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1. ĐVOD 

Rostliny st§le pŚedstavuj² zdroj molekul, kter® maj² zaj²mav® farmakologick® ¼ļinky. Mezi nŊ 

patŚ² isoflavony, sekund§rn² metabolity rostlin z ļeledi Fabaceae, zn§m® pro svou schopnost 

v§zat se na estrogenov® receptory, a t²m ovlivŔovat nŊkter® procesy v lidsk®m tŊle. V samotn® 

rostlinŊ maj² tyto l§tky Śadu vlastnost². Pod²lej² se na zbarven² kvŊtŢ, ochranŊ organismu pŚi 

napaden² a na ovlivnŊn² pŢdn² mikrofl·ry, kter§ je dŢleģitou souļ§st² metabolismu dus²ku u 

bobovitĨch rostlin. Isoflavony podobnŊ jako dalġ² flavonoidy jsou tvoŚeny na 

endoplazmatick®m retikulu a transportov§ny do vakuol, kde se ukl§daj² z§sobn² a toxick® l§tky 

nebo jsou exportov§ny z bunŊk ven. Jejich transport prob²h§ pomoc² rŢznĨch mechanismŢ, 

kter® zajiġŠuj² distribuci flavonoidŢ stejnŊ jako dalġ²ch prim§rn²ch i sekund§rn²ch metabolitŢ a 

l§tek rostlinŊ ciz²ch. VĨzkum tŊchto mechanismŢ prob²h§ na ŚadŊ druhŢ, kter® slouģ² jako 

modelov® organismy (Arabidopsis thaliana) a jsou mezi nimi rŢzn® l®ļiv® ļi hospod§Śsk® 

(Catharanthus roseus, Zea mays, Vitis vinifera, Medicago trunculata, Glycine max) rostliny. 

Tyto rostliny jsou ļasto pŊstov§ny v rŢznĨch form§ch in vitro kultur, ze kterĨch jsou n§slednŊ 

z²sk§v§ny buŔky a organely, na kterĨch je transport zkoum§n. 
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2. CĉL PRĆCE 

C²lem t®to disertaļn² pr§ce bylo identifikovat moģnĨ zpŢsob transportu sekund§rn²ch 

metabolitŢ pŚes membr§ny in vitro kultur l®ļivĨch rostlin. Pr§ce byla rozdŊlena do nŊkolika 

etap a zamŊŚila se na transport l§tek pŚes plazmatickou membr§nu do media a na intracelul§rn² 

transport pŚes vakuol§rn² membr§nu. Vzhledem k tomu, ģe v m® diplomov® pr§ci byla Śeġena 

problematika elicitace a produkce isoflavonŢ na suspenzn² kultuŚe G. tinctoria, byla tato kultura 

a pŚ²sluġn® sekund§rn² metabolity zvoleny jako modelovĨ syst®m pro vĨzkum transportn²ch 

mechanismŢ. Jako druh§ kultura byla zvolena T. pratense patŚ²c² do stejn® ļeledi a tak® 

obsahuj²c² isoflavony. V r§mci disertaļn² pr§ce byla pozornost soustŚedŊna na tyto d²lļ² body: 

¶ Reġerġe transportn²ch mechanismŢ sekund§rn²ch metabolitŢ. 

¶ Odvozen² suspenzn²ch kultur z kalusŢ G. tinctoria a T. pratense. 

¶ Elicitaļn² experimenty na vybranĨch suspenzn²ch kultur§ch a n§sledn§ identifikace 

transportu pouģit²m rŢznĨch inhibiļn²ch l§tek na pŚenos isoflavonŢ do media. 

¶ Izolace protoplastŢ a vakuol z vybranĨch suspenzn²ch kultur a sledov§n², jak l§tky 

ovlivŔuj²c² mechanismus transportu pŢsob² na absorpci isoflavonŢ do vakuol. 



