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1. DHDVOD

Rostl imeddt8dwuj 2 zdroj molekul, ktMae® malp:?

p a tséflavony s e k un d § r olinzhetl Edibacdagztny§ m® pro sSvou sc
vEzmenaestr ogenov ®2anelcieywRIkvtagtr ®al p rds ke®sgyatmdlt en.® V

rostmaijrND tyto | §thoyd?2$Sem¢hd zblaa 3 eomwdBotkag.ANT s mu  p S
napadmo¥|l i vnhDn2 pTdnpdmi &giof dmebbpipurkE ed &8s 2 ku

bobovitlcHh s ofolsavamy. p o d ofavorididy jj & low d mdoH%e ny

endopl| amnmkuluatck®nspor t ovi@they deo whkalk8ddj,2 z8sobr
nebojstexportougvigJe] ich transport prob2h8 pom
kter® zajif@iSay ésntaeijenTlx ijbakcoi dsié lgdmddS§mpmd ents r mé tc 4
| 8t ek rosMUTlzkudm ctihctha mechadi sMTkspo ®J2 h § ahke
model ov® Amhbdapsistaliang a(jsou mezi nimr TzIn@® | k ®s pod§Ssk®
(Catharanthus roseugea maysVitis vinifera Medicago trunculataGlycinemax rostliny.

Tyto rostliny jesPbanl alsinfamorgkm@$dcmv §nyevkterTch

z2sk®dwRKky a organely, na kterTch je transpor



2. CéL PRCCE

C2l|l emt o di sertal n? pr 8ce byl o Il denti fi kova
met abol itT mSigcskultoreé @b i §h ¢ B Srcees thlyilma rozdNDIl ena
etapa zamNSila se na transport | §tnaikn tprSeecse Ipulagi
transporpp Se a k uo | §r n2Vzhtedem bt ro§muwy m@®&j & p | opmroyoRil a Segene
problematika elicitacerodukceisoflae n T na s u s Beinctonpylakatokultura S e

a pS2slugn® sek/wndeinryn?] aket anboodlieiltoyy Tz syst ®m p
mechanin T . Jako dr uhg& KTuprdatenseppa tbSy?lca2  ziwboaltsstrke® n ®
0 b s a hisoffavonyd/r § msierdial n2p @z &rcreo dty l soust SedhNna n

1T Regerge transportn2ch mechani smT sekund§8r

T Odvozen?2? sh slpelntzG. tinctariaakl aptatersd

f Elicitaln?2 eyxpeasusehergaurdrttcaamn8shedng ident i
transpomrJzmbedhi i hkhirma |mSerhod §iteof | avonT

f Il zol ace protapyhsasidssghenakhdalh k,§latkurl 8a kgl
oV | i vnreahprism@ransport pT s 0 babsompaciisofla o rdd vakuol



3. TEORETICKC LCST

1Rostl i nni@vitlobul t ury
3.1.1. Histori¢*
Rostlinn® kultury dnes sl oug? j ako viznamr

patologicklich jevT. K prvn2m pr FlowsDohtirkeT m s e
du Monceauw,cektle’r516 st udoval reparaln2 mechani
i kalusu.1l 9 . spt Soi | neets2| @ o zroorzovvog c 2 b u relzlhm@ikedy.i caZ a| §t k e
mi nul ®ho stolet?2 GottliebviHakuknglRoawvd cholkaditIur
viznamu totipotence rosthi§shiedhujBecAaiBk &egiech
byly postupnhD zvl §dnut yr giBencrhlnzinklyc hk urlotsitvl ai cne
poug?2ve§gnz erglud t8a wlr cTh

Vroce 1962 Murashige a Skoog pSipravili medi
byla nRkolikan§8sohmRvey ppugdeasf mviniedi 5 a

mi kr ogmoyk T,mo gmeéd20 mawloch rostlinnlTch kultur.

Zhospod§&§Ssky viznamnlich technik byly pops8ny
rozmnogovsgn2 a r T st rostlin. D Adrobagteriuth m  k r o
tumefacienskte€p Ts ob2 hgpdaktbrv® N v z Ri Kleo unotgkn8® pNst o
a u x ibakfgrie rodlAgrobacterims e t aka@®j P omurgéd vgeneti ckou tran

3.1.2. Typy tk8&8Rovich kultur

Kalusov® kultury

KalusmTgpd t definov&omvaa®opheti Yoeur ekvicoeSedn g e a koos |
reakce na poranhDn2 nebo napadnorh2o up atld g eondevno.z
zjedin® rostlpmad@® & udRikfye rzatoshircBc® v, a jp2S etsatoi psat e
schopnost obnovit znovu cell toalg@nmemas . o Njae
z8§r omrklyt T netSo 2 mopPpeshT i mg | v®o P2 ehi vojehomNDnz
vliastnosti pVYeosmomins§heaaRlsavmei smyobjgevemt zandy I
vl astva@si 3l osti tnSan2venMjgecrhNtie ocvm.i
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Kalusov® kultury zeoclhoahiBiStt uzrolks8dy nn® t k8&nnD, ¥
podm2 nek prdaethe $nlka® rost | imadium sr egm? §t BnSyl en st
vystaven2m steknewnlemimefdy tuo s®) mo Ry ejf ®k okalghoe u4 k e

nebo pS2mim pdranhDn2m rostlin.

Suspenzn?2 kultury

Suspenzn? (buniD| n®) kultury jsou tvoSeny vo
di sper goeekaunywmnead ivina@smNBj 1| bT vaaudy ehBskg8EmystzN
dot ohot o t e kQ@pta®@hran ®mepd ioan? vwaohl §akbruzm BdsH I&kthk T r Tz n
velikosti, takj ednot | i VKrcdmmM utndik ctyd oz pojEigtusbiuo b m N mo
zpletiva |istT pmoeda®SenTch do ¢givn®ho

Vporovhgh#tasevl mi Kul tur ampopRé adwa mMiomih §zd me
susperychde?j gk mu r Tstu, hdedijse av Irtyaccdhr 12jj @2 hzoo z 2 s
a jejich vyugit2u vOPrekcyhmgbi@rfjsaddaijesichkvlasmosasnadno

ovliivnitel n@nediaiDnou sl ogen?

Protoplastov® kultury

Protopl asjtoo® kwltwry bunhRk, u kt eRrdiopldstyby | a
se dS2vemeehanckyBa 8k ynut 2 v pn @ S mlodnydds se i zol uj
enzymT (cellul asy, pektinasy) nebo vyugit2m
susp@zn2 a kalusov® kul YPuroyt onpe baos tloivset okwlil t e zyo
napS. pSi genétick® transfor maci

AHairy rootfi a Aadventitious rootfi kultury

AHairy rootf kultury jsou dneg cho ungktadbro® i j €],
Tg&mdrba t k§&nn Agrobactériumd nhikogened n a

vzni kaj2c?2r ykcohSleilnyr Thsatj,2 geneti cktoammasatbid Tsto

vtomto typu kulturyz v

regul '@triizogéneg e p FThaRkRt &ri e obsahuj2c?2 Ri (root
schopen v |-DNAndo DNAsrosting. & TlPou ¢im Ahairy rootfdbyl

shikonin zLithospermum erythrorhizonebo silymarin z&ilybum marianuny
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Pro produkeirordp2reihogt §gRdavjednet i t i ous r oary f . N a
root A r os tkgejichtpworaEjndl cd t kjSev2pdtiSeobags§hst ovl

Vakuoly

Vakuoly netvoS2 kulptrwrty,plalse Tj.s oMo ordcsiaél jo an&jndy dt
na udrgovg8§n2 vodn? bilance buRky a turgoru,
nMkter® vakuoly majk? modobnlym & urylsoiz o my .

Slogen? obsahpwdwerknichia faktory. ZS§pSedzvygaku
k shromagNov§gn2 |[liSntneoks, t 2k tneert® bvoz) nsi ekoauj t2a K e p 6 & k
nejen produkty prim@soBmd Im&tlkpol enkymga aj 2 S
sekund8&8rn2 metabolity typick® pr ppvagkdrtakl ugnl
brg§n2 buRku pSed mognTm neg8§8§douc2m Y%l inkem s
| 8t ky chr&nhDny pSed pSed| asnou degradac?

3.1.3. Vyingtiot?2 kul tur

Invitrokulturyrostlinjsoud nes poug2van® v zemhDd(Ndashrv@dmi ot \

lesnictv?, r o satbiotechnol@gie b i Sleo gzimedimiosh 2 i novlch
vyug2vaj2c2ch zejm®na genetick® ingenlrstv?
nepsdnivim podm2nk&m, maj2 lepg?2 vithRDgnost p

prost® onemocniNn2 a sfprmacéf/i t el n® pro genov® tr

Rostinyoe cnN vyt v§S2 Saaju? mavinmak od olgi Tkgrjngdach me
vyug?2pr8wrigubcht o | 8t ek, kter® nel zeohlgdendhaoduge
zvhDt guj2c? se populaci stoupaj ? [ n8roky N
prITmyslovimi i | ® i inVimoit ercdsi Ikichrafdrnn®u Ptéyecyi t I
| ®| irgslicvhe spoldaprg8aenbyo®bygty mogn® z2skat nov®
viznamnT odho slt &att ed nv® nmi mmnuol gossttvi2 .j i byl a pSipra
suspenzn?2ch klrlTtzunr® psrkoudpui knuyj 2sce2k u mdag r®me2ag F meytue
neenvme di c2 nNpodlravti ak@wsu vér pamo lv@pt’i ckTch vl a

PSi nastaven? sprs8vnich eodmemeék kbnglemt va Se
metabol itT. Niavitek u h b u v a t epaadkalcebs8w 2priodkuk ce po

12



| 8tek zpTsobenlTch vni tnSenreg®i mwz miintaldw k, u kat ezr pRo nv
Postupy vpySevk®at?e n®n oGEem® ®zy umogRu,j 2ktzérs®ama jl
ide§8ln2 rodikshdv®l astpnost i . knPaowlgievna?j 2t vsder beyl ilc§
usnadunvibnl2Rovg8§n2 a z2o9kldVdhkdvEert amelgiat Tvkh2z zj
wuprava kultivaln2ch podm2nek a sl o@®wsdah medi ¢
visl edaffi@athol i t T gneTng et abki®& pnSaivdi@e nT majepzygymopt et

invirokul tur mTge bhlott raypegior macik dal g2ch | 8§t e
sl oul.Ki wygg2 tvor mBt aktbduk@ BdmélkHz2 vOpPYge u
organi zovanomdTvekEgnBe ZamhNSila pozornost [

Aadventitious rootsh

3.1.4. Slogen?2 nutriln2ch medi 2

Hl avn2m pSedpokl adenprmrsi Siod Pet i o ajcdi 2 rmlmRt, | pma
kterTch bude kulbudevryk azohvapgn g orjad®w @ina®s va satsit |
poug2vsgna Sada medi 2, kter® mohou ¥pdrtavoobumhR
koncentr aceurnleibto® zanlxnToswe o o/ ®rh Idikathieurkvig b @o media

pat $2 pSedevg?2m NPSSH(Sethemk/Alitdébrand¥, GanbdrpB8°@) dal ¢ 2 .

Nutriln2 media obsahuj2 wurl]itou kpncm8tnach
met abol ichZT§ ktlvaodS®2c 2b u nnfklbno® sset r pudkd @siggydlizaci m a b u n
pSenosu Yeikreademéntyjsoupakp Sev&§gnhn kofaktory enzym’
oxi doredukilenabbéak&ythb | §tky jsou vE8z8&ny ve
sol 2Kr omnD nnecdhi Zagtenpeny ovr gani ck® sl ogkymypako vi
inositol,s t i murl Tusjt2 cuz v Dasd@icmya rri asyt ljiark o .Ddr smedé A el gio
p Si d§ wEkntyearn®okyselinypr o | epgp m®@Adatsuspeophachowal

kultur. 1819

Podstatnou soul|l 8st?2 nutriln2ch medi?2 jsou rT
vivoj rostlinpSewefgnihtoirvm@my ws[$tveme Sad?2 pSe
(Gi ndol y !l o c t),ccytakinin (kiseénl) a gibareliny me z i i nhibi] n?2 p
abci @®BAYr&eboethylenJ ednot !l i v® skupiny hormonT se m
Yl inkkuterT je z8vislOd ndcphdwgihto® momriicaeryt? rashoid
| 8t ekter® jsakponupgtwvaf@®oOr y | wch@4d imeHli dr f enoxy o«

13



kyseling 6-benzylaminopurin 1 ** 2P omNr a koncentrace | 8§tek pa

natvorm or gani zovan® tk8nlD nebo kal usu

Samomut®kulturymohou bTt pRstov §nly§ sntae | pnev nplocnho Sneon
gi vn®ho media nebo jakekbu®mM| m®&dsuspbéke p&2|
vyt vES¢i vl osti na poupgoilto& ukhdPn cgeenlt.r aci tuhT a

KromhD sl og§emPmbnbeldtiury i dal g¢ Dtfalkn @ r [y &kd mkrak yj
mohou ovlivnit rZ8vialpsbdukai vkobv®r d®l ce a
pTsoben2 a.?tNipkut ek ® truorsyt | i nn® kultury vygad:
sv iDtnapnS. b un NBeta@ulgaristXud rt 2 a2 aslt rinZb supiaveny tak, aby

bylo mogn® uchovs§vat kultury p&vVzs§vabibatit
rostlinhD a zpTsobu |jej? kul ti kulucyea tvorbug e zmlr
sekund8rn2cdPrmezalkdhlov8T2 rozpustnosti sol 2 a
rTst bunhk geér gampdt \Skeddd®'HodnopHH gh @R hvs | me t i

kultuSe nrma $t, &veanja 6, 0t &I0d o] E& osveS nrAN n

Invitrok ul t ur y, Kkt e rb® RksScuh tppX&seto@ngvnye dvi u, bl vaj 2
rollery nebocpéhjakeh yperminagsSut a2 pohyb. U sus
jejich sedimentaci a cirkulace podporuje homogesitu s pen z e . Medi um samo
pohybem provzdugRovr8onvonoanDt aRPgdmec hEpz dRI en?2
produkt T padiiwgzej 2c2ch z

3.2.Elicitace a stres u rostlin

3.2.1.Reakce nastres

Invitror ostl inn® kultury jsou sdkhopmy pitadtukos
mnogstv2 z2skanlch | Ftoesk cdhwodEahthangekoadg8un? o
je tvoBhbnankR rostvmiml|l pSed s$t@ke papiiqyy siymklowjgea
nepS2zniv® podm2nky. U nRkterTch kultur dogl
je zS2dkakdyr akotuigcikt@nm nBNS2t ku.soll jaismlbost pSed:
taxol zb un NI nT c h Taxusatshikoninrz kwtwrL. eryhrorthizon Pomoc?2 st u;
vnhDjg2ch podm2nek a procesT pod?2lej2c2ch se
informace, kter® mohou vyfxhDithtspSe®fMaygh®h m

14



Prvn?2 reakc? na ptostsSadiptnek®hbdi ¢viht k®ho
produktT) pTwddhunEeéjud WSV @lrBmBmaetatmksind. Pokud je n a

pTsob2cr2§mclii vt ol erkahcagendoold®tm®sni pSi pSekr
bude r osotzleimaa. plogtkr val ® zmDny | ze tpastv®mui
narugen?2, ge je vihodnnhj g? s e zbavit pogkc
extr®mn2ch viIiivT »2&ki WDtgn @i doc.h8@2vkcel et
mechanismykt er ® um6§g&u} 2 opakufmc?t seSxsd@mks. wN&n?2
rostlinu mPge psTtsesndtniekh n@j e d n @kiivaci icve?¢c evy g a

obrannTch mechani smT, kt®r® vytvg§S2 kompl exn

3.2.2 AbiotickI stres

Fyzi k&lknomefn, kterT mTge nopgSehiot aabikatyi aKs
rostlinupltrbob®m8opti m8l n2m intervabmuudgei fmon Kk a
bunhNl nTch membr8&8n a W28kosiostRosal Dhak®ei inT
tvorbou Acolidimucebd AheaeinT, YUpravou | ipioc
me mb adgal gnecimanismy?’

Mezi dal g2 oylezmpaomgk@ 8&®b3pht B8y jsou dennhD vy
rTzn® vlinov® d®I ce; nNDkter® slogky slunel n?
aktivitugr ajdiinn®@ ej aokovygok ® | e s anolpiziap T D\Wba & r Tz
pogkozen? Centglla asiticado. g | Wt [kumu tvorby Ipz6§Bmaesy po
d8vkoss INA druhoungrifahw obghboukfl avonoi dT a
indi k8§t oru vzni ka? 2 cz2acth2 mcool ntTvcohr braa dnMak@ leTr T ¢ h
sylvestrib y | a i nd ubk oz §3féan 2Urv.

Lastalbmoti ckbinv§tproesuerha osmoti ck® rovnov§hy
nebo teplotpod bodem mraz’™®* NepS2 zni v® podm2nky aktivuj?
zahrnuj2c2 ABA a synv%lReau oho§einTbuRker Sed]
Ner ovnoovs8toa iwvk®m tl aku a turgoru je nejprve
kan&8l T a n8slednhD pomoc2 me&* abolitT s osmot.

Fyzi ol ogrostingTe sttaskv® ov | i v;nadha snhiokgreonp?rnv kpTT d(yF e ,
MTge mMEdmBRrn®m mnogstv?2 omangmut i Menz2i dporpvakdy ,n ak tré€
vyvol at BQd,esPb,paNiS2nebovB8AlselJpijactNpedSenld
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transportn2ch syst®mT pro j i n“®ytoprvkyynotaou r os t |
narugit |innost enzymTJ, co§ se projev2 naps§.
ZkoSensy®h®mu mothoanpmkr bdv §nny.??’do zbyt ku ros:

Rostliny mohou vytv§Set na svoji ochranu or ¢
vyl uluj?2 zphRt doagpdptyonpasntolciin pdeacphl §§ze2n @& apprSo.d u
a sekreci rTznlTch organicklckdkypelitdDV aB8idnt
Melastoma malabathricumebo listechFagopyrumAl®*t v 0 S2 Kk &ampgl & x n a mi uv
j ejichKowmrclekn.t rovgn2 tNDgklch kovT mTge prob?
zajigSuj?2 rTzn® chel aihyalfytoéte Il asttiknyy,. nTayptSo. preeptta
r Tznl nwlekul ecysteiny, jehog sirn8 skupina mTge poc
Metallothionehny t ak® fungupt ageakdprcdap@roshggen2 enz
prvku v enzymu. Fytochelatiny vzni kaRKkRy va cyt

transportuj?2kde [doowak&dgny kyselinami

3.2.3. BibtickI stres

Bi ot i ckrT§nsctir easizrivk @p ataik® d T sostmyds¢ k nil mt er akheen n
jeho produktemMe zi bl 2zko rostouc?2 mi r ocsotzdrdjervaymi mTg
gi vin .a Ps[wibthlem2 sekund8rn2ch metabolind® mez
| §t ky raozjpetjb2llmehkd| dJedrsdauw i ny|l §t ek, kter8 nege
dal g% aghbyJuglonuvol Rovanl mi kr obiddlnseegm gt Dpen2 m z

Rostliny jsou pak®geafayd@mud §a doaut @ smeclviug @ ic & 1
g2 Sen? Tytmhmechacismys e akti vupdc hpSumwejiZkapyat ogenT
(oligomery chitinu, glykoproteiny hub) nebo§ t k a mi  uwp b &k 9 a @ hntmcihc hr o s t
stNDn (oligoputl aklt8irloyamyeds receptoaurcsy ko @g e 2
speci fickT cknht vio§tbddk ROSbo( superoxi d) banflan®? c

signalizaci (kyselinajasam o v § ) .

Vr §mci obrann® reakce ser emoanhtoeud vpyrtovt§8eSents fAA paa t
jednoduggadhknik@ipels, zjejichyg koncentrace mT
pS2tomnost? patogenu se zvydguje. Tyto | 8t ky

fytonci dT (inhibitinT). Viznamnou skupinou s
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vzni kajezm agpflrelRlt e. Popsan® | eloeabacea fiter@enya 1 s o f
(Poaceag furanokumariny Apiaceag nebo stilbenyVitaceag.

3.2.4. Elicitace

El i ci t odefinosaej ack® | 8§t ka nebo | ev rTzn® povah
fyziol ogickou odpovidDN u konkr ®t s low | ®kdg @m i®s n
jsou produkty nejen patogenT m2asltd) indadtdleyn 21

reakcinayt o sl oul eniny mTge rostlina produkovat
obrany proti nRkterTm n8kaz8&8m. PSedinteraltch §j en 2
mezi elicitorem a jeho pS2slugnl m brre&nrelp tnoe beom
uvnitS buRky. ZmNna konformace repep®esu ne

efektopp2spugmndu si gné8hgekedehB8umuw zah8§jen2 o

produkc?2 pS2siugnich mol ekul

Kont akt me z i e)i @ai trercemt 0siegnn §leem 8sadn?z2m bo
odpovDiDdi a byla pobjyadebPa?2 Sattaulanhat y zolkou al
byla nalezena analoga, kter§ maj2 stejnl Yl
peptidy a protei y , | 8t kystrabktggbe |eaminDd T ragment T tD
elicitory (chliwkan) chetaphnat REj 2 u v2ce dru

teoreticky existovat obecnl receptor.

