
linami, ale i v rdmci jednoho organismu v rdmeci bunécné-
ho a organového transportu. V tomto ptehledu rovnéZz ne-
byl uveden dalsi mozny zptsob pohybu sekundéarnich me-
tabolitd pfes membrany. Jedna se o vezikularni transport,
kdy jsou latky prenaseny uvniti méchyik napf. z endo-
plazmatického retikula'”.

Znalost mechanismi nejen syntézy, ale i navazujiciho
transportu sekundarnich metabolit tak mize hrat vyznam-
nou roli v jejich produkei a tim i vétsi vyuzitelnosti. Kro-
me toho byla fada transportéra v rostlindch identifikovana
na zaklad¢ ptibuznosti s lidskymi pfenaseci. Tak se zplsob
jejich transportu v rostlin€é muze teoreticky odrazet
i v lidském organismu, coz bude mit ptinos pii sledovani
vstfebavani 1é¢iv odvozenych z pfirodnich latek.

Tento clanek vznikl za podpory projektu SVV 260 186.
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There are many various mechanisms within plant cell
for an efficient transport of metabolic products from cyto-
plasm to vacuole. Harmful and toxic compounds are also
removed in this way. ABC (ATP-binding cassette) pro-
teins use ATP to transport metabolites across the vacuolar
membrane. MATE (Multidrug and toxic compound extru-
sion) proteins use a proton antiport. The type of the trans-
porter is affected by the membrane, the transported metab-
olite and the structure of the molecule, which can be acety-
lated or bounded with glutathione. A knowledge of the
transport is important for the production and distribution
of secondary metabolites in plants.