10 

 

3. TEORETICKĆ ĻĆST 

3.1. Rostlinn® kultury in vitro 

3.1.1. Historie1 

Rostlinn® kultury dnes slouģ² jako vĨznamnĨ n§stroj pŚi vĨzkumu fyziologickĨch i 

patologickĨch jevŢ. K prvn²m prŢkopn²kŢm se Śad² francouzskĨ badatel Henri-Louis Duhumel 

du Monceau, kterĨ v roce 1756 studoval reparaļn² mechanismy rostlin a tvorbu hojiv®ho pletiva 

ï kalusu. 19. stolet² pŚineslo rozvoj pozorovac² techniky a bunŊļn® biologie. Zaļ§tkem 

minul®ho stolet² Gottlieb Haberland poloģil z§klady pro dalġ² vĨzkum tk§ŔovĨch kultur vļetnŊ 

vĨznamu totipotence rostlinnĨch bunŊk a ģivnĨch medi². V n§sleduj²c²ch letech a desetilet²ch 

byly postupnŊ zvl§dnuty techniky kultivace tk§n² a org§nŢ rŢznĨch rostlin a zavedeno 

pouģ²v§n² rŢstovĨch regul§torŢ. 

V roce 1962 Murashige a Skoog pŚipravili medium obsahuj²c² vybran® soli, jejichģ koncentrace 

byla nŊkolikan§sobnŊ vyġġ² ve srovn§n² s dŚ²ve pouģ²vanĨmi medii a pouģili ġirġ² spektrum 

mikroprvkŢ, coģ umoģnilo odvozen² novĨch rostlinnĨch kultur. 

Z hospod§Śsky vĨznamnĨch technik byly pops§ny ty, kter® zlepġovaly nebo umoģŔovaly lepġ² 

rozmnoģov§n² a rŢst rostlin. DŢleģitĨm krokem byla infekce bakteri² Agrobacterium 

tumefaciens, kter§ pŢsob² n§dorov® bujen². Takto novŊ vzniklou tk§Ŕ je moģn® pŊstovat bez 

auxinŢ; bakterie rodu Agrobacterium se tak® pouģ²vaj² pro genetickou transformaci. 

 

3.1.2. Typy tk§ŔovĨch kultur 

Kalusov® kultury 

Kalus mŢģe bĨt definov§n jako nediferencovan® pletivo, kter® je rostlinou tvoŚeno jako obrann§ 

reakce na poranŊn² nebo napaden² patogenem. Kalusov® kultury vġak mohou bĨt odvozeny i 

z jedin® rostlinn® buŔky, kter§ proġla diferenciac², pŚesto si zachov§vaj² totipotenci a maj² tak 

schopnost obnovit znovu celĨ organismus. Na t®to z§rodeļn® hmotŊ se tak® mohou objevovat 

z§rodky prĨtŢ nebo koŚenŢ. S t²m jak rostlina tvoŚ² hojiv® pletivo, mŊn² se nŊkter® jeho 

vlastnosti ve srovn§n² s pŢvodn²mi buŔkami, jak ve smyslu vymizen² tak objeven² novĨch 

vlastnost², v z§vislosti na vnŊjġ²ch i vnitŚn²ch podnŊtech. 2 
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Kalusov® kultury mohou bĨt z²sk§ny z explant§tu ï ļ§sti rostlinn® tk§nŊ, kter§ byla za steriln²ch 

podm²nek odebr§na z mateŚsk® rostliny a um²stŊna na medium s regul§tory rŢstu, d§le 

vystaven²m semene mediu s takovĨmi fytohormony jako (2,4-D), kter® vedou ke tvorbŊ kalusu 

nebo pŚ²mĨm poranŊn²m rostlin. 3 

 