Efektor T v8zanlch naT rae czeaphtronruyj 2e xri Tsptoig§yei ovr?tcoe
a proteinkinasy. Ty splowdtizc hs iph6hES2 aksiie i &
kask8du.r eAcketpitho8reRedkec zi bi | n2ddfoesdfooryylaadzdci ngrb
membr §ayYt apkazsenddt upu c y¥ bdeogddlckr®hma Cia membr §r
dal g2ch iontT pSessnmégmmud§irpHSv ddRky2 lkakti va
aktivovanT ch protein kinas ONARPK)YXNONADRIMKIDIODba £ma
kysl 2 kukeXxR®®)s,i genT r &thy@hnua@ba sasmynoview ok el i r
kexpresi genT pozdsaneékwrbd &mry?2 ah bmetsaynad I®zteT . J
prob2hat vedle sebfznkmood®pokBadgmt a v®e®st K

Samot n§ aeplodukce ekt @Sr n2 chj emebabobnDMa Sadou r ]
jednakc har akt er edlcitopuojueghiot &hooncentracpTesotvevnzi t ou
pot® samozSejmND m§ aa sjaen®t ns& &SPs.t | i nn§ kul tu
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328 Vanad a slouleniny vanadu

Toxictavanadu a jeho slegaltéwvind ms pwol amiT® AnRT PraTsz n’
proteinkinas, ribondkeas a f osfatas). Zasahuj 2 tak® dc
genetickou i nformaci a mohowtagTs o Nitc m®eajd2 |
proteinf o s f ot yfroossfiantoavs®y ( PTP) d2kyopodobosk§iemr
m2t pozitivn2 vliiv na cukernl metabolismus a
viiv vanadu a jeho deriv8g8tT nal btuankd® nvy zckyoku Qu
lini2ch rakovinnlch bunnk. Tato aktivita by

slouleniny a®*jej2 koncentrace.

Pozornosma pS2tomngstvl wianadsgeans ssunpetcedi babyl ob
vikterTch moSBkhbheg®@gzvaj?2 jako soul §st s\
vanadov® nitrogenasy a na -WR@)a.duPrzBnwid sE® h

vbakteri2ch, kter® v§g? dus?zk a mnDn 2 h o n
mi kroorgani scm® viwryeskty$aid 2 cé h ud @GHRO hyly natepehyy b d e n .
vgirg2m spektru organismT, jako Sasy a houby

indoly, fenoly) jsou pak x Dt gi ny produkovg&ny moSsklliemiedar ga
Rhodophyceaa v 1 znamnou r ol i hraje pSedevg2m na vVva
nal ®z8 i u nPkterTch |ligejn2kT.

VpTdN se jeho mnogstngd, alopwnBi whh ejcdr k Dgdbm Iadhad
hodnoty zvIigeny. PS2t omnasde |lvkaonva®nu vszer Trset qua tr
porovd8nhys kter® gdeshl|l pbiastveditd e dididyi2a trao vr
nal ezena ni §g2 koWyagmt?r koakaerdtrodachepwlea ksgrzomi n § 1
org8&ny byl y namhS eknltyr Brassida campestpiso ssp. chinéneidr.

parachinensisa Solanum lycopersicum U t Dchto rostlin mDI vanad

negativn2 vliiv n¥ celkovl stav rostliny.

RTzn® slouleniny vanadu byly kiulgt veeFdhyel@ay
produkce nhRkterTch alkaloidT, saponinT a ov
synt ®ze B8P onoi dT
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3.3 Trifolium pratenseL. i J et el | ul n?2

33 1. Z8kl adn2 “charakteristika

Trifolium pratensgP S2 | o h)z| & | Falbéeasd A r§T svtl gky od 20 do 50
|l odyze se naScap®zkeajt2®, ty.yt pDagdd@nt®n & vINitsyt t voS2 hil

zbNDl ozel en®ho nebo nalervenal ®ho kalichu. Ko
rTgovoyl vyakyauj 2 se i sviDtl eg2g2t ynpeibcok obu2 | n® tvi
korunu.T. pratenses e vyskytuje pSedevg2m v Evroph, Se

pastving8ch, ale je Rege®ntubolidalieiireiee alale®a

3.320bsahov® | 8t ky

T. pratenseobs ahuj ¢ y gir cdksfocfhh avonT i dal g?2 typy se
Anal T zou T5praterdg o mP ¢ 2 UlirB-Refornfance Liquid Chromatography

byl zjigtnNn obsah fenoldrkilcTh &yEdbfkggdkd.
koncentrace cel kovTch liisdfelcay o nsTt otpyluy \an gmoPSe
skviDtem. Obsah sekund8&8rn2ch met abtoelsittolvamylch
org8nech byly zastoupelyn®ekoonténvm®adis.of Uaw
stanovovan® isofl &KarmynBrodHyalvyo ndS$S %, tddidpmeingg.e g e n
j ej i ch metsehwll ppagensenvas&cthTe z e j 2 dal g2 tyywy (iri
aglykonys e vyswke tfugrmil gl ykosirdluzn @& tne2rSe naTcgyel obviStr
octovou nel*@f | abbebindTl.cbhy le xvter aka deremmpferof e nt i f
apigenin, l uteol i n, z at 2 kvereetingm@-glukositemhbyly u k o s i
nalezenwet hyl acet §t BvVi®mNDteexd r a&kt tur. ahovanfilcav ez ha
flavonoid nalezen flavon luteolinarvigg k onc e nt r a empferobakm@ricetit’®a v o n o |

KvRDty tak® obsahovaly’ procyanidinov® pol ymer

T.pratensenT ge obsahovat i krgdaThifoligrejnsn¢ u gd $2ktosmmyy . | i
a lotaustralingTpSichnabiast?oppluzengleadneé my n
g8dnTm kyanogenn2m glTyrépens(ijdeetne.l MSiaozs kvl V)jn &stned |
l uln2ho vyskytovaly kyanogenn? gl ykos®dy m®
Vst andar da xztorvaknteunTzptatehsean @k oz gle u®@® K | bylmi c k ® f
tak® pjSegtomma st n Nkt dafnbretih, fakidinpkamestrol Jskopojetinlka o

xanthotoxol #°
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VkoSenech byly identifikovs8&ny | 8§8tky, kter®
atraktanty (Ei&rbekemah)h &le o z o 8limpneén) wabBlylagtinus obscurus
Marsham (1 T ko haudba jj? et Kkoav$hd)n yinappht vk b Senbd g ®mk
extraktdialp@psAB$Hst upci Hsobscurusi,e mdltl é S/ Irias g lakw§ b?
acetofmon, deixiaman , & Sdalgen2 zelidrlceeh vl §stech rc
studow®hedem Mapratensajaloi ktnfiva. VI er st v® a sugen® r
nejv2ce zastoupeny terpesmny . 8gal lsehmlax h& zled tyo p
nNNDkter ® mast nk® nky B |nhigyigyalTe r s T.\pratemsep o p sI8dityk y
jako3-methytl-b u t a Haonkesen,4eGk ar yof yl | en®a Sada dal g2ch.

U T. pratensebyly vk 0 Senech pops§&ny t ak’®V sémenethgatefee ni c k
luln2ho a dalyw?2vellzp®ddre ST zlast oupeny pSede
astragbosidV1l | a dal g2 dva gl ykosidy.

333.Pougit 2

Rod Trifoiumsv2 ce jak 300 druhy pat$2 InepplileduvT znan
hospodg§Smk@®ho2nskB®ho. RTzn® |driemt?e dkpck ggnhzpcohu § 2
chorob jako soul §EvrdaphlR,di ha? Bimeldik ®ifin Wil v Be d B
AmericeeRost piSA p ®xaaplikoyalw ni pSobi kaglilobabeBTYg| z
pSi ekz®m& a psori §ze.

T.pratens@a j eho extrakty jsou d2ky obsahu isofl a
smenopauzou. Metanal T z a, kter§8 se zabTvala %%l inken
ukg8zal a, ge u zkouman® yskuu ptionhyo t do gpl S? zknea ksin 2
nepSinesla pS2mou odpovPDN na klinickou vyu
neg8douc2ch % inkT p%iU extrdkto g heotdeo be® m up onc? hvo§ ni? y
testov8napiadiidanzrm nke.c epxtomr gkt |, kterT obsahov
vykazoval aktiviiu ko b Dma r ecept or T m, cog by mohlo vysyv

proti pS2 znarkelmop psapwz cen T(cchv Isi ¥nNn2 teploty, n.

Pougit2z a Yl i nno J.tpratensgakroa kdtaul gMF InioRinEo szt i ke ki
terapii byl o c2l em randomi zpovd&8veg n 2 div opg li a che

post menopauz8l n2ch gen z Ekv8dor uobsavems | ed e |

20



isoflavonT zl epgi l stavr @plogges a2 setgizhi ce pal

nlkerT mi pS2znak¥ jako dyspareuni 2

Brandli a kol., kteS$S2 FpratenspbSiv al@| bplx obbelne ngant?i
prostaty zjistili, ¢ge | akpS?2ipsrta® klu§ tsk yj,e tted ko vi
tl umily i ndukovanou kontraktilitu sval ovin

abi ochanin A byly mbejhilgienn pjTg2omii | ly§talkanvi ,kon
nemuselky i mlitc kwm poWgiatl g2xehz pxlpre® i ment ech byl
angiogenez&a ant i f | og%jse ti ddedtrak®bvinael sd gdn i sofl avo
na rTzn® madelvéd\S@&ttak §n N

3.4 Genista tinctoriaL.i Kr u|l i nka barv2Ssks§

34 1. Z8kl adn? charakteristika

RodGenistak t er Tt a k ® Fgbaceafahrndjakolb87 edri u h . tinctorgt | i n .
(PS2 | msd)jekeS agdpshbkebc?2 vingikgedgl yeBnabaryv
kvDtenstv2zm. Roste na svRtlTch prostranstvz2c

St Sednf2V il fessike®. republicen?y @i ndOMmMogm®cmanW®ge o

oblastech hor®?
342.0bsahov® | 8t ky

V G.tinctorias e nach§z2 Sada sekund8&8rn2ch metabol it
Zj ednoduchTch fenolovich sloulenin obsahuje
nebo p-kumarovou.Z 8§ st up c i sl ogithNjg2ch pol ydigennp!| T | s
luteolin, glykosidy kvercetinu$* a isoflavony (genistein, daidzein a jejichO?glukosidy,

formonetin).*PSi srovng&n2 obsahu jednotlivich isof
vygg?2 obsah gl ukosi dT ge n iGstihctonmoproti@. gagitaisi nu a
(k. kS2dlatg), kter8&8 obsahoala methylderi vs

G. tinctoriaobsahujg ak ® cbhawv®i al Hal oi diy0,8 popk maptifolip,t i si n
lupanin, anagyrif’ at ak ® sfp@bsaneeliknal oi dT spr MEHeubmNok b &

z8visllT na lokalith sbbhru.

G. tinctoriamTge blTt pMPedm¥ kv@ro,H kw e duorclhi§zi2m kz mRDn §
s e k u n dngetalmoisimoM al usovich a suspen zpokesutobskhul t ur §
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chinolizi_ di novich al kabwdldi[D vreo sd rouvenieszriz p&é t loimm &
alkaloidy dominoval lupanif®Naopak u kalusovich kultur byl
pTsob2c2ch isofl avonlTm odrr BHTroduGenistab8yl | nyd grpodvst D \
pops8&ny | 8§tky typu G ulidnt & aglie@.itircteri)?h saponinT

343.Pougi t 2

Zhi st or i ¢k ®hGo tindiorizepdoi usgk? avbaal rev 2\S's k ®m  p rtTrmeydsil lun 2a
medi chbabPvelk2 | 8tek (pl8&8tna a viny) byly vyug

dg8vaj2 obsagen® flavony jako luteol i® a apig

VIt &1 ioiu go2ywl 8andgn v ® m 'fjaRd diutetkumsatiaxativum, algako emetikum

ve for me ns8d mevruBud ehtazrmkar v n a d’2Kermunl2i nl k8as thia rrvo2:
se uv&sgd? roptinkioo b I®d S tvis zSepadadmé 8§ & eT wroeucgkkav,§ knds
zkvDWpPTokigtNn® organi smu.

Vsoul asn® dobn pbdyil v shetdloa 1§ ol G tindtarida Gesessifolia kt T z
naochranp | asmi dov® DNA pSedG&Vi zt§SiemrddnGeniatgReOST v
mTge hr 8§t rol i®ap$%liallg®| W uthga@pyyioy ul cer opr ot €

aktivitu (G. rumelica. "®

G. tinctoriasevL es k® republice nach8z2 na seznamu r1 0
8 ale existuj?2 pS2pravky ve formhD sugen® nat
Cytisin d2ky url| it pgcodBngatkio $ §sitlkedmniinamon
receptorech a t | uByopravedendin md mkll ns2tnupdSA2g nezk gl y n u
ge mTge zlepgit proces odvyksgn2, %% i | emg jeh

3.5. Flavonoidy

3.5.1. Z8kl adn? charakteristika

Flavonoidy jsou jednouz ej r 0z g2 SenhDj g2ch skupPoeseakdgn &SI

popsanl mi®a §$&dzni se mezi pol yfenolww®h 8szl20 u |
znej jednfoldayan oo D2 [3dshdd2-enylechroman 2-fenylbenzopyran)
kterT je tvokSremhemyrGnavidmPDma fenolnmics&l mi k

bi osynt et i cNatomto gkdletooTdgeem doc T 8abin &t rukt ur n2 m,
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a oxidoredukl|Inegmmo @ bwdmIg§img 8 zov e & k T%€ADdd p8lahe k .
fenylu na kruhu Cj s ou r o zsbfiavgng (Ffenylchroma) a neoflavany (4
fenylchroman). Dal g2 podskupinoumajsbuopeefer
kruh C8a aurony. M § mci kagd® podskupiny mohou bTt |j
m2stech d&8le obmNDRov&ny hydrcoyxvyalcac 2g,l ynkeotsh odxuy.

Gl ykosidace pat S§2 meziezmé gleadi srnoyz,pulst @o®t is
aglykonu a nchhr BoRkuw opBSkeidn mognT mi neg8douc?2r
flavonoi dT | s o uO-gykosgidy snshtkn jenorigsesRatidy, jako @ glukosa,

gal aktosa, rhamnosa, aglykobidickoowazbounMehi disachgrilyo s a v
s e SaapiBtinosa (60-U-L-rhamnosylD-glukosa) nebo neohesperidosa-G@)L-

rhamnosyD-glukosa).

Fl avonoi dy zan®ihmsut ibTna vpS2tomnost.i asymetric
Sohledem na strukturu se tak jedn§ pSedevg?
dvojnou vazbu mezi 2 a G3 . Ni cm®n0ND neaktivn2z aglykony mc
gl ykosi daicaj &krdyng ej ejSi ch mol ekulu sacharid
st 8b¥%inu polarikva¥an®ho svhDtla do

3.5.2. Biosynt®za % |l avonoidT a isoflavonT

Bi osynt ®za fsloalamsmniodTijeevativndD dobSe pros
Sada enzymT, kter® spadaj 2dep@avd®&nrnm2damotnd? x
NADPH dependen torogluarresdtu kdteapseyn daexngtgenasy ( 20GD)

se pod21l ej 2 i tr an[szfneorua sayk ta vdiatlogu2. enzymy s

Samobhn@s y(s ®ue4ps. Jvychsgz? ze dvou | 8t ek, kter
met abol i smu. fPernvynl2al lagtipkoocup Bijeet abbéi Ek® dr §hy
gi ki mov® (produkt sbiiooesnyonl tpeytriucwk8® os €8 keurgy. t fhd rou
nezbytnougt kou j-€omal ¥hyl kterT je produktem acet

Zf enyl alaninu je enzymem fenyl alanin amoniun
transs ko Si cov® kyseliny (11), kter8 nédrgngti vn?2
skoSkyse§ina | e Irangdrkanxmalr vt § n(a | g4-hydroxylasg 2 c i n
(C4H), kterlT je n8slednhDr &iktii vOyBn®py of @my Igp
kumar 8t : CoA |ligasou (4CL). Substr8temnypro 4C
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(kg8vovsg, ferulovg) arfTentohengsgmosm8§thk®kdgwgl

pro flavonoidy a lignany.

Druh8 sl ogka biiomsaomiC®AY (fV)awamoik®&T kar boxyl al
CoA za k a t -€dAT karpoxylasougACE ) a spot Seby ATP. AC
vpl astidech, kde se jeho heter omercry? ofpd ramanip
je homodi mer n2 enz-CoA \prrTozdnul kcuhj 2zc&t Ingaolva ncyhl e x p
zjigthNno, ¢ge ACC byHi dtnidakkiomi§ ne laibd iottd rcyk.T mi i

Z4k umaGoB tiV)amalonyuCoA je n§slednhD ty¢CHSN clB&l ladn
Cs skel et , kterl j e dsgl e modi fi kovgn. CHS
kondenzaln2ch reakc?2, kdy,na kkot §r8ld rse sd omsutgi?p

t Si mol ekuly malonylu za vzniku polyketidov
cyklizaci a aromati zaci (kruh A). Produktem
(V1) nebo isoliquiritigenin(X) | i nn et koewreduktasy (CHR) . CH
pol yketidovich synthas a cel§8 reakce prob2h
Podobnou sekvenci jako CHS m§ i stilben syn
(resveratrol).

Chalkonisomerasa (€1 ) uzav2r8 z8kl adn? bi osynt®zu iz

flavanon (VI naringenin). Tentoenzym8 j e d n a k i s @ frhgdroghalkbhlyla

tak® i sodor mpihypCHOX Y c h adedkywhalkonya CHB byla nalezena

pSev § gatifabaceame |j e nezbytn§ pro tvmmrtopropt Seky
izomer al n?2 reakce probébdgFStawanenyasivamgkuj ak
isoflavony a dal g2 metabol it yw2hydidxysefavdon r ol i
synthasgIFS/2HIS). Tento enzym katalyzuje tvorb®23S2-hy dr oxyi sof | avanon
arylu zC-2 na G3 a hydroxylaci na € S n8slednou dehydratac?
Podle produktu CHS je takrza r i n g e 8,5, 17 ytettahgdeosyisoflavaon (VII)t v a S e
genistein (IX , z at 2 mcXdl) zdiguiritthenieu (KII) ( 2 HlpS 8z &n@my

skupiny CYP 93.

Jednoun b mNDn i sof | &OwnenThyjleacpekk kr@nBkuetp@ghoek pTs
fytoal exiny. Tyto | 8t ky G.eaxmieagebng velPhaseolls | i § 2
vulgaris, pisatin (X\) v Pisum satvum Met hy | ac e |-@methglttamsterasolg v 8 n a
konkr ®t nhD hydrOWY iHIOMG]) awvamem k4@ hBepBOhemespnt

i soflavonT a nikoliv pS2mo na ¢emilstzei Mw meb
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bTt met hpoloxewBlet hyvow&n T geéaiist ei nX) adaidzeitmi oc har
formononetin (XIV).Dal g2 st r ukt uzrank?r noubj mihD npyr, o dkuskecui ® r f Tyzt noRa
hydroxyl al n2 wdoc@dulk nayorddkoweit Sn2ch kruhT

(DMID), naps§. u méMedikagorsativaND k { X¥V® met abol ity mo

prenyl ov8nyXVi)g!l yceol liny
Flav onoi dy a i sofl avony mo hou bTt ds§l e up
(glukosyltransferasa, mal onyl transferasa), k

kyseliny za vzniku pol 8rnBDjg2ch metabolitT.

poc? | edtranswrtu molekulyw 8 mc i rostliny.

Vsoul asn® dobhD se pSi vizkumu biosynt®zy a t
a proanthocyanidiny, kter® ve vakuole d8§vaj?2
C2l enou Ypoagbdbu?2pbtegerald, kter® k-duj ? enzyim

flavonoi dT, wywaomiulkcdjouu mbtaarntein2s osemen?2 .,

3.5. 3. Lokali zace biosynt®zy

Vizkum zamRSenl na biosyman®zsu of |j &\ dnjdind Tc bs e
dr uhTodWyléta0. stolet? pops8&na pSamikmmeotms§d p @
frakc2zch. PostupnhD bylo vyvozeno, ¢ge biosynt
na cytosol oBRR, nredypefastrumddylvt ®t o0 or ganel e Lpot vr z¢
CHS a dal g®¥vhg8mnizyhil g2ho sledovg8§n2 byla po
enzymy zajigSuj?2c? tvorbu flavonoidTi pTsob
met abol ony. Tato uskupen? maj 2 pro buRku n
shroma@Nujeednom m2 dtid,potzalkde pjroomnmakazuj2c?2 r
| 8t ku, tak pro dalg? metabolity, kter® mohou
bTt sn8ze Siditelsnts aaRotvaakt® vlztyei® kparj T2bcl®g nnide toadb o |

Vr 8§mci flavonoidn2ho metabol onu ojl d in ®v § eadkh np
flavonoidytakk sof | avony. Nav2c prvn2 tSi enzymy (PA
pro fenylpropanoidovou dr §hu,%PAlese kyskgguje®e vy c h §
dvou form8ch PAL1 a PALZ2.,cytdsd ev ® saemi kgdsowmglu
PALL se nabbf§§zxsysgst ®neywthosoHAL2 G4 6H je pak sol
frakce. U transgenn?2 hoy gtgéebsS®kxysd 6uH kbtye r ®hooz odroo
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PAL?2 do mi kr os odma8l | gn22h o f rsal kecdeo.v § B 2 byl o odvo
ksoust SedNDn2 PAL a pravdhRpodobndas@g2k&nhemmylL
Dal g2 experimenty vyug2vajrgPke FokStefr{Jy gezi

enzymy mohou tv8Sit funkln2 celky

3.5.4. Flavonoidyi farmakokinetika

Absorpce

Flavonoidy mus?2 bitrpSetdiah®ompt?i ceomebhgnt
pTsoben2m mi krofl -ry. P89 jiem it awdchhorirmsd Tc & @ ly
vlastnosti (rozpustnost, pKa, hydrofilita, velikost moleRulyfr | avonoi dy s e n
viostlin8ch vRDtginou ve formhD glykosidT a d?2
vodn®m prostSed?2, oajlneosz§rvooMenR sde f e g2p Sms

rozpustnosti mTge hr8t roli tak® ten fakt, ¢
sv® vetikosti

Prvn2zm m2stem, khdyed rnoTl gl ez ed ogcl hy&zoesti dk ck ® vazby
jako zbyek gasto i nt e s ttirm&ltmuz h(oGI T) j e o0os2dl em@ mi kr c
gl ukosi dasy.kveNain4 Hlykbsido hebaganistein7-glukosiduse 4| a sit ni |

epitel %$tn2 sliznice.

Vgal udku, kde je d2zky kyddaloildrzep il rykzSesn il Tn 2n
NRDkol ik studi?2 na zv2Satech se zablTvalo mogn
podg&n2 genisteinu, daidzeinu a jkej ivesh Sglbykaes
agl yR'émpvnateln® z8vDry byly nalezeny i u kv
rutinu. Vzhl edempktabsvadh y afkloa wd nyckkiodsT dv[, absoc
nen2 dofiinantn2.

Na wuvol Rov&npeijfilmawogbykdsizdT se pod21l ej? st
produkty met abolvigsoijeviyfvplaaomiBi gifrgspeTl hodi ny
ukazuiem v st SdbHrkPme™S$UBe vz $anl ehamikrwk§zalyo,
se obsah jgdjyikomsigdtTolvici zvITigil ciB8ijeemyhyopro
ale i u zv2Sat bez tlust®ho st Seva.

JednémzymT, odpovDiDdgl gk gedakids fodzin bydrblasa (LPH).
LPHje -gtkosids a v8zan8 na membr8nhD bunbDk kart 8| o\
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zml®ka; tak® mTge QgtyDprna WwsSt2$ obhmnt@@ Ml nyjkgoosmBig |
membr §nov® LPH se u s@lvekKosiad®zwa, 2napy®osoll ok

Jedenzuv agovanilch zpTsdobplo mdlcglouNpaw ®a bkydt ransport
kterlT by pSenesl molekuly glukosidT kvercet.i
| i s kverbetinu3-glukosiduu | i dj enw@ak pk gemh Yedogl o.

NevsSeban® a nevstSebateln® flavonoidn?2 gl ykos
podl ®hat |innosti stSevn2ch bakteri2, kter®
samotn® agl ykotnlyusftl®nv osnto§ edV[ jVe nogk?e c ncdo ga brsoow
plat2 pro pS2jem ftloan on disttkuc Gl gl.ykosi dT v

Biodostupnost

Strukturaf | avoowe!l dTiRuj @) i ch bi odostupnost. Pl azm
dosahovaly n&8sobnlkrvaytgggrv¢ne h|sakseentmeBnn(Rvercete v
rutinosid), kterltl gt ®mabso SeoWVWEnpoadedeugr adac
znejw g g2 ch bi onthoigstoufpl naovsot Py , u kterTch byl roz
aglykony relativnhD stejnl. nDejsitooluphkbac emtnra:
naznal uje jejichobvisasSteib §tviSnt @tpeht s ha&je tva, § e
daidzer7-gl ukosi d nen2? substr8tem pro LPHt @t @odo!
podskupiny194

Metabolismus

Metabolismusf | avonoi dT, podobnh jakor Tjzindlchh ol §tS8ak
Org8ny odpoviRdn® za odstraniDn? odietaadnizfcihk al m:
enzymT.ns fBaromaae | SitNklofl pk@abhh8zahrnuj2c2ch hy
konjugacipol 8rn2 mol ekul ou (1I1. f8ze) a nakonec

prvn2 f8ze Jsou zapojeny e(QcYmy, zEtek®pBRY

oxidaci | 8tek. | pSes pS2tomnos thyhdyrdorxoyx yolvogvnl
enzymy zpodskupiny CYP1A, CYP1A2, CYP2C% CYP2E1.1041051% Ng hydo x y | o v ®
skupiny jsou v § mc i I fg§ze pSipojeny |1 8tky jako Kk

Tyto | 8tky se mohou tak® v§zat2natB8egnadml k?
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flavonoi difod@tcBh@aenid 2mkmd INe khweltyerwcykl i ck®ho Kkrt
reakc2 mohou blTt vstSeb8§ny nebo do urlit® m?2

Eliminace

Vst Seban® flavonoidy jsou akthwmBkn sttr&envsm?ord
nebo ¢glul2 zphRt do stSevn2ho | umen. Druhl
ledvinyyNa bunD| n® Yr ovni mo h ouu obvi§tn yf |tarvaonnsopiodryt na?l
NaCace2 buRkS&ch byl podskugiry BRP-2 pr@&limynAdBbintding zassette

(ABC) transport®r  T. Tento protein nal ®zaj2c?
kvercetind ®-glukosidzc yt osol u ven, a tak snig¥dval jeho

Toxicita

U nhRkterTch flops@&moi dff obxliadal n?2 pTsadlsen? | i
ngslednim pogKRBEka?mnodONA. jsou nicm®nN pov
sekund8rn? met amobgstyvav,zhkede®g atne s tha s tdaon eo t
Sohl edem na jejichpop$atvimBaht av n8poiRPch se |
ale dlouhodobT norm&8ln2 pS2jempNepdeach.,avige
pokusnim zv2SatTm pod8&v&no dl o uphootdoabvild vnyesbook
formhD injekcegda byh2 pokziovor8nzdrav2 jedincT.

3.55. Isoflavonyit er apeuti ck® %l i nky

| sofl avonoi dy se Vv naprpodt @Gdbatesy i In&Fdbaceas k yt uj
Mezilde y 1998 a 2011 bylo zaznamen8no v2ce | ak
i soflavonoidy se Sad? nejen isoflavony | akec
acylovan® formy glykosi dT, prenyl ovdapon® i sofl
i soflavanony, rotenoi dy, pterokarpany, kumes
z8kl adn2struktury.

| sofl avonoidy jsou tradilnhD Sazeny mezi fyt
maj2 na ¢givolignl egtgramgemu.s Dd ifpcedr&engk oz §j
dostaly v 40. letechmi nul ®h,0 ksdtyo lbeytl2 pozor oplS8md m&st[stu po
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kter® sps8ashhllaystjietz§p Sdvhe2z i A ufsyttroSelsiter.ogeny pat
srel at i vnn truktlraunako jsod kumestany nebo lignalyy st i |l beny a i

flavonoidy (apigenin, kepf er ol ) maj 2 etrogenn2 aktivitu.

Spol el nou vliastnost? tsBrahtroedeeptedkr |per os cehrmdpang
( 1-eédfradioli E2) . Z a ytcestrageny jako isoflavonoidy nebo lignany jsou produkty
kyseliny gikimov®, estrogeny a dal g2 steroid
| pSes zd&nlivn odlligytne@ nsoel enkouhl oyu ofbyotuo esskturpoi gn
receptory J ak estrogeny, t agka jmeajjizc hg ersa S tuknihrark& t & n &
mol ekul a obsahuje nRkojliivk | b yjdnRomk wImav seh nsik g
tk8&8nhD a org8ny, kter® obsahupfoekten@emdvB2r
stejnou afinitul’*Naopakk 8§t ky jako genistein nebo daidzei
snDkol i kr 8§t vDdgah@&fi sofoumMe@ge&ni stei n: 4
porovn§8Hh® T ag oE%)a.z bavpp e o a hegnndxolgsemnz? moflavbnga k a mi
dal g?2 fyt omlsmahaugdmow atse j ako agonzSv®sliosant
koncentracil'*%Est RU seendbm®etnjPuy ve stromatu vaje
avn8§dorovTich ;BtRRK §ves lmguparnsuu k & PR c\havjbrediRnp?! ki Tc,2 ¢ h
avdal g2ch vmedlBnelcat M glrostaty.

Podobnh joakoprecamt g2 seter &b t RE ynthwshd@law yPu RK y
navg§zg8§n2 |ligandu se cell komplex pSesouv§ do
aktivaci nebo inhibici transkripce pS@slugn
vi §mci minut ag bhokdtienr.T nDrnuohhi o w peTsstor 0,9 ejney ppSfesso
receptory pl azhkigdaojcke® kne mhmEBdtgPn %k a sske§ dnyT gae o d

dostavif i § za nnNkol ik sekund

Vz8vislosti p@solpPptaky rpgBnTud mE m8v gr nakml %l i nk-
zprost SedkovanTim Est RC r ec\espotuolrays nn@& bdoo bj 11 nel xm
k1 i nistkddeibep ea i ment, §lknt2ecrh® psrea c2 alivdmvi asjo?f | @S 20nmi
zG.maxna symptomy spaff%an®| scmenopanbaz | ons?tne oepf cerk-t:
aktiowsac2bl ast T u bawnN$ atl'edalH emepnnedm bol i s mu |

u postmenopd&uzg8lnzch ¢gen

Ui sofl avonT bjydj itcahr@nisidruddkoovwdmav i ¢4 ¢ siteik na ko
mTge genistein podporovat nebo tIl umit hor mo

vl astnosti se projevily i u bunbDk, kter® po
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pTsoben?2. U genisteimadrbygkonplopsBroepivdi wnh
enzymT (topoiSWethekbasna)l aBabsavenNchto enzym’
pSerugen? bunhD|l n®ho r Tstiust eTiarku® mThg e oma td aV In
bunnhk pSed Vmpodgkdz esnh mnuj feckanispno laenk u Ip&ron2i f er &
p T s o lpamistéin zasahoval dounN| n®ho cyklu a ovlivRoval

pSegit2/z8&ni k ibuaRikgyi.o gPeTnseozbii % b tu vpddrolkt i@koving tha s t § :
prsu MDAMB-231 byl testovs&n vlIiiv rTznTch.Naytoest
rozd?z]| od | i gimaimolp,0 dim® ;mfkI8axwwo ndyp k@ ziak §n2snid dor
bundkkencentrac?2 ch,gikted m® jpSoj sydggh Fooadukiat

Pokles hladinye st r og 8 m§i vmenokbwauzyl yed@&mu rizi ku ka
obt2g2. nD&§tevéRhvvysphRlITch kultur8ch s vygg?
viskyt probl ®mDhepojeddbuobtavou.

Lepg2 pomRDmanH®P§? LDodnoty LDL chovesheirooul byt
nalezenyu post menopa@zZzal edits kgempTshylbwgedistema ¢ ®v
pozorovsn vaso®iol gtedlonpoeafeamRterd vl pamg2n2p it Btpak/ L
vpSedl ouktrAu gjTak t ak i ug epr.e nbeanl ogp?a uszl §el dn@veahn T i s
tento % inek postr8dalz,zpdlsebiekeoi mold®bmdu mo

genistein1%®

Zr Tznlcha&®Pptdiynhul o, ge isoflavony by mohly 1
cukr T. Pot kan Tdmbetesi metisea Y ea herblyl st reptozoci ne
genistein a po 3 tidnech byla u pokusnTch
gl ukoki nzoy, dogdstaz2 ke n 2 -6-f plsud kad sass y . Tak® akti
anti oxi dal n?2 cuperogiddsmumaJakatalasdnebo glutathionperoxidasa byla

zvigena oproti koBmcol ppbmorv¥ySat Timyl Vt ak® p
kter@rwjseevi |y antidijabeti ck® W inky viraznh

KromhD vige puwakdkenincah r TznTch modelech prov
potenci%niSdikP cihsof | awerd iedduDd IGemk TBhy b mislr st T ¢
my g2 dperromaipot odWB\Semiz Bm, z8§roveR equol pTsobi
navozen® t 2%t oo fzIs§&Svwemrryn. mohoul m¢tnad akBktporz® t i
struktuyy,  n fEppdkampus®?®
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3.6. Transport selplreds me2mbh §met abol it ]

3.6.1 bHPvod

K transportu potSebnTch, odpadn?2ch i negs8dol
okolnzm prostSed2m sl oug? mnoho rTznlch kan
umogRuj2 pSenos | 8veknhNkdef@emhbpgsbupSeBopny

Sekud §r n2 metabolity jsou vbDtginou | 8tky s Vv
polaritou a nemohou proto volnhD difundovat
membr §nu. K jejich pSenosu buRka vyug2vsg Sa
transportn2 syst®m se tIT k8§ jak cel ® buRky, ta&
i pSes koncentraln?2 grAahdliament kt &/r § omatp$2a s e :
prozkouman® rostliny z hlediskmr getn®ddkoy § Wba
transport | 8t ek pSes me mbr 8§nu. Me mbr 8na t
mechani ckopur op SpekeSnjoksu o0 b svakioly. dTorvanmnistpS rat van I3 hr ¢
| §tek pSes membr&§ny pak vyg§gp8iuzAd Pemebgi ine plse
d2ky protono¥#¥®mu gradientu

3.6.2 ABC transport®ry

ATP-bi nding cassete (ABC) transport®ry se Sad?

se nach8zej2 jak u prokaryoticklchp&dahmikx i u
vrstvy membr 8novich IipidJ] a zprostSedkov§v:
kterT sloug? jako zdroj energie potSebnil opr

proteiny fungovat jako iontov® pkya nk8lnyg InTe.boU js
a mi kr oopalgbaynliys mTyt o p Se uapeviBengiTvtoadmuz ijverfj D cht |
vzni ku rezi sRreinm&r nnfa |1 2ZBCitrvTaznns@ otrytp®yr T r oz d NI
jakTm smRrem Bk ®tnkAyB Cp ri onspeour e l@p Gkt @®i ma i mport @
nactlk&j2m®na u prokarapwttiSekiugre orSgarci2smF ot ei n
substr 8§t na vnDjg? stranu transport®ru, odKk
ABC export®ry, ikeleam®yostei crkd chhg§ z*r gani smT. Ty
cytoplazmy nebo z fimi#%h2 vrstvy |ipidov®ho

Kvart®rn2? struktura ABC proteinT je obecnbD t
zprost Sedkov§8vaj?2 vazbunumleotidgtirodilTreg darkdieng)i
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transmembr 8novim2 dom®nami ( TMDs, transmembr

pro prTchod substr8&8tu. U prokaryotickTch in
oddhRDl enTmi samostatnimitebemBkecubebRoviadnbr
vzgjemni propoj ena®, transport ®r s e tedy S
Uprokaryoticklch export®r T jsou jig polypept
mo | e c ul eseitvorbokhbneodiBeu nebo heterodimem s p ovje2 f unk | n?2 ] ed]
Ueukaryoticklch organismJT jsou vgechny dom®

pol ypeptidovim SetRDzceml akdbm®nPomPhy§BehduA
propojenywr Tznlch kombinac2ch. Pokud jedna z dom®

homodi mer aurzkacsit 8kv udregen® | innosti syst ®mu

Rostlinn® ABC transport®ryombeouebl kosbzdBV &
D8l e se mohou idklelkivte ncclee dorm®ean tpaocsd up u jlPrauz ch d
TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 nebon a o p a k rever ZinNBD1{TMCA-NBRD2a r d )

TMD2. Jin® rozdRlen?2 je podypi cgk3Bstnemmbe &t i |
a/nebo Alinkerfi dom®ny a podle celkov® podo
mol ekul ou se Sad2? pSedevg2m MDRs (multidrug

resistanceassociated protein homologsy

Dom®ny vugleotidj 2 ¢ 2 n

NBDs jsou perifernhD napojeny na cytopl asmat
transport®r Tm jako pohonn® jedmogtkryulotdip®e Ndea
dal g?2 poddom®ny. Me z i hl avn? |-I8iskaed FTANBDS c @la
(groubovicovg poddom®na) . Na vazbhR a hydroll
jako i na nezbytnTch s tnyil ndl ocnih@npaimpi t kerdteiri.mme z i
Mezitytos e k v e n ¢ el opoaptdiketd) AP kt er T Tjzem znoadvp8mv8MEn nuk |
Dal ¢ 28mijt snd u GRIA SIGE ABC signature motife vkontaktusna§ zanl m ATP)
a AWaBlikerkSes8&§gl utam8tovl zbytek z plrooosptiiSesdek o
pod2l 2 na kontaktu me-lkoo phishnest NBIDS me mlarnt 8 ma\0|
dom®n ami gfao stfagt® vsl m-l otk sse®PhAAar omati ck®ho
Set Nz pret istaadve?ni nov ®my ez Aystwk u.c hPaowltéedm2 a j eho
SetNzec, kterl se pravdhDpPodobnnD % astn?2 kat a
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Transmembr 8nov® dom®ny

Funkc? transmembr8nov® dom®ny ( TMDs) je tvo
substr 8toumerbrp&r u TMDs je jejich prim8rn2 se
NBDs, jakgroubpboVet, 2 kmemi®r noch8Proteiny zan
skl 8daj?2 z 10 ag 20 groubovic, z@nédulrmviex,p ok
pSipadg§ gest groubl®kier®azpednoudomPouse ne
pSenosu, ale mohou hr §t mkanbg2§ nrmo lae. Fledhio uleatud

Mechanismus transportu

VI astn2 pSenos | 8tek pSes ABC proteiny zahrn

ATP na NBDs, dojde v tDchto dom®n8ch ke zml
ng8sl ednhD projev2 i v TMDs. Podstadom®&n Yl lotherr
se o0znaluj?z jako Atransmission interfacef.
pSedevg2m aminokysel i nloovog iSetTIMse soek o @t @ el
groubovi cemi a mohou bDbTt o0z nal enelices). aykoo s p O |
groubovice jsou pak ve styku se gl 8bkem na

(groubovi cloiviwe)a. Recpol ohy groubovic se pak
expor’®rT.

Jakmile se ATP nav8§ge na NBDs mem®ngpojdoy
groubovi cemi o 10 ag 15 ve srovnrZg&geénzs do
vzd8l enosti mezi tNDmito groubovi cemi pak m§
ze stavu Ainward facingfi (ko#fiatbngmAcéobeeB8&nE
Pro ABC transport®ry ze skupiny import®rT 1
nav8zan® z pS2slugnich vazebnlTch proteinT (c
vypougtnNt nav§zan® | §tkyydeeokaknhbhorpcdstbe
po odloul en2 ADP a fosf 8t u; i mport®ry pak uv

jsou pSipraveny na navg8§zg&n®¥ novich | 8§tek na
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Skupina MDR

Tato skupina, do kt ePrg® y k a g ®o tpeSizrs,l ugat $H2u mba
podskupi nu ABCA. thaliama)j £p rath®rmTu.t oV 22 z8stupcT t«
AtPGP1 (homolog | ykopr ot ei nu) se stal prvn2m rost|l
nakl onov8n. Tentouklpodobykbazowdalavbyl| istv ®ho i |
MDR genT. Tyto geny jsou zodpovDdn® za tvor
struktur8&8ln2ch dom®n, z }lgphodz nse& |l hs jregu Mo wpast
bunNk na rogn®MDR® adylhpopbBnyi® ol i gnltchr & uRK
vykazoval reziseencikg®@ kB,

Skupina MRP

MRPs pSedstavuj? druhou nejvRtg?2 podskupinu
jako MDRs skupina nhaijg?? osrei eorvtgaeoni VA frmrovgasrt dvit. a
1500) a tedy svou velikost?2. TfetDhDzec navz2c Vv
pro tyto'®¥pPsenagealye MRPs byl y souvistostitpl Senn opsrevm N
| 8§t ek v §gliathiorc(®SHma j ejich transport byl zZ8vVi

protonov®m gradientu. Tvorba vazby s GSH je
konjugaci a eliminach e § 8 d csu co2ud he ni n . Pr vn2i ndvdb bfS&z ep ojpssc
C2l emikaeteo xj e vyt voSit hydrofil n?2 konj ugsgt
sendogenn? mi , pol 8rnNj g2 mi sl oul eni nami j ako
glutathionSt r ansf er asy, enzymu ktemlavyub&Se §tvam,b
nejenvocr anN pSed jeho oxidac?, ale d2ky nDmu |

proteinyproGSX (kde X pSedstavVvojg&unpav§a@®d” jsou pr §

VI zkum, kterT procedll9®8&8r tnianon@pow ugenich v
mezofylu Hordeumvulgareu k 8 z a | ge hromadhDn2 glutathionc
MgATP. PSi pougdgit?2 ko njgutBidngm aNethylimalemimdlam met o |
GS byl o zjigthDno, ge vychyt 8vgn?2 xenobi ot
Nehydrolyzovateln8 ATP analoga | i pyrofosf 8§t
konj ug8t T b yitthossaincaed &ti,t lailvel znTast al nedvili vmdat
vakuol'BATRadsyl nebo naruguj? protonovl gradi e
naznalilo, ¢ge pSenos konjug8§8tT dovnitS je zp
pouk&8zal na funkci oxi dovan®hengbet at aiad A mc |
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redukovan8 forma tuto vlIiastnost postr8dal a.
ATPas pS2kaomliickhulvErn2 membr §nhD jater, kter®
oxidovanl glutathoopr desoomizmdbyhBIMMB prv® pot
pS2toannomist Nn2 k&ee2 uf §pnet HcarmixdN§jse¢ wXl aNDYbyl
sl edpognugpsnplNceshem i jinTmi ¥ kumnTmi skupine