Suspenzn² kultury 

Suspenzn² (bunŊļn®) kultury jsou tvoŚeny volnĨmi buŔkami nebo jejich shluky, kter® jsou 

dispergov§ny v tekut®m ģivn®m mediu. NejļastŊji bĨvaj² z²sk§v§ny z kalusu jeho pŚem²stŊn²m 

do tohoto tekut®ho media. Opatrn® prom²ch§n² vede k uvolnŊn² jak bunŊļnĨch shlukŢ rŢzn® 

velikosti, tak jednotlivĨch bunŊk. 4 KromŊ tohoto zpŢsobu bylo pops§no jejich uvolnŊn² pŚ²mo 

z pletiva listŢ ponoŚenĨch do ģivn®ho media. 5 

V porovn§n² s kalusovĨmi kulturami pŊstovanĨmi na pevn®m podkladu doch§z² u bunŊļnĨch 

suspenz² k rychlejġ²mu rŢstu, coģ je vĨhodnŊjġ² z hlediska rychlejġ²ho z²sk§v§n² novĨch bunŊk 

a jejich vyuģit². D²ky pŚ²m®mu kontaktu vġech bunŊk s mediem jsou tak jejich vlastnosti snadno 

ovlivniteln® zmŊnou sloģen² media. 4 

 

Protoplastov® kultury 

Protoplastov® kultury jsou kultury bunŊk, u kterĨch byla odstranŊna bunŊļn§ stŊna. Protoplasty 

se dŚ²ve z²sk§valy mechanicky, naŚ²znut²m plazmolyzovan® tk§nŊ 6, dnes se izoluj² pomoc² 

enzymŢ (cellulasy, pektinasy) nebo vyuģit²m obou postupŢ. Zdrojem protoplastŢ jsou ļasto 

suspenzn² a kalusov® kultury nebo listovĨ mezofyl. 3 Protoplastov® kultury nach§zej² vyuģit² 

napŚ. pŚi genetick® transformaci. 6 

 

ĂHairy rootñ a Ăadventitious rootñ kultury 

ĂHairy rootñ kultury jsou dnes pouģ²van® zejm®na pro tvorbu sekund§rn²ch metabolitŢ, kter§ je 

v tomto typu kultury zvĨġen§. Tvorba tk§nŊ je indukov§na Agrobacterium rhizogenes a 

vznikaj²c² koŚeny maj² rychlĨ rŢst, genetickou stabilitu a nevyģaduj² pŚ²tomnost rŢstovĨch 

regul§torŢ. 7 A. rhizogenes je pŢdn² G- bakterie obsahuj²c² Ri (root inducing) plasmid, kterĨ je 

schopen vļlenit svou T-DNA do DNA rostliny. 8, 9 Pouģit²m Ăhairy rootñbyl z²sk§n napŚ. 

shikonin z Lithospermum erythrorhizon nebo silymarin ze Silybum marianum. 7 



12 

 

Pro produkci rŢznĨch pŚ²rodn²ch l§tek se vyuģ²vaj² i Ăadventitious rootñ. Na rozd²l od Ăhairy 

rootñ rostou pomaleji a k jejich tvorbŊ z rŢznĨch tk§n² ļi org§nŢ je potŚeba rŢstovĨ hormon. 9 

 

Vakuoly 

Vakuoly netvoŚ² kultury, ale jsou izolov§ny z protoplastŢ. V rostlinn® buŔce se pod²lej² jednak 

na udrģov§n² vodn² bilance buŔky a turgoru, na uskladnŊn² z§sobn²ch a toxickĨch l§tek a 

nŊkter® vakuoly maj² podobnou funkci jako ģivoļiġn® lysozomy. 10 

Sloģen² obsahu vakuol je podm²nŊno mnoha faktory. Z§sobn² vakuoly jsou urļeny pŚedevġ²m 

k shromaģŅov§n² l§tek, kter® vznikaj² ļinnost² metabolismu. Ve vakuol§ch jsou tak pŚ²tomny 

nejen produkty prim§rn²ho metabolismu a z§sobn² l§tky, ukl§daj² se v nich i enzymy a 

sekund§rn² metabolity typick® pro pŚ²sluġnĨ organismus a xenobiotika. Tento typ vakuol tak 

br§n² buŔku pŚed moģnĨm neģ§douc²m ¼ļinkem sekund§rn²ch metabolitŢ a z§roveŔ jsou tyto 

l§tky chr§nŊny pŚed pŚedļasnou degradac². 11  

 