3.6.3 MATE transport®ry

Skupina MATE (multidrug and toxin extrusion
or gani s mTVibriomparahdémalyticus , ni cm®&nN pozdNj i byl y n
(napSE1 MATMATE2 v | i dsk ®mA.dghalia@mu , B 25 8k oovri thhao | M
tansport®r T se skl 8d8 ze 400 ag 700 aminokys:
Ugroubovic prostupuj2c2ch membr&nou, kde vy
nor M) . Ve strukt usSevyskytaddEk otl roa ns@ o %t ®@ P daa Bc h
zhl edi ska fylogeneze ¥e dnDI2 na tSi vel k® sk

ViznamnlT rozd2l oprotobdABEn@PmorpTadmuspSbenu:
POMOAABC je pS2mo z§vislT na ATP, zat2zmco tr e
el ektrochemiR«sdnigrmeldeati.snlus tohoto dRje nce

popss8n, ni cm®&nN byl a pr ovkRybecocas fusidsuskroteen u P f
snavg§zanim substr&8tem je protonov§gn, | 2 mg se
uvolnit. B2J rkaoovd ncho spTwwd® ho stavu a ,cell ¢

jakTm je pak substrt®t map@ziSni navgFlansebylt ®f

Jednpmvira2ch obJTEveéenhaobp At @LFH (akerrantdagetallroon by |

formation)zA. thaliang j eho§g def ekt zastavoval r Tst k o
A.thalianaAt DT X 1, kt erpl ®2mataicchkE& 2 meviEscheschiddcoli d o b u
vedlaknavozen?2 rezistence VTl berberinu a kad
oznalen jdadkkbaho3hoe¥l i nku. KromBD transportu

i dal g2 sekund8&8rn2 metabolity a ¥ %tky pSens§yg

364 Protonov® pumpy

fada mechani s mTbuRrovabethraljoRucf @ hs®vi sl § na pr

gradient u, kterT je udrgovs8§n jak na plazmat
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organel . Na zachov8n2 tohoto gradientu se pc
pSes membr §ny a pATPSE | memiat h Bk ®a pifeAfRagdg ny (P
vakuol-ATPasa (VAT Pasa) nebd-PRasakvBRasag*t n2 H

PM HATPasa hraje dTlegitou roli, jelikog kol
transport Sady | 8§t ek rréamh yrtpreltdchh® npa @slos}i majt 2u j VT §
t k§nlizn® isoformy tRchto pump a jejich pS2to
KromhD transportu se tyto pum@Byncpacd2Tlgdnjize siovh a
podm2melko otev2r 8422 PMrHTATR&Ta je tvoSena z
aminokyselinami, kter® vytvgSej? 10 groubov
cytoplazmati ckou daodn®m®n.a Gyt odpa kagzendaht § L2 o m®
kterTch prob2hapgdl affeesy®pakti valnz2 a re

V- ATPasa pat S2 do rodiny b2l kovin, kter® se
eukaryoticklch or#BPasas mkiTt.er St esjen V.| jpask oh ¥Fo Sg n &
dviDm@8stmi ,kk§adaj2 sz da l*yP2rcvhn 2p o d§jsd)d nsokt detskelian @ c @
Zo s mi podjednotek je um2sthDna perifoprmB & poc
podigh ot ek ukot e Bihnddh ap Sehwmsy? “pryadtroond fl.za ATP doc
energikv yt voSen2 pr dua ntp28idskp X g § @akiok.A

HPPasa je tvoSena jedinim trasmsskemddEnopvirm
groubyalko zdroj energie pro udrgen2 protono
j e j ed/re2drh e jzg 2 ch produkt T r TznT ch met abol i
fosfoanhydrovou vazbu sy s o0 k o u ener gi 2, j ej 2 rozgtBhDpen:
ktransportup r otao mTky s el effKr o mR u b bsyeo prhTagset unach§zet i
me mbr 8n8ch, vi ertwmBt pl a8 mht isek ®PPasY podlaujgjieh d v a

vztahukdr asel nTm a v&penatlIm iont Tnmivcytdsplpadd , kt e
urlit®?@m2typi |Ca*nkez&wi sjld , nAa¥¥ vygaduje Ca

36.5Vezikul 8rn2 transport

Jedn2m ze zpTsobT, kterTm mohou ,Qeltranspsre k und §
pomwezikul (mRchT Szl . PomBemEmeENy rTzn® b2l ko
zendoplazmati ck®ho rethkubpatgBhonspodkwd@Egynmgh d
do dal g2 ch'*Vegilmly? a bh@Rky . put ovat do vakuoly ne
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apar 8§t a p3SakaoseghbireSanm?p rseeldusl §rn2m kompar
S2zen2? tohoto transportu se pod2l| ej %ezitulzv. SN
(v-SNARE) neboc 2 | ov ® o3SNARE). &9 Bomod¢i mikroskopuby | 'y u n Dkt er
sledovanTch ro®t mDobbSkgemnyekmand8§rn2ch met a
i pSes nejasnl pTvod pSedpo¥®1 8§dal pod2l na t

U bunD| pPapakeudormniferume byl a zji gt Dna pS2tomnost a
po aplikaci zélgiecni2t oprruo dduokigcleo bkenzoi sochinol i nc«
St2m byla spojens§g i Vygag? exprese pdntosl ugnl
pS2padhN nal ®zaly na endoplazmatick®m retiku
amno gst v 2veziknad |,T ckht er ® se po z § sratkula, seploisd iutpariu
sluloval o a ns$soeamiNass eim.vaZ®vidr naznal il

vakuol 8rn2ho ttansportu alkaloidT.

V. Ahmoot A kQphiarhizi @umieby |l y provedeny transpor:t
al kal oi du camptotheci mew.akTDantedathaad & eplosidru@ r 5% mn
Aplikace rTznTch | 8t ek, ktoneplagiuncevnriililvaR wjlz2i vt rnaan
tohoto alkaloidu verakuole. Napro i tomu pSi ddodoghd bBeefsamlR dgiemd
tohoto alkaloiduv e vakuol e a k zcwltgoepn @& spn$)? tav arkSssit e d nut
bunhDKk. Campt ot hermdmplj 2z matki pla®hr o Nr ¢t i kul a p$S
veziku | kter® obch8zej?2 Gol gi ho apar 8t . Pou
lokalizovanoust ®t o0 or ggamdll ® na j¥ho transport viiv.

Transport flavonoidn2ch | 8§tvezikuls,e jtaakk ® ymTog ep rc
pSi mikroskhopvék®m“upewar T pS2tomnridtovhary obs @l

membr 8beachzwji2genT obsdh aspbbotyani malt@®oajy2ano
n a p 9..viniferaneboRaphanus sativus Opr ot i tomu anthocyaninov
vyskywuge dk@EmFcoh ¢ght pdokmegtabol ity a pevng m
membr §novimi |lipkldyzea pvmitt $snpyradgkeu ojl aftrmaazk§ ssd o
kter8oyri3enesena ag ppevakployrfutn2Z ms kompl ex e
sant hocyaniny mohou tak® ®utovat i pSes Gol gi
Vezikul 8r n2 transport Il i pof i | n?2 clherytheothiazobhyll i t T n

pops8&n mognl zpTsob tr anstpoouttou |sshtikkooun i pnuut,o vkad
endopl azmati bk®MWd n®emieknblr 8nkD. PodobniD by se
li pofitPhz | 8tky.
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366 Transport vybranlich®™sekund&8rn2ch metabol

Alkaloidy

Mnoh® al kaloidy jsou zn8m® pro svoji schop
replikace a transkripce DNAJ DIl e n 2 bunhNk aTohdsé gd¥ghapydcesT
onkologii, kden D k 1 @ik (Bocetaxal a paklitaxel roduTaxus vinkristin a vinblastin z rodu

Vincl vychg8z2 ze $truktury alkaloidT.

Viraznl cytotoxickl % inewm8nanak®sisooalinakin

berberin. Naopak rostliny jakithalictrum minusieboCoptis japonicak t er ® ber ber i n ¢

j sou VvTIli nNDmu odol n®. Pokud Kydponibaedrolgd roi nk p
jeho transportu i pSes konc-®0R(evar$erranscaptioad i e n't
polymerase chain reactiphyl nalezen anaklanv 8§ n pr avdRpodobnT transfy

kterlT spadal douskaoa@imyl MDRv{Senvpus ikdeocly b §el
Cj MDR1 dok&§gzal rozpozn8vat berberin a akti.yv
zprost Sedkovatnd a poopose® AB&Ehr §v al na pl azmat.

na vakuol 8rn2 membr8nhD se uskK¥d¥elnil pomoc?

PSenos berber i nuC.rosgusTatoaoktli®aobdaedev 8hkal oi dy i r
typu aberberinz de hr 81 rol U xenCogskusitdildya akti v8tory a
ABC transport®r T vlIiiv na obsah nativn2ch all
nezmRDnil . UC.toseassi syleo@gmé mlom C¢zMDIRJle nd®ngul ot rkan s p
vakuolyudvou nati vn?2ch i amdaicinoastétranydroaldtokiaul abeiobisgh

berberinu se i pSes pS2tomnost tohoto transp
kter® se mohou uplat Rovat PSi pSenosu sekund

Dal g2 zpTsob transpor t uNicatiardatabaoumd T kpt Seerd s t ppavtus
podskupiny pyridinu. Biosynt®zakoSdwmeéeohsekdk
je pot® dSevn?2 | &§st2 vothuRkebk hpekuywikoinu@mMeh § ge
musej?2 pSekonat nRkolik bari ®uRkBel 6t2abdlst
(Bright Yellow-2 ) byl i dent i f-JARlo (X.S§tabacymasmoragirelicibleN t

al kal oid transpor tJeArT 11 )p.a tBSyg! dlAZTjEikgutp@Ames p o ¢ ®N
jako AtDTX1aTT12 lA.thalianaa j eho akti vita je tak z8visl 8§
vakuoly (H-ant i porter) . Tento pSenagel nemnl subst
pSenosu dal g2ho tab8kov®ho alkaloidu anabasi
berberin). KromhD tondpTaspdTsbbnhNkpByils ptbk @d «

38



nal ezen v plazmatick® sthRnhN koSenovich bunnhk
bunhDk ven do apoplastick®ho prost otansporttent o
nikotinuvr §mci ceP® rostliny.

Na plazmati ck® omemBg 8nddebtyi fi kov8&n dal g2 typ
pat S2 do skupiny purinovich per meas, kter®
| 8t ky. T a N.aabadumhiddtih luptake permeage s e %] ast n? na i mp
zapoplast c k ®@hoos tppr u a t a k @atabiad ngbo titamina B&R al oi du

Terpenoidy

Skupina terpeni@ieds 0z0abh rindug ret iaf a sbtakmeziskupihu | §t e k
sekund8rn2chemeiabot8sffupci . JejsipohdwmEGosynt €
jednoteki i s o p e nt e naydinkthylakyts if 8¢ s1¥ E ¢ mlsada®olu, diterpenu s
antifung8l namhd@at egnék evm r os NicotiamBE c med? uleyp Tsob
pSenosu pSes membr &y pS21ig prozkoumanT.

Jakot ransport®r zodpovRdnl za pSenos na povrct
pS2slug?2 do rodiny ABC transport®r P.mnBspresc
sclareolu a jeho analoguNicotiana plumbaginifoliaOrthologaohoto proteinu,mah 8 z ej 2 ¢ 2 m
sevpl azmati ck® membr 8§8n A thhlignaaSpimdela polyrrhizd e &wn2ac i
transport®ry pro sclareol t Dchto rosdaddgn by

potvrzuje zapoj em2® trreaarkscii®o rrto®rtd ipnSi. obr a

U Calendula officinalisb y | sledov8n zpTsob transportu ¢tr
ol eanxlSovywv& lwsti na r T zmo@oglukesp-moglbgkokudaaoed
kyseliny mhRDly rozd2lnou citlivosanhspart &t kRpsS
gl ukosi dup $%t eamdgstli VATP a pyrofosf§tu, zat?
oV | iawoulenproteiimo di f i Kuj 2 ¢ 2 mi faktory. Visledky
glukosidy oleanolov® kyselinrzugtiencogwi gl Tukma v
kangl, kterl zprostSedkovg8vg febanlutbivanpbed
trans[pgd¥t ®r
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Fenol ov® ,faloooidy eni ny

Do skupiny fenodwmad&hSasdaoul ghiekk jako jedn:
fenyl propanT, KumarinT, l'ignanT a flavonoi dT
viostlin8ch nachg8zej?2 | asto jako glykosi dy.

hromad2 pomocl2T AzBCp opdSseknuapjieny MRP, kg§ekp poc
nav§gzgn? gl ugbalkor uknyisdeo vi@ y A*@ Bloh ogul ub Bt hiad reu
pSemimySowo8moc2 dal g2ch transport®rT.

Transport skopoletin(6-methoxy7-hydroxykumarinp y | p oz o r onefl.nabacunj ed n ®
kter8&8 ho produkuje ve vDtg2Zm mnogstv?2, | mpo
pS2tomnost?2 r TDtVoywthms oflauk t oy lu mR§ #A0-glukesil  p Se m
skopolin a tento metabol it blyrh tprSemsmsermt &roe m
typ nebyl zat2m pSesnN urlen. PodobnTm zpT
(umbelliferon, eskuletin), u dJhydoxy gkupmyhaa o p D

benzend®%®m j §

Flavonoidymohou blt t veaasplrrThzénellBm yz p/Zeaanays byl
identifikovg&n ZmMRP3, kterl se ¥l asp®énosaups$
t Dchto sekund8rn2ch met-&SthaodferasaT(B2s)e, pkotvearg8u j @h
vmut ant u kukuSijakobronze2.n al otviZmmi®tma nt T nreadvwo& zh&nz22
GSH a je tak narugen tr d¥%¥podobafNtbgtyamirng e
t Dcht o mdahfdmi mTitAr9u PatunidGgbFidalss

Transport sekuneg8onh®g me&wvaboflitnTa rostlinh,
Saponarin je fl| aMougarée dJebhohfSepds2pseb?hs§ p$S
a ten mTge bTt i nhi bovg8§n dal g2m fl avonoi de.]
substr &t em |pSyenna gterl aen. s p@d t prob2h8 ale u vak
saponarin neprodukuje, jakodethaliana Zde dogl o k transportu po
tedy mogn®, ¢ge rostlinng8 buRka tyto ciz? | §t
podomD jako se zbavuj% nhRDkterTch herbicidT.

Vakuol 8rnz2 MATE transport®ry tak®Ahhalanaz dTI e
byl pops8&n pSenage.l At TT12 (transparent tes
protony na tomepPaskteb®nPkods&wul] $| @edlohnd &log
pokusT vyplTvsg, ge tento protein se -pWBdAd21 2 n

40



glukosid, Il) a flavar3-o | T . Jejich aglgalbnya dil nw&owgi dy a\
(kvercetin3-O-thamnosi d) pak t2mto tr%nsport®rem pSe]

U pSenagel T AM1 a VAWBerapghtyhda MATEpPoztovEny t
kter ® byl Malvaio3Q-glukoSichayicyanidin®-gl ukosi d transporto
KromhD ant hoahlywn¥. vipilered layonoly aflavar3-ol vy, al e ty | sou
od ant hocyani ndJo bddr, o dkudkyo ergepdyoecshi § z&ntkh o MATE tr
zpTsob jejich transportu ebyl u t®to rostl.i

Ort hol oga p T protano ZAhtbaliaMeA VEY poz dDj i nal ezeny i
n a pMalus x domesticneboS. lycopersicum St ej nhD jako u kukuSice

mutantT tRchto druhT*®®dogl o ke zmRnN zabarven

3.6. 7. L &t kigentifikaci gechadsm@ransportu.

L8t &lyo ukp2Sce2s n Nj g2 medchheismu tréndpsrta s bu r Tzn® organi
anorgani ck® molekuly, kter® se v§8§g2 jeitlm memb
okoHAr2o. transportn2?2 experimentjy trya nt8snR|dnulj @t 2s

maj 2c?2 vliv na transport sekund8rn2ch metabo

Ort hovamahitt!l umi vl YATRakuna REhB umBDil d®n % ul
Eschscholtzia californicaedlo kp o st upn®o&abkakihmaami& r omN t oho
snz2gen®mu vyl ul ovgn?2 ben'®b Samoeehattyphimuduibylov T ¢ h
orthovanad8t tak® schopnl ifaipowviazv @BLe tir amt
t N cATPas u rostlinl®®

Verapamil je zf ar makol ogi ck®ho hlediska Sazen mezi
inhibuj2 jeho vstup do buRKkyu,v akztbeoru® njas okua nagk
zmDnmembr 8nov®ho potenci S8khwartédmgplmi Iv8§§e

podjednotkutrampor t n2 ho proteinu, kde bl okuje funkc
tlum2 depol ar ivardeicap TS8 b2 ct ak i a k% r amthijet royjhtomi |
ver apamil emeAkBRC ipnrhoitbeiitnor ze skupiny MDR1. T
zej mprBe klong&n2 tol er ance -giykoprotane'®®Ie®bi ¥4l z pE &
byl pozorovsgn i u r o s tThalictrym nkindideh rpaomag cehro?2 alpd ri ke
uvniRKKY*“bu

41



Probenecidj e | ®| i vo, kter® patS2 do sxkwhpikagn&lrT kg
kyselinuzmgupeoijejPedyil'mBamdas8bneD vi ako verapam
ovliivnit vylulovg§n2 | ®| itv2rmbZidy |iemhi iecipr ABE@ n
naproteiny ze skupinmMRP1aMRP2?a obecnhD pak tlum2 ttfanspor
VnNkterTch studi?2ch patkulggal'beneci d naopak MR

Glibenklamidpat S2 mezi deri v8uyg2s6hfpakbmM@hBivdnaba
buRkdginivkyp Tsob2 na receptory sulfonyl moloviny
proteiny. To iwnwdeddi nEsldecdms@®l kT ch kan§l T z§8vi
intracel ul 8rn? k o n cne8nstl readcneN| elpepdseh? k w,l d &jtier §
Glibenklamid tak® pRk®dbh | p Mit'an mhvhRPBavva lu | i
AtMRP5 VA. thaliana 18°

Gramicidin pat S2 do slkthpiprey td ylolvilackl ant itbd kottd rki, 2 k
Bacillusbbevis Tot o anti bi oti kum pTsob2 jako sel ekt
transmembr8novli pohyb. PTsoben2zm na tizamtoy dr
iontem.*8* U Saccharomyces cerevisimv | o geni m tr ansporpto@roagm vginMA
po jeho apli kaci .¥6ranjcdmDpalnSzrjuegnu j rei Kiatwojlarbuwu AT |
u nNj poms Hrnd niz -gkATPaset®® a proti P

NH4Cln ar umpem?t onov®ho gradientu mTge taki® pTsol
p a mé&erprotonofory'® Tyt o | §tky jsou schopn® pSechgzet
druh® stranhD a pSen§get je zpht, | 2mg narug
StejnhN jako gramicidin D pakNMAVHLIS ni | pS2jenm

Brefeldn Aj e makr ol i &upenicilliumaidefeldianunaz j i nT ch askomyc:
pat $2 HBeoicilluno d UP Tv o d nmMD\Sykamiltta2vi r ot i ckTm a ant
Y%l inkTm, ale n8slednhD byl pops 8mvrjSetitwRK y.hi bi
185, 18 Brefeldin A s v 1 m %l i n kvezihu | z8arsnt2a viuSjéesmis iploir ¢ i Agua
nukl eoti de exchangepfacesuinzalenujh?@ajm zmobn
ngsledn® aktivaci ARF GTPHKpgmB2duddobdAmMDeh®BHKD
rozpougt?2 Golgiho aparsg8t, | 2mg®mTge d&§l e ovl

Adenosinglrodgpsfigako hlavn2 zdr o] energie prc
vorgani smu. Jehoamelhé huwl anse ks lkelrefsd feazopvd prdjza
kyselinou fosforelnou. Na tuto kyselgm&vlI) sou
jej2m gtNDpavdomndmnéh o2 Sebn® energie. D2ky fo
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ng§bojbudRce | e korBpletuosma$elvnat T'FHiMgATPosng ypou g2 v §
viransportnowumSenhtudi @t ki se kolnictemtzak@? s
aplikaci t®to | 8tky, a jestli doglo k zapoje

BafilomycinAlj e makr ol i dov® ant i biSiréeptokyeangriseugsppr ® | e
SulphurusJ eho testovg&§n2m na ATPasachler Teadihn&h ome i
inhibitor V-ATPasy.®®Vpr §ci shrnuj2c2 pozmdt kbyyl o paktsi§wi
Y%l i nevazbpragpodj ednot k d¥vu®tlo tplucnip yk.oncentr ac?2,
Vvygg2, mTg eATpPaBsnedaNBCE transpo®a P

N, Migyklohexylkarbodiimid (DCCD,DCCD) s e poug{? vof gm$1d ce&kw®y 2sny nv
kpS2pravh peptidT. Jeho schopnost v8zat am
inhibiln2m %% inkem na nhDkter® transpPpCECbtn? pr
zastavuj e | -ATPasy, slkd j @AdWPaaks yF Acerggebdoplatanus® U

bakt eroViAMPas¥ pak byl pozorovsgn YOCCmH rotac
Kr omnD AIMREXCDinhibovatiV\PPasy, kdy se v8§ge na tyto
tak hydrolTze mpyrposfQbusmfsdiaia'®™ j ak byl o
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4. EXPERI MENTCLNE LCST

4., 1. Mat eri 8l a metody
4.1.1. Pougit® chemi k8l ie

24di fenoxyoct 0o-D). akSERV] Ndrmae ¢ Rg ¥
6-benzylaminopurin(BAPp . a. ; SERVA ( NDmecko)

Acetoni tril Li Chr pw8lPLC; Merck (NDmecko)

Bafilomycin Al zeStreptomycegriseusO 90 %; -ABdgmah ( NDmecko)

Biochanin Ap. a.;SigmaAl dr i ch ( NDmecko)

Brefeldin A,SigmaAl dr i ch ( NDmecko)

Cellulasa Onozuka#01 U/ mg; SERVA ( NDmecko)
Daidzeinp. a.; Flukad NN me c k o)

DCCD puriss.,099.0%; SigmaA |l dr i ch ( NDmeck o)

Destil ovang8 ;a FRdrtmaad e udiK,8c foaliha K LIKis&IBov @&publ i

Di hydrogenfosfparRENMahesakk®nnépubl i ka)

Di hydrogenfosforetnpn aodnPENOTAOhds B S
DMS098,6%;SigmaAl dr i ch ( NDmecko)

Dusi|lnah praaej nPENTA (Lesk§&8 republika)
Ethanol96% PENTA (Lesk8 republ i ka)
FeNaEDTAp. a; SigmaAl dri ch ( NDmecko)

Ficoll 400;Fluka, SigmaAl dr i ch ( NDmecko)
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Formononetip. a. ; Roth (NDmecko)

Genisteinp. a.;SigmecAl dr i ch ( NDmecko)

Genistinp.a.;Fl uka ( NDmecko)

Glibenklamidd0 9 9 %; -ABdgmah ( NDmecko)

Gramicidinz BacillusaneurinolyticugB. brevig; SigmaAl dr i ch ( NDmec k o)
HEPESO 9 9Sign®Al dri ch ( NDmecko)

ChloridpamMENAA (Lesk8& republika)

Chlorid kobattpata. heRENYVAr€Lesk88 republ i ka)
Chlorid w&8peanat PENTA (Lesk8&8 republika)
Chlorid v&8pdnagt. T ahex ®PEWIIAS (Lesk§ republi ka)
Jodiddraselh p. a.; PENTA (Lesk§& republika)

Kinetin p. a.; SERVA (Nemecko)

Kyselinab orp.a;BRENTA (Lesk8 republi ka)

Kyselina pfagPsENoTrAe [(nL8e s k&8 republ i ka)
Kyselina;BhDHK o(tMenlokv8 Br it 8ni e)

MacerozymR1I0 ; SERVA ( NDmecko)

D-MannitolO 9 SiggmaAl dri ch ( NDmecko)

Metavanadi nan amonnl | i €t le;scpublka) hema Brno
Methanoll i st T; PENTA (Lesk§ republi ka)

Methanol pro HPLC; Avantor (USA)
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MgATP; SigmaAl dr i ch ( NDmecko)

Mol ybdenpaPENTAQhEskE8 republi ka)

myaInositol for plant cell cultureSigmaAl dr i ch ( NDmecko)

NaEDTA 99%;SigmaA |l dr i cho)( NDmeck

Neutr 8l p2 herve®chema (Lesk§ republika)

Or t h o vsam 9Bt Santa CruBiotechnology NN me c k 0 )

Polyethylenglykol 4000SigmaA |l dr i ch ( NDmecko)

Probenecidd 9 SiggmaAl dri ch ( NPDmecko)

Pyridoxin hydrochloridSigmaAl dr i ch ( NDmeck o)

Sacharos p. a.; PENTA (Lesk8 republika)

S2ran mp@monMENTA (Lesk§ republika)

S2ran Thogelmat PENTA (Lesk§ republika)
S2ran rtampgamat PENTA (Lesk§ republika)
S2ran mNDNnatt Tp.pean.t;ahBEINTBA (Lesk§& republi ka)
S2r an vyRineaddeyll ude Haxn ( NDmecko)

S2ran zinelnapl] heptBENTAS(Lesk8& republika)
S2ran Tged.ezan.at PENTA (Lesk§& republi ka)

Thiamin hydrochloricp. a; SigmaAl dr i ch ( NDmeck o)

Verapamil98%;SigmaAl dr i ch ( NDmecko)
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4. 1. 2. PS2stroyba®ena2!| aboratorn2 v

Anal yti 8&® o8ihys CPA225D; Sartalex (Lesk8 re
Aut omatpied y® Agiur a; Socorex (Gvicarsko)

Cetri fuga Z326K; Hermle (NDmecko)

Heidolph rotary evaporator Laborota 408)gmaA |l dr i ch ( NDmec ko)

HPLC soustava Jasco; (Japonsko)

Chla@m2d2s k S22R WS 6F0r0i.gera (Lesk§& republika)

|l njekln2 stS2kal ka

Lab dancer; | KA~ ( NDmecko)

Laboratorn2 sklo a porcel 8n Sial, Si max; Kav
Mikrofiltr 0,2 a 0,45 um; VWR international (USA)

Mikroskop CLYMPUS CH20; MicraOptics (USA)

Miracloth EMD Millipore; VWR (USA)

Multi-flask Shaker VKS 75, BEdu n d eB Eidelr Scientific (USA)

Okul 8rovsg USB k armier(TmiwaaM4 0 2 3 ; Di no

Orbit a | Shaker 3015; GFL (NPDmecko)

Parafilm M; Bemis (USA)

Par er2i lei PSEA Chirana; LABAMS ( L R)

PSedv EGN4oss  N; KERN ( NDmecko)

Souprava na ho DBIESBigmaAlcdr it KB n@ NITme c k o)
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Boxsl ami n8rn2m pr ouddhn?rm nfRa tBrranno LA R)

UV CleanerRecrculator UVRMi; Biosan (Litva)

Vakuovg vivhRDva MZ 2C: Vacuubrand (NRmecko)
Vialky g r o u b o v a dhér Sdiebtific;(USR)i s

Vodn2 | 8zeR 1042; GFL (NRDmecko)

Zkumavky Falcon 50 mIFisher Scientific (USA)

4.2. RostlinnlT materi §I

Trifolium pratensd._.

Kal us ov §. platerlsd®8 (B S 2 I5.psh3abyla odvozenac 2 | enD poranhnT c
madlch $@ememanpougitlicheGieshtihepsk®SEasehaic:
byla kultivov§Ra®mamadiaune@®ampesd ZBlsubyrS2 1 oh e
ngslednhN pSpenavEMSRdapthudy. Kultuy by |l y p v250mlv § ny
Erl enmeyer owh médiu BamRdegg RSbbsahem 24D (9,0121 V) a BAP
(8,8432nM)napev n®m| 8e s el nN pnediueSSe2npRard Rebdjakdv wd n N

di spersyspenzan® t Sepal ce. FBrnddwnz d usgendld nmie na az &b ru
zaji gthNDno um2stNn2m banhRk na tSepal ku o 115
a 16hodinov®m svDteln®m rkKglimsy zByli gSpuasB@n
4t Tdnveechsteriln2m bpxwgi tktrervy dedi npfSiekdov §n a
z§8§Sen2m. Nov§ pas§8§g byla pSipravena pSenesen
baRka se opNhRt uzaSuSelemzkl ibryd ko voSu pfralvieny r «
hmoty kal usu doi Inme2di mi rmpzoertoyc 2a srildkwy p k@tnBrs2omm r
bunhRlnlch shl ukT aauntSosphacsdéng/B v & m wdpeecthou Prvn2 ¢
suspenzedlya odvozena z 59. pas8§gemekbhbusemTPt oant
byl a vygpé@ikzua 2tsuur a pas 8gei 134 aogd vA607 ean Ppaass§8ide 4K a
T. pratense
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Genista tinctorial.

Kal us ov 8. tinatohia(R1$ 2al psh B byldodvozenazr ost |l in vyrostl Tc
poch8zeje?2 cRecrhfDd NIl sk® fakultyBr MBonspénonziy2 ukulv
(PS2 IBshdbylazp Tvodn?2 kalzesskvE® ak wslttey rnyl Topraemsd s o b e m
Kal usov® i suspenzn 2chénkdHidebrandt mgdilPyS 2pl Mshitzo visOn. y
sobsahem r TstovlIRR2621ebuad Bretow (7,4645 M) v 250l

Erl enmeyerovich bpBkpaHhNokabhhesp2paphroev® mTs
podm2nky byl yT.pratense g K®| pyakobwuly pas8§govs8§ny ka
boxu,sispenze byl yl tprale&atoiv 8chrnye plo. R odvorehazp40s 8§ g S |

pas§8§ge kalusu a pro vizkum elicitace a inhib
4. 3. OvlriawspPo¥y tu u bunhDl n® suspenze
4.3.1. Elicitace

Metoda elicitacel §gha poEhy arsegkadorod §rid[] a | e
uvol Rovg&n2 do T praten®hy! meylzakouglen jako chemioc
VOSQ: v koncentraci L a 1M po d | e [9%as t 1k ® s/ I®&VOnviBondémiraci 1 a

10 mM. Pro elicitacibylyb un Dl n® kul tury pSipraveny pSem?s
zpSedchge?2pppet owvdido2dd anlt Si dny kul ACvov §ny
Ng§sl ednhD byell ipcSitdo&§ru 1o mlogadovan®skbnetbotracei
el i cdososffenzn?PSeuloshBar ySholeélimDt svanl mi suspe
pSipraveny kontroln2 wvzorky, kde byl m2sto
Kontmolehd citor ems wger Srezhgiip okswluthwmrd) ©2d a482 r §ny
hodiz§dchtrovs8&ny za norm8|l pphoromgke p8sessi shbh

vysugeny pSi |l aboratorn2 teploth nakagdidyl tr al n
4.3.3. nebo v plastovich zkumavk8ch zamragen
Suspenzh  k uG. tinstoriabylap Si pravena a el i ci tatoelRitora st e

byl vyugi taNB@vp YiOSHV a n ® m kenbeptmaniia 16M anjejich
pTsoben2 byrémsie@dv@na8v hodi n. Kmo$he o oH az 2bny |
pS2padhN. Odebran® vzorky bgkyakpyageBiBBngvenhyg
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4.3.2.Kultivaces nhi bi tory tranmportn2ch mechanis

Bunnh| ltu®T. pratense G. tinctoriab y | y Kk u litn hviotvi§tngyr v r TznT ch

mechani smJ, kter® jsou pEG8§? whakeBSer ijregntchm
byly pougity pSiispreanvzenr? ® §eddd laep y4i.k3a.cl2 el i citor
baRky PpOSiinhiBitoraz e z §s obna& cshusspenze&k Toyly inkubov

na tSepalce za standardn2ch podmZmkkcitouPo | eoc
dle visledkVivuetskahbcl ma | edn atuspenz®ylyk ul t ur
kultivov8nyst2an drag cddnmi2Sipackl.e| nD se suspenzemi,
inhibitor a elicitor (nhibitor; Kap. 5. 2 ) , byly pSi pr alvnd eligitoru vzor

(Elicitor; Kap.5.2 ) a Kk o nt KootrolgyRap.y.Z)\NBIlsy ednD byly kultur
pevnl pod?2plolednmeddemm zpr B8.PwEHi tBerdzpougt N

statisticky viznamnl viIsugnaRzamDmedobbsahu i s

433PS2peavaalkprafenssk HPLC anal Tl ze

Extraktyk HPLC amélslahe i safgliavlobg] meliipur aveny podl
vwwpracovanilch na k de odoS @ropg @ maauk ® @ @ o ®kuys pe n z n 2
kultury T. pratensebyly rozdrcenyvt Se cs2c emi 0, FOOM® &g sWw,gi ny b
analyticklch vah8ch odv§8§geno do80% metha®lub a Rky ,
varn® kul i |dkvya.k r@misltSbgkar ahovsgna pSi 80 AC n
chladilem a po vychladnut?2 zfiltr oiv\amae pSes
zachycenou suspenz?2 byl av uv re8xcternaah odvo8 nwaa r8r0®o hr
15mi nut . Po vexthrl altnugSi d§d pdo nédnm@xn ® alka Rkny a
se objem doplnilna 2ml. 15mivi sl edn®ho r ozt okQdsmmyl pomBed n
injekln2 stS2kalky pSehkeaseoonTdor venl pamacdbs

ZmNSenT objkomediabyhlat ndpam®e znae duSededBndoaodmh
baRky n@bjemyldanpl nNDn po ryskwi&0%dmdt raredlokm.b
pSefoivi§tn p Sserdf iviattru§t ul ,by |l 0dsmmBest it kabkout pSeér
vialky aobsah s o f Ivayvhoond[nocen pomoc?2 HPLC.
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4.3.4. PS2prGatmcioriakkPELEkafakl ze

Extrakty z G.tinctoriabyly p Si prmpodcantynT m z p T3.piatense j 0a,k00 0u0  a ¢
05000 g rozdrcen® suginy bylo odv8geno do \
e xt r alvdbOmB8A% methanoluzavaruX®@i nut na vodn?2 | 8zni pod
Po vychl adnut 2 byla suspeodmDzd®| baBkgEna p8
usazenl na vamn? vwy§cesmpodel ndr s® LHRKSYH a zno
met hanol em. DruhlT extrakt byl pSefiltrovsgn p
na20m. VIislednT rozto®4Shm)bpPSepSenkymeisahdor v i

isofav onoi dT vyhodnocen pomoc?2 HPLC.

Filtr 8t z2skanl po smemdraacbiy ! b unol|znn®) Sseuns?p eknazl
ztedukov8&8n naPedphrped?210miBmethmalpw gt mMmnzivok byl
dolimlod mNrn® pekkp SapabnD dopl nhNn stejnim roz
vatu byl roztoKo4pnamnoa2 i mj kkbhtl st B2kal ky apl

isofl avonT byl vyhodnocen pomoc? HPLC.

4.4. OvlivnhDn2 transportu u izolovanTc

441.1zolcd e protopl ast T

Pro vizkum vakuol §rn2ho transpor tTuprateyséaa pou §
roztoky RS%2de@&)IRspenze byla zfiltrov§na na
sn2gen®ho tlaku tak, aby vznikI|l 8 usazenina n
A (500mM mannito)a zfiltrov8&n250 bgl cughmhenmbe odv_gg:
Erl enmeyerovy baR&kmr az tsonR « (cdlulapay maeerozymDo
bunhD|l n® RS=IpIemFsenzymati ckT m roztokem byl o pS
| ervenhD pro zviraznPB82 |lusd)iao hladRkta] bay | ma kpwaslt
t Sepal ku o HNtli5valpm? dm?2 sktunosti ACReak wec hpraoly?
sviDtl em. PrTbnRgnnD byl kontrol ov8n n8r Tst o0bs
dogl oi my viRliTgPDk kunPISA®ohtyQdQs . ( 16 .
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4.4.2. 1zolace vakuol

Proi zol aci vakuol byl vyugit o gPromplasty byly post u
pSefiltrovsg§ny pSes vrsdpar avwiir agrl wtt chp | akstteTr §o d
bunnk. Suspenze protoplastT byl a cedtrfuded] en a
HERMLE pSi 2200 rpm po dobu 10 min. Supern:;
resus p e nsdnd rez8okuyB (300mM mannitol, 1AM HEPE S) a pSenesen
50ml zkumavek tak, ge kagd8 obsahovala 10 ml
bylopSi d§mbde2sOt i |l ovan® vodye apbyptdplgaswt TkK a u
PS2NgB.a). LTlza byla podpoSena prot SempnBvE&nzm
Labdancer nebo nhRkoli kams perniym mBasHtenmep g
rozd D1 e n a pgsimpdeat olu2 centrifugaln2ch zkumA@ek a
po dobu 15minut.

Po odstraniDn2 supernatamtur rhhylta@akpelFetca | # @s u <
obsahovala kromhD vakuol ned®d opdXasbp)] adty!l a.
pSeligthNna pomdow?2 Sreg®@Yo eFritcwol | u o raJdnm ® kon

centrifugal n? zkumavky byl napi petovs8§n 15%
ngsl ednN s u $WEicoluzZkwnavkywsazioky bylyo d st SedRDny pSi 22
4AC po dobu 10 minut. Vakuoly % a15% Ficolluadi | vy

Zt ohoto rozhran2 byly opatrnD odebr 8ny pipet:
rozdDl eny znovu do 12 coenzkurmaygly nbghy z kdsmi
4000rpma4AC po dobu 15 minut .

4. 4.3. OvliivnbDn2 wvakuol 8rn2ho transportu

Po odstranhDn?2 supakuh@$alna walbd&s/u sppee nédndyv § ny
kontroln2ch nebd PSRJ.usil@ndkdhu ¢ eorz@bsehofalyy &k Kk y

ovlivRuj 2c? transport ( Meghiiyr jeko kobtlfyd M loenryye i d | A
pS2tomBestli -hAbpSndarn@@o ka@gni®htoo roztoku byl
mNSenmnilsmRsi od kontrobvmedchkTabyglkpyugbnkdh pSer
zkumavky a odst Se dAXn yp op Sd o b4 DIW®M |r gpimh uatbyldp e r n a t
s m2 ¢ H&B0%methanolupi pet ou dp BakynKsd IR@kuddb y | 'y pSi d&§ny
m80% met hanol u a suppehae édbdanhcar paadobdSsékaend § n a
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SmNs byl a p02enm)zniii K rtorfoivi§tnra idmoj evki larl 2e ks.t S®dkbadrk a
stejndombemTzopakao v284n hpood i2n,8§cdh a vzorky byly v

4.5. HPLC aniaddfzlaawdrmnsTa hu

Kanal Tze vzorkT bai @« kfos@iutsd aviar drestpmdb bl -
2089, detektoru MEP015, autosampleru A3 055 , pSedkol onov®ho 1
LIiChroCART 2564sochr annou pSedkol onkou a se-18t aci ol
(5mm). Stacion8rn2 f8ze se skl 8dala zemBaor bent
jejich hydroxylov® skupiny byly navg8z8ny nep
tvoS2c?2 r eurdreznmr? tfo& zoiig.s ok ltganistmn, Baliz=iauh genisteinu,

formoronet i nu a biochaninu A byl®S2dodigb:;tdyd2j ej i ct
15). MetodaHP L C analol zmge ttalbooHti t T b stédhe vfya rvmaSkeanq@n or
PharmDr. Janem Mar tpiSreadmn,h oRR¥.h g rmack giht.a v

Eluce mobiln2 f§ze, kter8&8 obsahovala jako p
nejprve gradientovDhD. Sllagenédd mokoncelirdce B0®Byw eb sle
met hanolu ag po6ba8é%t met Panoiln.v Pot® n8sl edo\
met hanol em ddio.Prds okt kol d/mimu byl 1,1 ml

Detekceo bsahovich | §tek pomockoDh®dzdeviekoiwrah pd
450m. BDdaje o obsahu pogadep?¢adl opiSil §1 ealbvi®eydwl

Obs ah i soflavonT byl kvanti fi kov§8n mat emat i

skalibraln2 kSivkou vytvoSenou pomoc2? extern

provedena na z8kladhD reten|ln2ch | asT a spekt
Calibration curve: isoflavony - genistin

1. Genistin : i

x: koncentrace (m@00ml) e o s

y: plochayy = bx + a

Area

regresn?2 koef o
A

a=0:b =6.089 12

mg/100mL
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2. Daidzein
x: koncentrac€mg/L00ml)
y: plocha;y = bx + a
regresn?

a=0;b=10.340

3. Genistein
x: koncentrac€mg/L00ml)
y: plocha;y = bx + a
regresn?

a=0;b=38.010

4. Formononetin

x: koncentrac€mg/L00ml)
y: plocha
y=bx+a
r e g rkeesicireAt: 0.9994

a=0;b=14.860

5. Biochanin A

x: koncentracémg/100ml)
y: plocha;y = bx + a
regresn?

a=0;b=42

Area

koef

Area

koef

Area

Area

koef

Calibration curve: isoflavony - daidzein
j = 2

]

Bgusgs

8888888828888 8%

0 1 2 4 s 6 7 8 8 10 1

mg/100mL

Calibration curve: isoflavony - genistein

] 6 7 8 s 10 1"

mg/100m!

Calibration curve: isoflavony - formononetin

0 1 2 3 & 5 6 7 8 9 10 1

mg/100mL

Calibration curve: isoflavony - biochanin A

[ 1 2 3 4 5 6 7 8

mg/100mL
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4.6. Statistick®35%%hodnocen?2 visledkT

Konel n® vIisledkrgfeph ejzenut ommifit®deteimc bhiord ot z2 s
t S2 jednot!l i wlydh mhkDere2denlat oer® kagdl kontro
Aritmetickl prTmhRr pSedstavuje soulet namDh
St an doad cdny?| k a ,jpaakk werl| kuljo €jneo tr oozdp tpySednpo k| §dan®

KzjigthDn2 toho, jestli byl r oz d? likacheictoru v z or Kk
nebo inhibitoruk r el evant n?2 zmDnN obsahu isofltavonT,
test. Tentot est by lvzhlederp & roanul, ge byly porovng8vsgny
z2skakdeoehral n2ch nebo experiment§8l n2ch mRSen
hodnotb vy | stanoveaestpwmokfedst | urlpsjedan® | 8§t ky ¢
rozptyl.