3.1.3. Vyuģit² kultur in vitro 

In vitro kultury rostlin jsou dnes pouģ²van® v zemŊdŊlstv² a v ŚadŊ dalġ²ch odvŊtv² (zahradnictv², 

lesnictv², rostlinn§ biologie a biotechnologie). Se znalost² zn§mĨch i novĨch metodik 

vyuģ²vaj²c²ch zejm®na genetick® inģenĨrstv² je moģn® z²skat rostliny, kter® jsou odolnŊjġ² vŢļi 

nepŚ²znivĨm podm²nk§m, maj² lepġ² vĨtŊģnost poģadovanĨch l§tek a lepġ² vlastnosti, jsou 

prost® onemocnŊn² a pouģiteln® pro genov® transformace. 7 

Rostliny obecnŊ vytv§Ś² Śadu farmakologicky zaj²mavĨch sekund§rn²ch metabolitŢ a jsou proto 

vyuģ²v§ny pro tvorbu tŊchto l§tek, kter® nelze jednoduġe pŚipravit synteticky. S ohledem na 

zvŊtġuj²c² se populaci stoupaj² i n§roky na vyuģit² zemŊdŊlsk® pŢdy potravin§ŚskĨmi, 

prŢmyslovĨmi i l®ļivĨmi rostlinami. Pouģit²m in vitro technik zahrnuj²c²ch rŢzn® typy kultur 

l®ļivĨch rostlin, ve spolupr§ci s dalġ²mi obory, by bylo moģn® z²skat nov® zdroje pro z²sk§v§n² 

vĨznamnĨch l§tek v dostateļn®m mnoģstv². V minulosti jiģ byla pŚipravena Śada tk§ŔovĨch a 

suspenzn²ch kultur produkuj²c²ch rŢzn® skupiny sekund§rn²ch metabolitŢ, kter® nal®zaj² vyuģit² 

nejen v medic²nŊ, ale tak® v potravin§Śstv² pro ¼pravu organoleptickĨch vlastnost². 9 

PŚi nastaven² spr§vnĨch podm²nek doġlo u Śady kultur ke zvĨġen² koncentrace nŊkterĨch 

metabolitŢ. Na druhou stranu u in vitro kultivace doch§z² i k poklesu produkce poģadovanĨch 
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l§tek zpŢsobenĨch vnitŚn²mi zmŊnami, kter® vedou k menġ²mu vĨtŊģku a zpomalen®mu rŢstu. 

Postupy vytvoŚen® k pŚekon§n² sn²ģen® biosynt®zy umoģŔuj² z²skat bunŊļn® linie, kter® maj² 

ide§ln² rŢstov® a produkļn² vlastnosti. Pouģ²vaj² se elicitory k navĨġen² tvorby l§tek nebo k 

usnadnŊn² uvolŔov§n² a z²sk§v§n² metabolitŢ k odblokov§n² negativn² zpŊtn® vazby. Tak® 

¼prava kultivaļn²ch podm²nek a sloģen² media mŢģe pŚispŊt ke zmŊnŊ obsahu l§tek. 8 Obsah 

vĨslednĨch metabolitŢ mŢģe bĨt navĨġen tak® pŚid§n²m jejich prekurzorŢ a enzymovĨ syst®m 

in vitro kultur mŢģe bĨt vyuģit i k biotransformaci dalġ²ch l§tek na nŊkter® poģadovan® 

slouļeniny. 12 K vyġġ² tvorbŊ sekund§rn²ch metabolitŢ tak® doch§z² sp²ġe u kultur s vŊtġ² 

organizovanost² tk§nŊ. Z toho dŢvodu se zamŊŚila pozornost i na kultury Ăhairyñ nebo 

Ăadventitious rootsñ. 

 

3.1.4. Sloģen² nutriļn²ch medi² 

Hlavn²m pŚedpokladem pro kultivaci rostlin v prostŚed² in vitro je zajiġtŊn² podm²nek, za 

kterĨch bude kultura schopna rŢstu a bude vykazovat poģadovan® vlastnosti. V souļasnosti je 

pouģ²v§na Śada medi², kter® mohou bĨt obmŊŔov§ny pro jednotliv® druhy rostlin ¼pravou 

koncentrace nebo zmŊnou urļit®ho rŢstov®ho faktoru nebo nŊkter®ho vitaminu. Mezi tato media 

patŚ² pŚedevġ²m MS (Murashige/ Skoog) 13, SH (Schenk/Hildebrandt) 14, Gamborg B5 15 a dalġ². 