Prodkadkomex@lemd mentb8yllna pvrzoovreedke na t Si soubq
| l enT kontr pal np2oche tmpSekni@s yil cham@ B eéte$i st upRT
vset ak rovnaKrity8&& hodndaWR & emsSio vtaeufrtHoe mk@r ittt
hl adi nhD vI1 z00&mwmaZEStlie sRvIlyipdpd 2t an® Kkrit® ium sp
kritick hodnoty a hl(@a<dijos),pyl rvol zodeamoo s sit at i sti cky

Vgafech byl tento statisticky vIiznamnl n8r Ts
hvRzdi pléwad® uinhbi®me Kap.i vi. 2hv)Nzodzd sldgcéme
inhibitoru st at inedinhbikoem & dlictoreatinndiz dmall Bicdrem
rozd?2| me z i . HvIhe danatikkaainotoir orl oozudiAhlbitorene selicitorema

kontrolou.

Statistikabylav y p o A @ l8anc 2 pMicogpft Excel2016
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S . VhSLEDKY
5. 1. Elicitace suspenzn?2ch kul tur

SuspenznPpradtenseaGutincyoriabyl y el i ci tov8ny sl oul enin
koncentr ac 2 cVivedcitduynao bsslaehd o vsSni gamajiden T cvh uvol Ro
do givdPhopme24 a 48 Iybyipmo8ygNHAO3JE)kaovORd i ci t o
(E2).SI oupce oznalen® hvDzdi | kroauzyd&zhial kg At salan i3

elicitovanimi vzorky.

5.1.1. VIiv sloulenin Npaeassu na obsah isofl a

Grafl.l.a  Vliv elicitoru na obsah genistinu v mediung/1L00 mli

E B24 h 048 h

6,0 -
3
= 5,0 A
[=))
€ 4,0 o 1
2
B 301 T [
c
2 2,0 1 i} T i
% 1.0 - g
_Q 1
© 0,0

’ Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory

Grafl.1.b  Vliv elicitoru na obsah genistinusy u g v nmgy/@

824 h 048 h
0,50 ~
2
20,40 -
S
£ 0,30
1)
o
90,20 A %
%)
20,10 - % T %
Yl Em B = L H
0.00 . . i | | i Iil
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
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Grafl.2a  Vliv elicitoru na obsah genisteinu v mediumg/100 ml

= m24h 048 h
o 1,0 -
o
A
0,8 - [
€
=}
£ 0,6 -
g 0,4 - T >*
% T
5 0.2
o]
Co0,0 : . . .
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory

Grafl.2b  Vliv elicitoru na obsah genisteinusvu g v mgig

o24 h o48h
= 0,05 -
ks)
€ 0,04 -
g 0,03 * * [
o 0, B
@ N * *
§ 0,02 1
! T
é 0,01 -
0,00 I T T T T
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory

Grafl.3a  Vliv elicitoru na obsah biochaninu A v mediumg/100 ml

%0:6: T T

<oal ] ”/ | *

S03] A o u y ’

sl 7 7 7. ,

s 7 A1 A 9l »
ontrola E1 1 umol/lL E|icEitlon§)/um0VL E2 1 umol/L E2 10 umol/L
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Grafl1.3b  Vliv elicitoru na obsah biochaninu Asr u g v nmmg/g
m24h 048 h
20,08 -
S
< 0,06 A
>
£
c
$0,04
O *
2 * T
©0,02 ~ % * *x 7/
w 7nll /R
o]
8000 _ial ] s/ Z
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
Grafl.4a  Vliv elicitoru na obsah daidzeinu v mediung/100 ml
I m24 h 048 h
S 1,4 -
1,2 o
2 I
€ 1,0 - ‘
208 - I \
‘O T \
N 0,6 - : \ T Il T T
k) |
ol \ \ N \
o Yiée T
5221 N N N N N
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
Graf1l.4b  Vliv elicitoru na obsah daidzeinus/u g v nmgig
m24h 048 h
0,20 -
g
20,15 1 i
3 N
% 0,10 A T
° * T *
30,05 - § T
° N N
0,00 T
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
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Grafl.5a  Vliv elicitoru na obsah formononetinunaediu vmg/100 ml

I= 024 h O48h

o 4,0

o

S *

=)}

307 1 : I 1

g L] 1

c 2'0 i -|'

o - '[ T

§ o

©1,0 1 )

%)

o

©0,0 . . . .

Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L

Elicitory

Graf1.5b  Vliv elicitoru na obsah formononetinusvu ¢ v nmgig

024 h 048 h
20,20 -
(@)
£
2 0,15 4
2
© 0,10 { * |
S - L
é 0.00 L= B e N _fe I e .
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
512. VIiv sl oul enin valiGadctoiana obsah i sofl avorl

Graf2.1.a  Vliv elicitoru na obsah genistinu v mediung/L00 mli

= 824 h 048 h
S 10,0
S * *
S ol
S 80 - |
£ *
2 601
o [
c 4
5 T
g 2,0 A
@)
0,0 T T T T
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
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Graf2.1.b

Vliv elicitoru na obsah genistinus u g v mmg/g

824 h 048 h
100,0 - *
o
£ 80,0 1 1
>
S 60,0 A
@
T 40,0 -
(@)
3 20,0
(@)
0,0 T T T
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
Graf2.2a  Vliv elicitoru na obsah genisteinu v mediumg/100 ml
€ m24 h 048 h
o 2,0 1
a *
€15 1
2 |
£ ]
-0 [ I :
% T
50,5 1 I
)
o)
O 0,0
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
Elicitory
Graf2.2b  VIliv elicitoru na obsah genisteinusvu g v mgig
m24 h 048 h
2 5,0 q
£
= 4,0
=
g§307 7 1
z . I
220
210
gL
0,0 :
Kontrola E1 1 umol/L E1 10 umol/L E2 1 umol/L E2 10 umol/L
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Graf2.3 Vliv elicitoru na obsah biochaninu A v mediumg/100 ml
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Graf2.5a  Vliv elicitoru na obsah formononetinu v mediumg/100 ml
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5.3.1. Vliv MgATP na transport genistinu

Graf5.1.1.a Vliv MgATP na obsah genistinu e

I nu

ovlivRuj 2c?

r ol

v a kvung/peketa h

ou

7z

pSes

szesphpewn@mphtedauy ltyr gSi d&ny

t r a defich div ktyl:
u-nebop ETddbezmgganiss i nme HG( G+

Obsah genistinu mg/peleta

M*gATP G- mKontrola G- =MgATP G+ = Kontrola G+

0,07 - —
0,06 -
0,05 - T
0,04 - *
0,03 - —
0,02 - T
0,01 - T T

T b ol -
0,00 e —

Oh 2h 4h 24 h
Doba odbDDru

Graf5.1.1.b Vliv MgATP na obsah genistinu e

v a kvung/peketa h

Obs. genistinu mg/peleta

0,07 ~
0,06 -
0,05 -
0,04 A
0,08 -
0,02 -
0,01 A

[

MgATP G+

HA —4A

Kontrola G+

i

0,00

Oh

2h

Doba

oddhNr u

24 h

76

vakuol
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5.3.2. Vliv bafilomycinu Al na transportgenistinu
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Graf5.2.2.  Vliv bafilomycinu na obsah genistinusupernatantu v mg00 ml
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5.3.3. VlivDCCD na transport genistinu
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Graf5.3.2. Vliv DCCD na obsah genistl v supernatantu v mg00 mi
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6. DISKUSE

6.1.Diskuse k elicitacis us penzn2ch kul tur

6. 1.1. VIiv sloulenin vVgpmedas na obsah isofl a\
Genistin
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E2, kdy roztok o koncentratimfMpo 48 hodi n§chn anMgozttk Epds ah v
t a k ®OmMeogtokE1.J i a € F Tredu Vo y | p o iwHEL (Lvivh 24 &)lale hebyl
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statisti cky a).Wlyzkpdcemrdcebigchanili.Avs ugbnhRy napmNSeny
24hodi nov ®E1lk [E2. tN jvvaystgtigtRky v T z n a mn Tmezi eliitdréml a
kontrolou byl z a pockunE2N(I®DMM) p o PJ s lo b le aE2im deolgil i t
kn8r Taaitoy s flawénui pos48h o di n §rcchz d2allye mezi el i citovar
vzorky nebyly s@rmafttBbti cky viznamn®

Daidzein

PodobnhD jako usgenistiokySoiGsbakp@&hu omnost i
135%vmedi u pouze po 2s4dztokdm ELHOW®) (Graf 1.4.a)Wsaucgii n 1)
byl pozorov§8n st aetsi sdtaii cdkzye i vnluz npaom rdiV omiokadii n § ¢ h
E2 a po 48hod:elicitarpye®(1krid)la €2 (In;c10 M) (Graf 1.4b).

Formononetin

Po pougi tF1 a E2diogil ooruT vgech elicitovanlch kul
k poklesu koncentrace formononetinume d i u oproti k o nadler nelyle . G8
statisticky sianamnickdgzd?fI8 h&gabuformononetina

44 %p o z o A povaplikaci ™M roztokuE1 a 48hodi nov® WKslugi wdci
bylopozomowg8mti st izkliypedm2ahamh®r mononetinu po

(1 M) a E2 (D nM) a kultivaci 24 hodinN § r Elomno gby b2 namhNSen i po |
(10mv, 24 h), ale visledek Poe b\8lp fotddteiBoiniEclk w \
konceandoglsd aki sticky v znamn®minuypsoukglogrtiu o b s a
kontrole (Graf 1.5.b).

6.12. VIiv sl oul enin vafatdctoiana obsah i sofl avort

Genistin

Viznamnl n8r Tst mebdsahbybepbdsgbdr pligitgcimrozipkg E12 4 h o d i
(ImM:n §r TIS8t%; nNM:1 39 %) a p elicitacBdrtokem B1g10M@, 123%).
RoztokE 2 v T z n alivml Bosam gemistinu wediu (Graf 2.1.a).tSat i sti cky vz
n8&rmmaggemestinu oproti sk aponz8wlagikadirgzioku Bla mNSe n
(10mM)a 48hodi no@&2.Xh).l ti vaci
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Genistein

Nejvy g kpAcentrace gesieinubylav me d i uamoa n2¥Sheond i n oBA@ nm)u | t i v a
kdy byl n § r iddlavonu oproti kontroles t at i sticky vIiznamnT. Dal g
elicitorT se nepr oaseevcihl ystvaet i skt & 0 & yohstary czhn a mn
genisteinu (2.a).Vs u gneloyld § rdpsahuig eni st ei nu po 24hodinov®
E1 o koncentraci InM statistickyv T z n anndst at n2ch koncentrac?2 e
| as3R®byl porosovB8kyswvhaznamnl n8r(ZaHd. obsahu

Biochanin A

U biochaninu Aoswmtsttklyo vpanamawsrevi gen2 jeho
vmedi u i pSes jistdmun&§2Zsh) poPap4é8haMbyh&EL®( &l
zaznamen§n v lkenceatraceftohagtodslavioras $Graf 2.3.)Obsah biochaninu A

vs u g G. tindtoriabyl mimo mez detekovatelnosti.

Daidzein

| pSes zvTi genln bkbtsenhlt admk td g ededdsi kaanellcihc izt or em
suspeneebyl o pozor ovngn® usvtmioi Boflaivonk po aplikag n a

elicitorT E1 asEXpe(n&@rna2f k2u.l4t.vadek E1l kv byb y | po
pozorovs§n statisticky vivasm@gmmil m§MOPBs tyho ops ah u
24hodi n§ @K h o dioaplkacy éicitoru E2 (10 nM) bylat akn@ mNSena vyg

koncentrace daidzeina,| e nebyl a statisticky viznamng (2.

Formononetin

StatistickyohhBnamh®®r mo opati kontiole byb pdooz onmepdvi §an
2Z4hodi n8chrelzit oiktya €d <t2(4réV). Apikdde eligitorh E290 nMV,

24h)z p T s etatistitkgv T z n a mn T bsaha toho® ssoflavonu (Graf 2.5.8)s ugi n N
nebyl pocszartdwgn cky viznamnl nN8r Tst mnogstyv
(Graf2.5.b).
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6.1.3.Shr nut 2

UT. pratensed o gl o po apl i kstatistick e lvil zintaomrn®mBE1 n§r Ts-
sledovanlich isofijambhod gemesiei su. Vygg2 obs
pougit® koncentraci el i ci mvoroztoku&l lylo N vk ®Imt i v
mediu zvigen® mnogstv2 for moMoamleitdintuompw BB =&
N8r Tst genistimodian8ahdzzanampo B4ochaninu A
viznamnl n8r Tst nastal u nMiekciotu&Edad n48 hAo dii npo «
kultivaci. Vs ugi nD byl namRSen zvI1 gemwitokuEb@avi geni s
10nmMM) u oboui nt er valaT t adhz®kueld (10nM, 24 h) . Elicitor
koncentraci {0 mM) a dob D kuH)zpVaiobinl§27Fs ormondnetimuhau

biochaninu A.Elicitor E1 pakz v T ¢ i |fornmhosetinu a biochaninugo aplikaci v

roztoku a kultivaci 24 hodirPo aplikacn Dkt ed icht or T a statisticky
obsahu i smedidlowsulinh pS2ksT ugand @rho w&noor sn2 ge
techtoi sof |l avonu. Tento | ev nMa24h)ahidzeinaEl,d0nMu gen i
24 h) nebo formononetinu (E1L nM, 48 h) . Naopak vygg?2s wdismh ne
vmedi u oproti kont r steiru(EQl0hV, 4&hzZER, amve48B)nebar g e n
formononetinu (E210 nM, 48 h) . Statisti ckyobwlazirua mnsio frl cazvdo2nl
kontrole ale nast al vidDt ginou pouze u medi a
vkontroln2ch vz oeki@gcihi gV & n insedrgi i Wimiestanieun(E1,

1mv,24h) doglvd glee@2 | e hnoe doibus,a htuakji akk svugi nn.

Vmedi u z2skan®m po eG.iinctoriabaycl i nsaursipSeennz ns2t akt ui | stt ui
n8r Tst afermananétingowaplikacilal@M el i ci t oru E1 a 24hodi
Vmedi u, kde byl pougi mMeldagltorp&l124do hkodicredhd
viznamn®mu zvI genRl iodistachru E2 ng sk eamusobi |l st
uformononetnupo 24 hodi n§8tOnmM)( kdants@&nbhnmMhikeEghoQ1byl
pozomoy§92? mnogstv2 genistei nunMaozikelidtere i nu n
E1 a n8sledn® 24 hodinov® kultivaci. Stejnl
geni sti nu p &onckr@rachOord.iUiGStinctorias e st ati sticky vizn
koncentr ac e medis opfoti Bontmwle pPjoevv i | o [ n 8§ rsTusgti ennd oub s
genistinu (E1, 1M, 24 h; 10nM, 48 h), daidzeinu (E1, &M, 24 h) nebo genisteinu (E1,
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1mMM, 24 h). Ve vhRtgindrpé®madypal ezoelB | st azt
U formononetinises t at i st i crk§r obshirvmeaimpo klicitacioztoky E1(1 m,
24h)aE21{nM,48h)pr oj evil statisticksugmiewl.znamnlm p

Prim8rn2m c2l| em el iTcprdieasead. tinctosags ¢ o znh 2oaoh nkhmi t v E
byl o takevbu®pnhcentraci, kter8& by zvih@gdia. oVlsadn’
elicitor byl n8slednhD vyadige p8latuiT ppatedsger t n?
aG. tinctoriaby | a p oz or n o sehistirg @hoR@ykon genistem -@-FHethyl

analog biochanin A. 0OsfitZeimg l®yhlo plezo vd&w 8 oa gnoyk

Viivem sloulenin vanaduminmulrossttil i nafd twalgans$:
pSedewngemi 38ka i nphd b Ssek TIrc[ts tpul chbibro tao mpeptdrbaelni?:;
chel.@TaxPk ® kbvkt em®z vanad ayoaxid&? nebo Femtbroww p Se <
reakci vytvsgSet voln® radi k§ly, mohou se Vv§z
j i n® jejiohrvazgb nabiomolekuly®®S | e@ninyvanaduw x i dal n2m stupni
bTt redukovs&ny nhRkterT mi weap$ ndelydg@engss)ind mi  n
slouleniny ve stdmnin§lstlyeSlin Nz & ytdv @Xlylgdiskd ®h o r
ovliivnhDn?2 DbidOpspeReninkde mMNHpod?1 el na inhibic
| i p iPhUE bamksiana kt er ® j s ou 2S6WVMOBGIIsY I12a meonbs 8ma hydr

deoxyguaninusa 8§ sl ednT m pogkozen2th DNA tvorbou zlom

PTsoben?2 van aldeu Fabaceaebylossie Idio w ghnypd ruo poni cky pRDst
P.vulgaris Aplikace VOSQ vedla k%2byt ku hmot nostii a k hromad
vk ortehalp ok | es u o b a’Kaprotvtmana kance§tav eget at i vnz v
P.vulgarisn e g at i ¥"hWPCicer hiietmumz p Tsobi | MOamp@gpko Z2NeHn 2 DNA
jedicndaTivich na vanadatinseranmemad i vnddoel hvchma
Oba typyrostinmiD|l 'y vy gg? aktivitu antioxidaln2ch e
protein. V. medi up dozydraovt§8anka® zvi gen§8 vodivost zZp
el ektrol yt T don 8Soskl oepdnk? khooz epnr2oT&mbegnebdr28dn§ no do sou
se zvyguj2c?2 s&%komRlktndrrlackt oragamdiudansgnula j a k o
polymorphavedlo (5i d § n 2 orthovanad§8t un &roJdsnt®h oa ndtoi ome c
enzymT. Na rozd?| od sv2arnaamegetmkpNdngakto®&heon 2v goaukn Il
me mb .P% n

TvorbaROSpomoc?2 sl oud em§ 1l eecam&mdtue § k o & Tnalig el ivwisd y
kbi osynt ®ze oxypTispobnT. | aCkxoy | d li m&h $ji @mB| g b rvar

86



mechani smT§duRyou produkc?2 pS2sl| #FgProlucghi t e k
sloul enin vanadu jako eluQiogeuskde VOSRIzo T ghdab d ov §n
ajmalicinu a catharanthint?®, taxolu vTaxusbaccata?’® nebonikotinu u N. tabacum cv.

Virginiana, ale ne u cvBurley. 2 VOSO4 byl uN. tabacumpougi t ve dvou kon
(40a80mM) . Dlinek tRDchto eli ailRnNn®M] typlku 7 ®witd eln
orgs8nu, ale i Naswéipte® z kFamadgmsetigh oo . t ak® ot e st
nNDkol ik r Tznl cbkorscénwaci beavin NHaVOysapnoal deNaWOk” psTs o b i |y
nej vygg?2 n §rnJossti dolly spetfikontrgezms € mc adodalw$apouze

65% Y% i nniosObsa&aAhVOapopondr 9%#8n nebyl

Na samot na® uevioilcHotvas&cni2 sekund8&8rn2ch metabol it
pats@motnl charakter enebodritehzdaramb aj elpo ko mrcomut |
Rolihrajet ak ® typ kultury a pod# nkiykt ezral ckht ekrullcthu
elicitor vydwRk@neah ulv§tzeak 2mco u jinlch dog
zmNDny odbs@iBMedukce invimoklud v dentifctoab y | a sl edov §
ivporovm@8hhANDsrostouc?2 mi rostl i nami. PSih nast a
vitrok ul tury v2ce sekKiWNmadg§vomns b me k &@®n anl®iht®cvhl il §t
i st8§S2 kuminPy@Py&sygmead® tkyal usy, zat2Tmco s u:¢
pratensea G. tinctoriapr o el i csilteadlnn® ta am& portn2z experim
starg2ch kalusT. RTst bunxkT sat otvw@ rkbSai vlcSet.e kK r
zmNDn, kter®r TmBh Bvjae¢dnoho cyklu, mohou bt
intervalu svhRDtlo/tma. U genT ovlivRujnPm2ch f
ryt mu. NDkt er ® geny kftemrmy® psryonptaentoiizduoj v2® |d8rt8khyy |,
sviDtl em,ygng® yakteijwi t u*YiS@mcir ogprerdn®aém® el i ci
pouze dva | asov® intervaly a nen2 tak mogn®

Pro transpor T.pratensdylwyeb ri gmd NEQO3, u kde dogl o po 24
kstatisticky viznamn®mu n8r Tstu genistinu a
tak® dogli 6 ®mu uvol nhDn2z genisteinu, ale jeho
byl namD8§enWVNivzPum transpor tGnthaohiabrgd ¢ hplokbigs mT  u
NHsVO3. Vt ®t 0 komaenmalr@acpo 24 hodi nBwWienst abisatiu
genistinu, genisteinu a formononetinmediuaw S2 padhRN dal g2ho isofl av

vsuginn.
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6.2.Diskuse kinhibicit r ansportu i soflavonT do med

6. 2. 1. VIiv inhibitorTpratecaset ransport i sofl avol
Genistin
Po aplikaci ipoklesu bhsahw gefistindneediu vp SR p a 4CI(10 MM),

brefeldinu A (25 nM) a glibenklamdu (1 mM) (Graf 3.1.a; 3.1.c)su glbwnwll pozor ov§
statisticky kdmmemtnra cne§ rglesgranscidinembrefgddmenoAj et Se n
(25a5mM) , gl i benkl amidem (1 mM), orthovanad§8te
3.1.d). P S e menisthu do mediabyl pat e § @i sABC rrammsport ® ech ze
ABCC/MRP. Poklesjeho obsahw mediupo aplikacit Dc ht o i nhi bz viTogeln 2sne |
jeho mmowydegitnNla pSenosu geniveziki In&r ns2e tnroshn s ppoordt:
doglom obnzZinm& m po apl i kadéimV).INM&ft elr @Ko dragnicitliry ( 2 ,
pak zvIigily mesah geendoppi NHD wbsah genistinneovlivnil.