Nutriļn² media obsahuj² urļitou koncentraci makroelementŢ, kter® jsou souļ§st² prim§rn²ch 

metabolitŢ tvoŚ²c²ch z§kladn² bunŊļn® struktury nebo se pod²lej² na bunŊļn® signalizaci a 

pŚenosu energie. 16 Mikroelementy jsou pak pŚev§ģnŊ kofaktory enzymŢ, kter® se ¼ļastn² 

oxidoredukļn²ch a metabolickĨch reakc². 17 Tyto l§tky jsou v§z§ny ve formŊ anorganickĨch 

sol². KromŊ nich jsou v medi²ch zastoupeny i organick® sloģky jako vitaminy nebo myo-

inositol, stimuluj²c² rŢst u vŊtġiny rostlin, a sacharidy jako zdroj energie a uhl²ku. Do medi² jsou 

pŚid§v§ny i nŊkter® L-aminokyseliny pro lepġ² rŢst, zejm®na suspenzn²ch a protoplastovĨch 

kultur. 18, 19 

Podstatnou souļ§st² nutriļn²ch medi² jsou rŢstov® hormony, kter® se liġ² svĨm vlivem na rŢst a 

vĨvoj rostlin. Mezi hormony s pŚev§ģnŊ pozitivn²m vlivem na rŢst se Śad² pŚedevġ²m auxin 

(Ç-indolyloctov§ kyselina), cytokininy (kinetin) a gibereliny, mezi inhibiļn² patŚ² kyselina 

abcisov§ (ABA) nebo ethylen. Jednotliv® skupiny hormonŢ se mohou liġit m²stem a rozsahem 

¼ļinku, kterĨ je z§vislĨ na pouģit® koncentraci. Od tŊchto hormonŢ byla odvozena Śada dalġ²ch 

l§tek, kter® se pouģ²vaj² jako rŢstov® regul§tory v nutriļn²ch medi²ch (2,4-dichlorfenoxyoctov§ 
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kyselina, 6-benzylaminopurin). 18, 19, 20 PomŊr a koncentrace l§tek pak mŢģe pŚ²znivŊ pŢsobit 

na tvorbu organizovan® tk§nŊ nebo kalusu.  

Samotn® in vitro kultury mohou bĨt pŊstov§ny na pevnĨch nosiļ²ch ļ§steļnŊ ponoŚenĨch do 

ģivn®ho media nebo jako bunŊļn® suspenze pŚ²mo v tekut®m mediu. D§le se pouģ²v§ agar, kterĨ 

vytv§Ś² v z§vislosti na pouģit® koncentraci tuhĨ aģ polotuhĨ gel. 18, 19 

KromŊ sloģen² medi², pŢsob² na kultury i dalġ² faktory jako jsou svŊteln® podm²nky, kter® 

mohou ovlivnit rŢst a produkci kultur v z§vislosti na vlnov® d®lce a intenzitŊ svŊtla, dobŊ jeho 

pŢsoben² a typu kultury. 21 NŊkter® rostlinn® kultury vyģaduj² pŊstov§n² za ochrany pŚed 

svŊtlem, napŚ. bunŊļn§ suspenze Beta vulgaris. 22 Kultivaļn² m²stnosti bĨvaj² upraveny tak, aby 

bylo moģn® uchov§vat kultury pŚi stabiln² teplotŊ vŊtġinou kolem 25 ÁC. 23 V z§vislosti na 

rostlinŊ a zpŢsobu jej² kultivace mŢģe zmŊna teploty podpoŚit rŢst kultury a tvorbu 

sekund§rn²ch metabolitŢ. 24 Pro zachov§n² rozpustnosti sol² a udrģen² optim§ln²ho prostŚed² pro 