Genistein

Statisticky vbsahugensteinu wmekilnasslip o  mSgrachidinu,
brefeldinu A (25 a 10nM) a verapamilu. Naopgkhov y 4 go b mealib opkoti kontrole bez

inhibitoru i elicitoruvyvolala aplikace NECI (10 mM) a glibenklamidGraf 3.2.a; 3.2.c)
Vsugdaoa®l o k st at i spokleskny o § $enisténoogrétimkontrole po

p Si d 84617 bréfétdinu A (2,51M) (Graf 3.2.b) U probenecidu (1 mM) a glibenklamidu

(3 mM) nastal pokleo pr ot i elicitovanl mlvzpdreksTm o, Grgaef
genisteinu vmediu nebylu or t hosvstatidgt uc ky § wil smnaonnsit,v2 t o
aglykonud o gvls@ gp mNoget Sen2 t2mto inhibitorem a ta
t r ans pmdsku@iny}WiDRT ent o typ pSenagele mohl blt o\
bl okuj e-ghATP@mypst Pak® sn2gil medunOcse mttrne2c ii nchd mi
zpTsobily sp2ge snregieisd gothatheal diem iVl Xseu gnierb
nebyl statisticky wvWCknpamnbbé¢geaimdciadign)i .beNK

nepota | iMo/l RMvE&n2 genisteinu do medi a.
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Biochanin A

K stati st i cpokleankdneentracmbid@maninuvAmediud o ¢pb aplikaciNH4Cl

(1L mM) (Graf 3.3.a). Statistickylvz n a mn T obsahk tohets isoflavonu i nhi bi t or
ovliVvRuj 2 c2 malezeA Pdaze suyglibdnkladmid®,5 mM) oproti kontrole bez

inhibitoru i elicitoru (Graf 3.3.c)Vs u gd m@®Isd ak i sti cky vimnmoamn®rmu
biochaninu A po aplikaci brefeldinu A a 10mM) a glibenklamidu @,5 mM) (Graf 3.3.b;
33.d)Podom N j p8edeoh paxdel hp 2y | y st absah bidchasirduy v T zn
mezi inhibovanT mi a kuonitnrhoilbni2tnoir Ta abosfeking SheannallyS
A.Vi sl @dbky2 ch imétiibédkyr fodeor oviay Yl it yd ac hzysl vk
nanSenT ch nelhgl enblFaR ®u dlailtg2 i nhi bitory ovlivn

Daidzein

Stati st i cdébyahdaidzinevmediu vzor k¢l pouzrerem a vzork
pougity i mhiglgict ooy apbylkaa@aimi d ut mo v ark &58t u b end
1 mM) (Graf 3.4.c) Brefeldn A(5nmM) t ak® z p Ts o b iobsahu dadzeigwen T  p o k
pouze oproti kontroldez elicitoru (Graf 3.4.a)Vs u g simhiBitoremb vy | pozorov§gn
obsah daidzeinu oproti kontrgle$io u granticidinu, probenecid(5 mM) abrefeldinu A

(vgechny k(Grafc34bt 34adr e ¥ §roveR vygg? rozd?z| m
elicitovanTmi vzor kpouzey brefeddinaA (b s1M).cZk ¥y sV ed k §mn
vyplTvg, gee dlaitdzemak®mTgansportovgn pomoc?
k poklesu jeho obsahumme di u po apl i kaci ort hecwamehyst u, |
statisticky viznamnlT. Ostatn2 ABC i mddiubitory
al e newk §zaalny , statisticky vigm,awiglii mhkguoTs

glibenklamidu (6 mM). Vzhledemkh 8 r Tst u obs ahlhigomd@odzeiehucvto
kontrol 8m po apl i knMy kdy gokles imeeldd iun b yA (3 za a® 1
aplikaci 5WM roztoku tohoto inhibitoru, seeziku | 8§ r n2 transport tak® mT¢
tohoto isoflavonu. NblC1 z p 7% b guevho’l RovE&n2 daidzeiny do m
zat2muspenzi byl pozorov@mf3d4b)ho neviznamnl p
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Formononetin

U formononetinu dogl o ke stat i snediupdaplikacli z na mr
brefeldnuA(5al®dM) , ort hovanad8t u, (@GrafB.aga5cNdopak a pr o
k viznazmwmi®mun2 koncentrsawcdgddyinad®aféldnuA nu v
(10mMM) , ort hov amradd ® 6 oM){Grab 3.5dbp3e m)ransporformononetinu

prob2hal patrnl pomoc? ABC triamas p/oveatla®riu ( MI
I nhibitoay mthrgmBERent c hz eS¢ whidwercihlvpbsahw zd2 | y
formononetinu mezi zvkoky g eanlTemi z ea zkjoingt trion Tnc2hmi v
jejich vlivnatransporp Sesnh ur | it.

6. 2. 2. VI i vtranspditii siotf ¢ raq thaiaiia. v

Genistin

Ugeni st i asut adtoigsitoi ckk y v Tjehaoasaihu @ediupomplikati KHCU

(1 mM). Aplikace gr ami ci ddhetaisoflaypiusnediu oprati v 1 z n a
kontrole (Graf 4.1.aq probenecidu (1 mM) pr ot i elicitov¥albmbymBPor kT
poza ov §n v 1 z ngemstinup on §a gTeskiC (@ m¥l) oproti kontrolebez elicitoru

(Graf 4.1b).Vostatn2ch statisticky vkpkieaunobdabuh p S?2
genistinu(Graf 4.1.d)Zvi sl edkT tak vyplTvsg, & kteamhspo
ovlivRuje protonovi gradient.

Genistein

U geni st eiesatiatdosglioc k ¥ vIznamn ®mumedip ogoti e s u ]
elicitovanTm a/ nebo ko NHs€logtamiéidnu, brefedink (Bem po a|
5nmM) a probenecidu (8 mM) (Graf4.2a;4.2.c)Vs u gpakmi@ nast al o st ati st i c
zvigen2 obsahu geni ut eswnsupenal2e Mj@usSeEa pok | &N
orthovanawW@Geaf (4. 2. b; jet. 2k@gn ® Up oszuosrpoevnazt?z ur |
genisteinwp S2 pachM bi t oru probeneci du, kiemssteihbyal e ne
tak byl transportov§gn patClrmQranpoidimopakkh UARBKCE cthr a n
dogldal K2 mu poklesu obsahu tohoto isofl avonu

obsdw isoflavonws u go mMot i el icitovan® kontrole pSi ¢
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Biochanin A

Obsah biochaninu Abylhodnocemro uze u medjeBon 2 ¥ E ®ine cespenzt h u v

Gramicidin a brefeldin A25a5nmM) v znamnD zv 1 §i | lgvona bnedith t oho
oproti kBopobdobB8Mm %l i nekstnddli sit ipckoyb el admn &m
obsahu oproti neelicitovan® Kk os@ltanglténdamido gl o

(1mM) (Graf 4.3.a; 43b)Sohl edem na namR$ers sdamadvi bk ma
inhibitor T na transport biochaninu A.

Daidzein

Pokles obsahu daidzei vme di 2 ch p o o ¢heytl Sesnt2a tiinshtiibcklyo rvyl z n
gramicidinu, brefeldinu A (3a5mM) , ort hovanad§8t u(Gfafidd4dmM) a pr
aplikacio r t h o v a m\)dv&rapamily alglibenklamid(Graf 4.4.c) nastalme di u n8r T s
obsahu tohoto isoflavonws u gido B | st Bei st i crus nv¥ Igemaednn v 2
daidzeinup o p Soretel§imuzA (10nM) a verapamilu(Graf 4.4.b; 44d)Vost at n2 ch

sugimekcyhl zjigtnNn viznamnl n&r Tst koncentrac

Formononetin

PS2tomnost fmediomobgtanuvl xnamn X Ssd2agedina NvHe
(10mM) a brefeldinem A (5nM) (Graf 45.a)Vs ugi nD gotoaytl ios tkiecky v 1 zn
poklesuf or mononet i nu NHsINILa 1p mM)a hjefetdiSeenh G a 10nM)

(Graf4.5.b) Obsahf or mononet i nbr eif esludsipneennz 2A sbyl vgak
kontroly bez elicitoru Tytor ozd2 1y nebyl y ®sptoadtoibsntlli cjkayk ov Tw ni
pougiitnThdhbU tiomfAi. bitor T zobrazenich v grafech
statisticky \fbsahnformongnetnfm®@mmowonet i n mohl bTt
pSendgennhNj g2ho prost Se d? pmdeniaud)?§ir MBAN ttrraannssppoc

6.23.Shrnut 2

UT.pratenssoyl zaznamen§n pSenos isoflavonT pSev!
ovliivniteln® | 8t kami p Tdgilmehkkmid, probenacalpebd & t r an
veziku | § r n 2 (drefelinA) p G.tirictoriabylyz j i gt Dn® visledky hTSe
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proces transportonebudep r av d Dpoodd ojbgrp dobnN jako u druhT p

autory.214' 215

Aktivn2 pSewumDigetho sak mluz zbyl ppG maxdT&k ®u k o
UA.thaliang kde byly fl avonoidy aplikovs8§ny do pro
byl pozor ovig&mdir amaripgeninit dihydrokvercetin a dihydempferol

byly absorkboornvesen ya psSteSe d ylekloreSieodked sa pohyboka®y dk o t

vzd8l enNRDjg2ch | 8st2, zat2mco kvercetin a kem
Vzg&vislosti na m2sth vst Se bpSorv?r crhaoky Tk $e sbwrR kf§l
vt K8 ni C®v. po/mrl reftl eamokaul i vbs kyt u t Dchto me t
jednosmDrn®mu pohybu po absorpci riontcy| ederidm
n e p hab diftz 2 |, al e sp2ge aXkvtlisvlnehdnki Tiehriesiizs porst ®m.e

vyplynulo, ge tent o mernanpsP20tramnboysit 2t Igu ut at hi onu a
odehr §vat pomoc2? ABCC pSenagel T. U domtohovana
pS2padbDaki sticky viznamn®mMwutovlisitwrdDre? utkrSamd |
fl avonro§micli vrostliny mTge Dblt z8visll na AE
kviznamn®mu poklesu aktivity po pougdgit?2 ortt
v T. pratensgGraf 3.1.c).

U A. thalianabylr ovoR§e8mort | 8t ek fenolov®ho charakt
pS§d2 rTznTch i mlyilwmi tzGe Dy dmamathi b a ni fedipi
bl ok §t*ckrayn,§Cat | al i |y uvol Rov&n2 m®dkier eh mbBt
ovlivRovat i ABC transport®ry, mohly 2Tt me:
Transport genisteinu do medidupratens¢ 3. 2. ¢c), tak mohl bTt z8vi.
je ovliivnDn tDmito inhibitory.

Studie Sugiyama a kolzr ok u 200 7, kter§8 se zablTvala tran
pl azmatickou membr &nu, uk8zala, ¢ge pS%nos ge

Pr Sbylaprovedenanaezikul §ch typu plazmati ck® knmeSerTEny,
Gmaxke kterTm byly pSid&ny rTzn® inhibitory e
zdei nhi bov8n tvaagkm@s e ihitce m Mag A T P 4Cl, dragniciéinnebp ragkricin, N H

kter® ovlivRuj2 pH gradivdntv a emdkly re§ol®mki® p @t
pTsobit tlumivhD na |innost rTznTch skupin A
gl i benkl amid (ABCC) neovlivnily pSenos geni
ovlivnRn dal g2mi isoflavony a féomapo@mopdypSkd
aglykonT jako je daidzein,roftar nmoomoun egtliyrk orsea bdo
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sn2gily pSenos ?4%orhulbead eon cheas enta MmiAS prateBseav 1 s | e d
G.tinctoriamohl o d2ky zvigen® pS2tomhoetilT mebabbl
kov!liivnDn?2 transportu i tNODmito | 8t kami . Ov N ¢
b2l koving§ch tak pSedstavuje mognl budouc? S
stanovovanlch |tyS aglykonrT kaljtedrnotbd salhykad

isofl avony, kter® mohly transport ovlivnit.

NDkter® | 8tky fenolov®ho charakteru mohou bl
i dalg2zmi typy K&FerypaRanho singpylalkphol, kur§atylakphgl) kt er ®

se pod2lej?2 na tvorbnD | ivgyndm&uz ena& vsntlEjogncN gtar
zf enyl propanoi dov® biosyntetick® dr 8hy a | so
Jakojedenmo gnT ch pSenagel|l T byl rodingRMR.i fT &motvos nt rAa nA:

vhnesenl do kvasinek zvIigil absorpeci kumar vyl
inhi bovg8n vanadsgile?th, ni koliv vgak NH

Vpr §ci zamNRSen® na koniferin, glukosid konif
snhD byla pozorovg&§na jeho zvl gwezkgl abzolr@canlf
zxyl ®mu nhRNkolika druhT topolT a nahosemennl
protonovI g rs@l debegramicijirg b @ VEHlzn®mu pokl esu ak
tohoto glukosidu u vakuol obou typT dSevin;
H-ATPasy. Na plazmatick® membr §nhD ale pSenos
aplikaci MgATP 218

UOryzaestivaby | i dentifikovg&n pSenagel PEZ1 pat S2
genu ddoklleesku exportu fenolovich | 8§tek®typu |
Nen2 proto vylouleno, ¢ge se podobnTpratensenspor
a G. tinctorig, kde by se mohl pod2]l et na transportu
pSenage]| &zhledenk keklt.i vaci tohot o p r oote eMAMHI byl a
transport®r T na M nagmaldy cfka®k tmermab rmEndR? dweij S tce ra
hlin2ku. Zat2mco ZmMATE1l exportoval citré8t,
nalezena.Sohledem nauvol Rovgn2 | §tekpSeymumndsdtaivomdii d]

spekul ovomohogeblt pSeng§gerdPakimtso dlrsaanhswp o
i sofl avonT 4@lo (pPGruagfit4. NHa) nebo gramicidinu
zpTsoben ovliivnRn2zm tohot pSedycphuo z® rcdn ssptou d i@
flavonoi dT t Dmi tnebyli nhi bi tory ovIlivnDn
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Vizkumspgoratu silymarinov®ho Sikmummariexm sl cswgiple
jako pS2klad pro proveden® tr an sTp pratanse expe
G.tinctoria. L 8§t ky o v | i v Rgiadiéntua epporosilymarimmelp T's, 0 bziaty? m
nDkter® | 8tky tlum2c?2 |innost ABC transport @
sn2gily oibdTnewdf bav&nomid atkl®c btreeflegtdek A pot |
t Dcekansg8rn2ch metabolitT a moplbdseet akaj ak,|
met ab®d'l it T.

7

6.3.Diskuse ktansportuge ni sti nu pSes vakuol 8§rn2

6.3.1. Vliv MgATP na transport genistinu

Ve vakwwodtfohpSi d&n2 ko menistmérm(Rontiola G+) jehbbsdh T s
devhDoRr&ti vzorkTm bez (Hobttoh&wk as g6rifs.hlm) gl yko
a tento n8rTst byl wzantkBtik&ykvézhammblyl pS
(MgATP G+), byla koncentrace genistinu646 vy gg2 p &dntropwG+ovda B g2 c &

sl edovanich interval ech nb gaj2en arnozSde2niT noebzsia hMg
kontrolou G+ byl pozorovatelnl. Transport ge
MgATP sohledem najeho®2 t omkostr ol n2m vzor ku G+, al e M

absorpciU mwalkagiolla. ke kterTm byly pSid§ny roz

neprojevil.

Vsupernatantu (Graf 5.1.2.) byly gemstndBieny po
bezn Nj . Supernatant roztoku MgATP G+ obsahov
kontrole a tento rozd2l byl statisticky vTIzn
zTst syapear wat antu vzorkT G+ relati vdnbBylykonst a

namhNRSeny ag po 24 hodin8ch.

KromhD pSedpok!| Shylam@S eqa&mies tS8icmu ai jeBouaghgkonn at ant
genisteinPo apli kaci kontroln2ch rozojokTsa@bga@imuj 2
obsahu genisteinwproti kontrole G vl ase. Kbnhr ol n?2 mNSen? pougi
geni sti nu tameinaé Bebadegraddcioszorkugae ni st ein tak musel
zglykosidwpr TbNhu e xGpeSF.ilmehtuzn§zor Ruje postupnl
vakuol 8ch, kdyujvecvozhrgdédwhe oppesmihsvtyigng 2b yal at ejne
rozdsdtabybti cRydebePamako u genistinu, byl g
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jig ve vzorc2ch odebranich ihned po pS2pravh

obsahaglyknu ve vakuol 8ch oproti kontrole G+, Kkde

Vsupernatantu (Graf 5.1.4.) byl ng8sl ednhD poz
hodin pozopoovz8anl2§t klkudymNSeax p éryil megnetnsilsnt2ecihn iv
rozt oc2ch j.VintpSetalmend§riAstdowglodbs&hu geniste
oget SenTch MgATPp6ppatthD kontrolme2chlW vzorkT

vakuol 8ch i supernatantu po dvou a |tegSech
zm2nNDn®ho supernat aMdATRPoGapl MKATP moemd okat rs
geni steinu pSes vakuol §rn2 membr §enistinuv! i v, al

6.3.2. Vliv bafilomycinu Al na transport genistinu

BNDhem druh®h&kdegx pegd i meersttio,v 8§n bahi8rdmycai mbAA
genistinu ve vakuol §ch glykesideneBal G+ kopt®R 64)u gn T n
(Graf 5.2.1)Baf il omycin Al pTsobil do wurlit® m2ry
kontrol nf[2crhebwdorzkhruba 15% pokles obsahu ge
viznamhdl.g2vch intervalech odbRru byl o mnogst\
po 2 hodingch byl jegtn patrnl rozd2l ve pro

V supernantu(Graf5.2.2.byl a namhNSena vyggkokhonoémerchcezd
st2mto isofl av on baflomycgnenoAljc oliybyorvkodporu 1 s | edky

z2skapdegNi zm®nND rozd2ly mezi visledingkounebyly
mNSen2 po 24 hodingch, kdy nastal -sopratti sti c

kontroleG, nebyly pozorov§ny jin® viznamn® rozd?2|

Ve vakuol p8hpddMDabafilomycinu Al Saakoysoalgy
koncentrace genisteinupror ov n 8 n 2 se vzor kKkby.3)b\¥jz8§ dg ®&mi sztei n
sl edovanich intervalT nebyl pozorovs8n stati.
kontrolou G+, ale vygg? hodnot yintobiiosuaObsah a gl y k
geni steinu ve vakuol 8ch pot® p&et dpmld e ds Ine
dogl o poukset aut iBsatfi c&k y § ¥ T 2 h @ ma ® snapiotikoniradeGf | av on |

Od e b rswperdatant a k ® o bvsyaglgd v &klo n ¢ e n texperomenteghekde bylt e i n u
pSi d§n Zgkeonui gsetni @ .r oozbtsoakhyo vBaalfy G/ 2 ce gemriwrnz mhu o
t Sech odeb2ramdch4 imt byl al &sumenaanty koatwlg G vy g g 2
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Tento meazklédhgenl mi a koylviroadeeémi 2 vhormnky24 h

viznamnl

Vsupernatantu (Graf 5. 2. 4Kkohcentracilgeniteiru8 Baf@+o z or o
a kontrolou G+. ¥ Tji mkou vzorkT odebr anTlveuperngtantu | t y Se
zaznamen§n statisticky viznamnl n8rTst obsat
jakovp S2 padhRD apli kace MgATP ( Groanft r50 11n24m )v zboyrl k w
a |tySech ha®girfMSah wydd®? tdlou oo wl iveRuU jkZTc s tl r§a

6.3.3. Vliv DCCD na transport genistinu

DCCD tak® snz2gil koncentraci genistinu ve Ve
ge ddOhkm8rvTstu obsahu isofl avonu uenistmém. bovan
Obsah genistinu DCCD G+klesl oproti kontrolegG+016,5% at ot o sn2 gen2 byl o
viznamd®l| g2 ch mNSen2ch nast al opnt pokl es i
kontroln2genivztoir k@ m,s n iDCCDRobdahovaly tohoto Iglykimkis

m®n N.

Vsupernatantu (Graf 5.3.2) byl po prvn2m O
genistinu v kontroleGo pr ot i vzor kTm, kde byl ploagetO DICC
tento rozd?2| sYdaligickky!l e daw aariodsah kontrdeer val e
G+tvygg?2 DBGEDGe. T ek ® hodnoty vzorkT, kter® neobs:
podobn® se vzorky G+.

Po aplikaci roztoku B CCD a geni stinem nastalo ve vakuol

genisteinuypor ovsk@8ntrol ou G+. Mnogstv2 genisteinu
vzorkTm, kKeugebVythvli kontroln2ch opbsahi oc?2ch
geni steinu mezi kontroln2mi a zkougenimi roz
vinzamnT . Pouze po j2esh oh opdoiknl S8ecshu doopgrioot ik pSedcho

Vsupernatantu (Graf 5.3.4.) byla pS2tomnost
vzorkT po pS2praxgxfDokmhNesRboredatk@gi veb s apiikaci geni s |
roztokus nhi bitorem a genistinem a kontrolou G+
opRNt po dvou a |tySech hodin8ch. V\ibtgemn. konce
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6.34.Shr nut 2

Ve vgech p&iodarricrh ge nimd%einnae mj ebhyol az vnfagen§ ko
v a k u oV k8ntrdie G+ se tato koncentrace pohybovdlaa s e O h na podobn®
vzor RTynem MgDhBPdylaa ag o koncenrndtad @gé¢ e hv Yy qagg2o.v T\ h i
pak obsah genistinupo k us rkbnathr oivmedch2 cH alklee Dl .h Wbyl a kol
genistinu u MgATP G+ vygg?2 opr ot enistikwoprotr ol e C

kontrole sn2gily

Z mND n gahwgenistinue x per i ment 8§ rsdpematntike ntt D ohddemr | i t S
navysok®namDSeMmystledk T u j edmotslriowh&m dylyso vlkak u
hodnotyme zi kontropokP @i ehvzdmklyasepS2padPNcoarfor ohn
Al pak byl a koncentrace kloamd ow@aiudGhiaMgATE g2 op
G+ DCCDG+ a jejich kontrol byl namhRSen vygg?2 o
koncent vakuol2 mTwt o r ozdzzeklounpé ko hbtlritolm2ch r oz

vyvol an® hydrolTzou genistinu, jak je pops§&n

Obsalgeni st ei nuvkorgrolesGa kewd |j § artk o u v z obafllofycibemp ok us T
kdebylvl ase O phorvoyvgog&h &avt s2 mi st anoven2mi, pohyb
bNhem prvn2ch |t y\WI rhazdn Tnm nzenddrcshng zjed lbB Gek o nc e n
byl o pol 8t el n2 mnogstv2 genisteinu nigg?2 a i
koncentrace kontroly G+Jraf5 . 1. 3. ) . U obou inhiphbist aph ®chac
sni govgn2 konceamt gadcd ¢arsioytiredhnnigratdersy &l eac h
rozdpolyB& el obsahu offGrabR2.Bax3BNt r ol 8m

Koncentrace genisteinusupernatantuk ont r ol n2 pBi daod m2 gk ns sti ner
pSi porkontraog 82SvEj i mkou Baf G+ ubwl potkusmTgéniv
sgeni sti nemda®logioodmT]l. asvovich intervalech pak
vgech ypBodlafisn genistinem a u MgATPniGmi aaBaf
kontrol n2 mi(Graf 2104t &52.4y. Ba Z3had8 ch seniodtsahngeu v

vzorkT snzgil.

V minulosti byl z k o u m8 n mechani smus vakuol 8rn2ho tor
met ahlolt et @ rostl ina owhtEeh@$nl ah edmkH Byk& poryg
vt eoretick® | dtais,t nP8thkyy yr aot luirfMt ® m2ry ne:
byl y cit!l ryafilomin AlngnamibidictNes«C1 ) ovI i vRuj 2c2 prot
kterT zprostSedkov§wnsppt aNappak pombo?aMvadgt
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ATPas poth | ov al a b s o rhpdeolysousATR. jMeBlotuersT ch pS2 padech
pTsobily do wurlit® m2ry na oba zpTsoby tra
domi nand®®FFPei. vizkumu transportu glukdsidu
jako sign8l n2 molGraxdBatavulgayidlad sbabovBRBkdoui zc
vakuol rTznlGmax z pPs@byn.p Y2apkaod ¥ dgee nvi st i nu, by
pSi d&§n2 3mM Mg ApTrPv ma2bcsho r3b0o vnéinn wvt § anh pa vma& x ihmal i d
ale transport bez MgATP byl pouze okolo 16 %. Transpdst wulgarisbyl bez MgATP

mi ni m§ln2. Aplikace inhi biGtmnaxp® pk§ aeBynigu wralfii tl

Al (9 %) a gramicidinu 1 7 %) , ale zvEi@geomsali cniat | mnvoodsstt v2
Naopak vanad8t nemDlI na rozd?!| od bafiBl omyci
vulgarisvliv. 21

Me ng?2 rozd?2| v obsahu sekund8rn2ho metabol]

vzorkems3 mM Mg ATP by usapoaazimundowlgare Tent o rozd?2| | i
22 %, zAthaliengo kit er 8 tento glukosi gprg8ironemiD
pougittraansiportu bez MgATP t ®m@ % bafilenyancAL§zel o.
potl alily tr aH.sygarekdy NHeCp o rmddd i rsu lpuBRjj @2m %laiproala |
vakuolamipouze20 %) zat2mco bafilomycin Al (81 %)

pougitl vanad8§8t (85 %) . pAXtsocriptclei vu§ dnrau hp®S 2rtoo
(pS$2 $apomarinB 4, 7 %), ni kol i ehHVgipdidnt!® §t ek naruguj 2

Na druhou stranu mTge bt [ pSenos | §tek r .
kv anad § Begale cddealenebyla absorpce jeho glukuidu Iluteolinu sv T j i mk o u
valinomycinu | 8t kami jako bafilomycin A1 pS§S?

byl a pravdRNDpodobnD d&na z&pornim ng§bojem z

skupin.?®
Transport sekund8rn2ch metabolitT ze skupiny
se ponda2phSe.j 2bar vem2thammmedal §§2ch rostlin byl a

proteinT, kter® jsou zapoj ealyoldiot i osiymit ®izy?2
pak vznikaj?2 mai antpior ukhe %z madrpwern®d n ®s emeort 2e
oznal ov§&ny | akoUAthalianatsyla riechen ttiefsitkadiv&n pSena
skupiny MATE, kterT bykiddpanwBfocyaaip$enos

VAhairy r ooMedidagotkunculdtagFab@aed byl sl edowvFonl Tp Sae n o s
tak® glukosidu daidzinu, |Jako zSsetillpddo i sof |
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urlit® m2ry ovlivnpPnot @hé&ami gr adiee® naniugmPE
viznamnhD sn2gena ag po aplikaci WBdnagukbdd u. Na
nebo katechi8 ©-g 1 uk osi d b lhafilomycm AT nebogr@amicdazv T s | edk T by
ul i nNn z 8v Ndajdzing aM. trunculatspproorbt2 h§ sp2ge pomoc?2 /
zat2mco -poloy fhywlvaindenti fi kow&hemMAMEDat t @ans @a

genistinu ovlivnilo obsah dai dzi rMutruncelatas my s | u
rovnD@Potraws8§n podobnl?mNg=lchdwmnjisaremst udi e i
M.trunculata MATE2 pSenagel, kterl sl oug? j ako tr e

VySazen2m jeho ¢gen uobsahu doemondnetifilOq | kle o ssin® gmaP o r
vk vt ewdalkinset ech. Mnogstv?2 d7a0-gg 2uhkoo siisdo fniaal voonn8u
nebyl o ovliuvnRDkoer Nah2tzof §andnile-pP-oukdsido keahu

biochaninuA a formononetinu)??*

Hodnoty, kter ®®byl pra@jain®d= &wakw o ITHrateriséGtaf an s p o
5.1.1.) wukazwuj2, ge po aplikacipeVMgeAtTIP, dmigd n®
bez jeho pougit? absorpcep§tphdbi sthywigarcab? ha l

Inhibitor V-ATPasy baf | omyci n Al (0, 03 mM) ZzZp  TsGrdli | p O C
5.2.1), c ovgy svozkh® eoddecnh yki c e nmd&t wlrd cpr Bk azdmn ®.c hV
jednotlivi,gvinsedt abmlai tpF govhiovRmv m abakeink amy

rTzn@®@ ipSlig)i t2 st el @ okuogni cte2n tdradpgetohtt @ niorvH ickthi tpau
DCCD,pSinesl o podobnhamal e(l%%)addbsalsut b s &yb o an ®h
genistinu mezi kontr aPmtmi i aGraf®81)&imdem®n W zoe K
nedj8i stotou potvr diAtTPaeslyo avyvmog§tointo vwlhiov gV adi

tak® mogn®, ge pougit8 koncentrace sviaazebD nhi
naV-PPasu, kter8&8 tak mohl a ouwdr gprvadi ednot . urToi tt
vysviDtloval o zachovanou absorpci geni stinu u
Vsoul asn® dostupn® | iteratuSe npouzeoltransportal e z en

gl ykosi dT isoflavonT do Mrruntutab/yalky otl eys.t dv i @ el
a MATE2 pSenagel e nal ezen yAthmlanapro anthacyahing.e n c e
Zdleestovanl daidzin a dal g2 isoflavony nebyl
aeby y sp2ge odk8&z8&ny na ign®mydhtupcSlaa yABCppPsBag
okd 0o 40 mognich MAMBgngEamsipoti ®i Kace konkr ®t
genistin uT. pratenseby byl a viznamnl m k%2 nonsiecrm®hd) prSel

soulasn® mognosti pracovigthn.
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PS2tomnost wyenvakeop&chatantu | e 4glokgsiu®, vysvr
kter® se cydaop§aem Bebd mesmbr SoulMPRom®di t®no
roztoky mRly pH vygg?2 nedkrp8itk ®m blyalsye ppSi dj8enj

Sohledem na to, ¢ge byly pougity experiment §I
vpr 8ci Ludmily Chl 8dek¢¥v¢ ®,pokidyendi ma &aw2 cgl lykadrs
baicalinu nepopusvaollan,Nnj2e gneondi ns®@,e i gneuy kafFfd.g1 o | i nr

HydrolTza glykosidT isoflavonT byla pozorovs§
pl oGMmaxa vzni kaj2c2ch bDhem jejich zpracov§8vs
nam$PNkt er ® mi knoduBRhizgpasn i sslmofuap? me n tkatahoto redu jsou .  Z

sice z2sk8vsgny i nNDkter® enzymy poug2van® p S
Zzbytkem roztoku cell ul as a pgel kutkionsai sd ajsey V yssoa
soul §st?2 semark anThHyedmpolob2datt’” bPRhem jejich m§

|l sofl avony jsou tak® exportovs8ny do vnDhDj g2l
membr §nhN i g®rpopes §ak ExXPAFIMBCzpTsob exportu
membr §nN naelne pzSeSdp okl rgTd § mesceh apndi s mu s . PTsobe
signg8ln2 molekuly reatutjutcdataz vhgemo@anDnangyklwi
pr ogbukosi dasy pateinyd®kK®& prea yAB @ or d.tpratenkeypohlmo g n ®,
doj 2ptr TwNDhu i zabbada kpkoitophvor by t Dchto enz:

hydrolysovaly gemtseskunnpB8w®akwmoT Revanl =z

Vest udi 2cthtslhedpjp?r¢2 flavonoidT dovnit$S vakuo
jejich glykosidy , al e pSenosejicagg syckrome] Mmyelbot §k® zazna
zm2nDnl cllm2MAITEI y agl ykony pougitlich metaboli
Na rozd?2] od genistinu pak aglykony geni stei
do vakuol.???> U mate2rostlin pp k d opgolkd eksu agl ykonT, nicm®nnh

vysvDRDtlen2 %ohoto pokl esu.

V prs8gci, kter8 byla provedena u I sof |l avono
samot n®ho taa@lnyslonrut uk pSes vakuol §rn2 pmembr §nu
jeho navg§z8n2 na GSH p o mojehd abspipai, kterduhinhitwovalar a n s f
pS2tomnost vanad8tu. NaGSéimse HopjpdrdmpdHeémoctue is
skupiny ABC zpodskupiny MRP?28. 163

Vr §mci pozor oSA§G.2maxg | iklosi MRSen i obsah samot
Jej?2 absorpce byla po pSidg§n2 MgATP zhruba p
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aglykon absorbov§&n dvnaekprS2tt onmPnoe tBhaldddsdk T P k o Ui
transpor tou agd mktom®&h d o c ho8bzoeul os tna nnoi vne8nl2ncih .v Os t
pak u SA zkdtgeny nebyl y.

Vprvn2m odbRru vzorkT ihned po pSidg&n2 genis
apli kaci MgATP. Ni cm®n0nN u kontgrgo?l yo bbseazh MygeAnTi
oprot.i vzorkTm bez tohoto i sofl avonu. Poug
bafil omycin Al a DCCD, pak vedl o kdntrojpwbded esu m
t Dchto | 8tek, kde byl a k on genistihur Taaosportggnistinu vy g g
pSes vakuol §pratensene mbal nmTge odehr §vat pomoc?
jsou z8visl® na |innosti-ApPP@asynmVdehbbumpaka
pSidg&§n2zm MgATP. |l nhi bice jednoho typu proto
kzabl okovgn2 c eVzidduem km@&rc hathu sombisahu geni sti nu
vgak nen? zcelaostyl Buasha ABC mognport ®r u.
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7. ZCVnR

Vproveden® studii SbyadanpotoamePestz anedf Bay
Trifolium pratensea Genistatinctoria. BDh ¢ mor et i c k ® v g B*? p creevg§enr &gyel a
zabTvaj2c2 se transportn2mi mechaVprsTnoyDhw r
experi mpemgtc®l Myl o dosageno tNchto visledkT:

1)Statistickyivl zsdamrideamy ol Ricasnghdtuk mediaJproti

kontrole byl nalezenu T. pratensei u G. tinctoria. Mno g st v 2 jednotlivic
vkul t by Boh owlznmnwinmin ok o npcoeungtirtal ccéamited k ® i d @b Gu k u
t Dmi t o U ®tbloaimis.u s p e npzrno? cnh8 skl uel dtuuyjjekod?ly ilecx @ eorri meyrb
NH4VO3 o koncentraci 1M (G. tinctoria) a 10nM (T. pratensk se ktel mbyly rostliny
kultivov8§ny po dobu 24 hodin

2) Obsah i s onfelda wo naByl svi.gprater3epo elicitaciNHsVOz ov I i vnBDn u
jednotl ivigdheu i aivomimmABEr yr pispb?Pt®ry ze
jako je probenecid nebo glibenklamid mN n a k o rgenistairiuv nzedite nastala i po
aplikaciverapamili , lotve i |8 R#APGt r an s p skupin@®MDRKZz ® mN t oho by

koncentracewe di u ovl i vnRNna brefvwdkdi em2 At r &nepdr p

3)Ur | en?2 transporut nizshof.néiectotimdryil somuobt 2 gnhDj g2

knamNDSemhbimedkklbeh ®@jeepSi nes|l yoxdnezamn®&@hi bovanl
kontr ol n2Vahledemzkpo xiyat K Tannopor t u pSense mblr&nmatu
j i nTchjearloes tnioigpnS&,nogseu kil soh§a¥ ongk® pomoc2 ABC

4Ze suspenkpdtenddbuylltyuriyz ol ov8ny protoplasty a
membr 8§nnN byl sl edowZPm ktl eamus pgorhtot @e nisgmfil mw.on
aplikaci inhibit oabdDCGCDolpao olidf ikloonmy il mjelsde d§ U
pSenosujdeppoddhev® pumpy a MATE transport ®
nast al po aplikaci Mg A& Rt iVaAdRaby, aletéotetickyp 3k ® b e n
Y4l a/sBC transport ®r u

KromhD genistinu byl ve vakuol §8cshhgemistesvwper na-
ZvisledkT vyplTvg, ¢ge genistein byl do vaku
protonoviclZvipgenpE§chkoncentracsapéohatantaw!| m&b
zpTsobena vygg2 nab?2dkou olelrsil setdiknuu ,p okutge rt1T crhe
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V. pS2padhN MgATBkmiohdoi dioydrtolkl zy gl ykosidic
vakuol 8rmy2 membr §

5) Us u s p e&ultarynG. tinctorian e d opgdio pou i t 2 skdaonsdtaartden| 2nc@Gmt
uvol nNDn2 protopl.asTiMarms m@Erstl eidadf lvakamT pSes
nemohsg!| é@dov §n

ObjasniDn? trenspbrtam i & mus e kroetaboByr mS e s pl azmaticko
vakuol §rn2 membr §nu ipdSeendtsitfaivkua cei pkrovmnkr @kt rnkh o
zapojmetabol i smu a vyudVesecdazamnNSekhychosnal i
trans posret &r8us | eupwl) rewcj2e pnoaslneezhedyy g A omovich dat ab
mezi ifgegtifitkoamnmsmidmtagt$dl®) ahypotetickim pSer
(MATELL,kterT mTge blTt odpovRdnl za pSe®#Ps stud
izol aci a Ygpernaevtld cpkSe rsid mutgoni@ma ®p oo maa et ijiEt ansp
l ze vliogit do vhodn®ho vme&p®r ubuRloanmir alnsd Dirn
sl edovat pSenos met OvWISiend dovoighSscyt apf asin
mogn® ovhNSit vytvoSen2m mut ant n2VprSé otaldiNn yis pKkid
identifikace a vktrSsponmneé s tphd\mnatab@iten) eed opcFe@x 2

vizkum vgaslkerxy@Edhraybangpt®®oNzEk$Sadpr §vN po

mechani smu transportu jednotlivich | 8§8tek.
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8. POUGI TE ZKRATKY

24D124di chl orof enoxyock-dw@strddipls el i na

4CLi4kumar 8t : CoA | i gaskBli NHsVOsi Met avanad8t amonn
ABC i ATP-binding cassette E271 VOSQyi1 S2ran vanadyl u
ACC1 Acetyl-CoA karboxylasa EsRiEstrogenov] receptor

ADPiAdenosindi fosf §t GIl1 Glibenklamid

ARF i ADP ribosylation factorr Gri Gramicidin
ALF571 Aberrant lateral root formation GSHi Glutathion
ATDTX171 A. thalianadetoxificationl GSTi Glutathiontransferasa

AtPDP1 i A. thaliana P-glykoprotein GTPiGuani dintrifosf 8t

homolog 1 HEPESI (4-(2-hydroxyethyl}1-piperazine

AtTT127 A. thalianaTransparent Testa 12 ethanesulfonic acjd

ATPiAdenosintrifosf &t HI 4 EONMT Hydroxyisoflavanord E-O

AM i anthoMATE methyltransferasa

HPLC/UPLC 1 High/Ultra-Performance
Liquid Chromatography

Bafi Bafilomycin Al

BAP 1 6-benzylaminopurin

CHI - Chalkonisomerasa
Bri Brefeldin A

CHRT1 Chalkonreduktasa
BY-21 Bright Yellow-2

CHSi Chalkonsynthasa
CYP1 CytochromP

IFS/2HIST Isoflavonsynthasa/
C4H7T Ci n afh§droxylasa

2-hydroxyisoflavanonsynthasa
DAD i Diode array detector

JAiJasmonovs8 kyselina
DCCDi N, Mlieyklohexylkarbodiimid

LPH1 Laktasa florizin hydrolase

DMID i DMI dehydratasa
MAPK T Mitogen activated proteinkinase

DMSO - Dimethylsulfoxid
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MATE T Multidrug and toxin extrusion

protein

MeJAi Met hyl j asmon§t
MeOH1 Methanol

MDA 1 Malonylaldehyd

MDR T Multidrug resistence homologs

MRP 1 Multidrug resistencassociated

protein
MSi Murashige& Skoog

NtNUP1 7 N. tabacum Nicotin Uptake

Permease

OrtiOrt hovanladg8t sodn
PAL 1 Fenylalaninamonimlyasa

P-gp1 P-glykoprotein

PM H'ATPasai Plasmatic mmembrane
H*ATPase

Pri Probenecid

PPiPyr of osf §t
ROSI Reactive oxygen species
rpmi Rotation per minute

SNARET SolubleNSF attachmenprotein

receptor

SURI Sulfonytureareceptor

TMD i Transmembrane domain
TT 1 Transparent testa
V-ATPase Vacuolar H+ ATPAse
Veri Verapamil

V-HPOT Vanaddependenhaloperoxidas

PTPi Proteinf o s f ot yfroossfi anto8vs8a

SGLT11 Sodium/glucose transporter
SHT Schenk& Hildebrandt
NBD i Nucleotide binding domain

Nt-JAT11 N. tabacumasmonatanducible
alkaloid transporter

Nt-NUP 1 N. tabacum nicotin uptake

permease

PDR1 Pleiotropicdrug resistence protein
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Abstract
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Department of pharmacognosy
Candidate: Mgr. Jan Kubeg
Supervisor: Phar mDr . Lenka TTmov§, CSc.

Title of Doctoral thesisTransportmechamsmsof secondary metabolites across membrarfes

plant cells

An attention was focused on the metabolismsoflavonesin recent years, including their
transport within plants and culturgsvitro. A research is focused dime transport mechanism
identification across cell or vacuolar membrane. There are localized different transpasters as
the ransport of some metabolites dakeplace throgh membrane vesiculeshe release of

five isoflavones (genistin, genistein, biochra\, daidzein and formononetin) into nutrient
medium was observed in suspension cultur&efista tinctoriaL and Trifolium pratensd..

These cultures were treated W4V O3 solutions(1 a 10nM concentratiopwhenisoflavon
content in medium was higher after 24 hours. This increased volume of isoflavones was
supressed by differentransport mechanisninhibitors The transport of isoflavones in
T.pratense was influenced by ABCinhibitors from MRP subfamily, but epistein
concentrationn medium was lower aftéreatment wittMDR subfamilyinhibitors. Brefeldin

A, which blocksvesicular transport, also decreased concentration of isoflavones in nutrient
medium The transport mechanisai theobserved isoflavones iB. tinctoriawas not exactly
described due to the results in nutrient medium. There was also lack of statistically significant
increase of isoflavones amount in dry mass after inhibitors treatifent.olume of secondary
metabolites was effected by difét inhibitors, when gnistin concentratiom medium was
decreased by NI application which has impact on proton gradiesmd corresponding
transportersGenistin absorption was also observed in isolated vacuoles. Its transport into
vacuoles wadblocked by proton pumps inhibitors, which maintain proton gradient, thus the
transport probably took place through MATE proteins. There was also measured higher
concentration of genistein in supernatant and vacuoles in the samples. This aglycon was
releasd from added genistin and its absorption by vacuoles was dependent on proton pump
inhibitor.
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