rŢst bunŊk je zapotŚeb² udrģen² vhodn®ho pH ģivn®ho media. 4 Hodnota pH bĨv§ v z§vislosti na 

kultuŚe nastavena na 5,5 aģ 6,0, ale mŢģe se mŊnit bŊhem autokl§vov§n². 19 

In vitro kultury, kter® jsou pŊstov§ny v baŔk§ch pŚ²mo v tekut®m mediu, bĨvaj² umisŠov§ny na 

rollery nebo shakery zajiġŠuj²c² jejich permanentn² pohyb. U suspenzn²ch kultur se tak zamez² 

jejich sedimentaci a cirkulace podporuje homogenitu suspenze. Medium samotn® je potom 

pohybem provzduġŔov§no a tak® doch§z² k rovnomŊrnŊjġ²mu rozdŊlen² nejen ģivin, ale i 

produktŢ poch§zej²c²ch z kultur. 4 

 

3.2. Elicitace a stres u rostlin 

3.2.1. Reakce na stres 

In vitro rostlinn® kultury jsou schopny produkovat metabolity s rŢznĨmi vlastnostmi, ale 

mnoģstv² z²skanĨch l§tek bĨv§ menġ² neģ u rostlin rostouc²ch in vivo. řada sekund§rn²ch l§tek 

je tvoŚena k ochranŊ rostlin pŚed stresem, v minulosti tak byly vyzkouġeny postupy simuluj²c² 

nepŚ²zniv® podm²nky. U nŊkterĨch kultur doġlo ke zvĨġen² biosynt®zy, nicm®nŊ tato produkce 

je zŚ²dkakdy pouģiteln§ v praktick®m mŊŚ²tku. VĨjimku pŚedstavuje v souļasnosti diterpen 

taxol z bunŊļnĨch kultur rodu Taxus a shikonin z kultur L. erythrorthizon. Pomoc² studia 

vnŊjġ²ch podm²nek a procesŢ pod²lej²c²ch se na synt®ze sekund§rn²ch metabolitŢ se daj² z²skat 

informace, kter® mohou vysvŊtlit pŚ²sluġn® mechanismy na rŢznĨch syst®movĨch ¼rovn²ch. 25 
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Prvn² reakc² na stres abiotick®ho (vliv prostŚed²) nebo biotick®ho (vliv organismŢ a jejich 

produktŢ) pŢvodu, je vyvol§n² sign§lu, kterĨ pŚiprav² rostlinu na zmŊnu metabolismu. Pokud je 

pŢsob²c² vliv v r§mci tolerance, doch§z² k utuģen² odolnosti, nicm®nŊ pŚi pŚekroļen² limitu 

bude rostlina poġkozena. I trval® zmŊny lze postupnŊ opravit, pokud nedoġlo k takov®mu 

naruġen², ģe je vĨhodnŊjġ² se zbavit poġkozenĨch org§nŢ. PŚi dlouhodob®m pŢsoben² 

extr®mn²ch vlivŢ pak vŊtġinou doch§z² k z§niku organismu. U v²celetĨch rostlin tak existuj² 

mechanismy, kter® umoģŔuj² pŚeģ²t opakuj²c² se stres v r§mci stŚ²d§n² roļn²ch obdob². Na 

rostlinu mŢģe pŢsobit v²ce stresovĨch podm²nek najednou, coģ vyģaduje aktivaci i v²ce 

obrannĨch mechanismŢ, kter® vytv§Ś² komplexn² ochranu. 26 

 

3.2.2 AbiotickĨ stres  

Fyzik§ln²m faktorem, kterĨ mŢģe zpŢsobit abiotickĨ stres, je napŚ. teplota, kdy rŢst a vĨvoj 

rostlin prob²h§ v urļit®m optim§ln²m intervalu. Mimo toto rozmez² doch§z² k poruġe funkce 

bunŊļnĨch membr§n a b²lkovin. Rostlina se mŢģe v z§vislosti na n²zk® ļi vysok® teplotŊ br§nit 

tvorbou Ăcoldñ nebo Ăheat-inducedñ proteinŢ, ¼pravou lipidov®ho metabolismu a sloģen² 

membr§n a dalġ²mi mechanismy. 27 

Mezi dalġ² vĨznamn® zdroje poġkozen² patŚ² z§Śen². Rostliny jsou dennŊ vystaveny z§Śen² o 

rŢzn® vlnov® d®lce; nŊkter® sloģky sluneļn²ho z§Śen² jsou nezbytn® pro fotosyntetickou 

aktivitu, jin® jako g-radiace o vysok® energii v z§vislosti na d§vce mohou zpŢsobit rŢzn® 

poġkozen² aģ smrt. U Centella asiatica doġlo k ¼tlumu tvorby biomasy po oz§Śen² g-z§Śen²m 

d§vkou LD50. Na druhou stranu doġlo k n§rŢstu obsahu flavonoidŢ a malondialdehydu jako 

indik§toru vznikaj²c²ch volnĨch radik§lŢ 28, zat²mco tvorba nŊkterĨch anthocyaninŢ v Malva 

sylvestris byla indukov§na UV-B z§Śen²m. 29 

ĻastĨm abiotickĨm stresem bĨv§ i porucha osmotick® rovnov§hy vlivem sucha, zasolen² pŢdy 

nebo teplot pod bodem mrazu. 30 NepŚ²zniv® podm²nky aktivuj² pŚ²sluġn® sign§ln² dr§hy 

zahrnuj²c² ABA a synt®zu proteinŢ, kter® maj² za ¼kol chr§nit buŔku pŚed dalġ²m poġkozen²m. 

Nerovnov§ha v osmotick®m tlaku a turgoru je nejprve stabilizov§na d²ky ļinnosti iontovĨch 

kan§lŢ a n§slednŊ pomoc² metabolitŢ s osmotickĨmi vlastnostmi. 30 

FyziologickĨ stav rostlin je tak® ovlivnŊn sloģen²m pŢdy; Śada mikroprvkŢ (Fe, Mn, Cu, Zn) 

mŢģe m²t v nadmŊrn®m mnoģstv² negativn² dopad na rŢst organismu. Mezi prvky, kter® mohou 

vyvolat stres, patŚ² i Cd, Pb, Ni nebo Al. Jejich vstŚeb§v§n² se pravdŊpodobnŊ dŊje pomoc² 
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transportn²ch syst®mŢ pro jin® ionty a rostlinnĨ organismus je nerozliġ². 27, 31 Tyto prvky mohou 

naruġit ļinnost enzymŢ, coģ se projev² napŚ. zakrslĨm rŢstem koŚenŢ, ve kterĨch se hromad². 

Z koŚenov®ho syst®mu mohou pak bĨt transportov§ny do zbytku rostliny. 27 

Rostliny mohou vytv§Śet na svoji ochranu organick® l§tky, kter® na sebe v§ģ² kovy a/nebo je 

vyluļuj² zpŊt do pŢdy pomoc² pump. U adaptovanĨch rostlin doch§z² napŚ. ke zvĨġen® produkci 

a sekreci rŢznĨch organickĨch kyselin aniontovĨmi kan§ly do pŢdy, kde pevnŊ v§ģ² Al3+. V 

Melastoma malabathricum nebo listech Fagopyrum Al 3+ tvoŚ² komplexy s kyselinami uvnitŚ 

jejich bunŊk. 31 Koncentrov§n² tŊģkĨch kovŢ mŢģe prob²hat i u dalġ²ch druhŢ a jejich pŚesun 

zajiġŠuj² rŢzn® chelataļn² l§tky, napŚ. metallothioneiny a fytochelatiny. Tyto peptidy obsahuj² 

rŢznĨ poļet molekul cysteinu, jehoģ sirn§ skupina mŢģe poutat Śadu tŊģkĨch kovŢ. 

Metallothioneiny tak® funguj² jako chaperony, staraj² se o spr§vn® sloģen² enzymŢ a um²stŊn² 

prvku v enzymu. Fytochelatiny vznikaj² v cytosolu jako reakce na vĨskyt iontŢ uvnitŚ buŔky a 

transportuj² je do vakuol, kde jsou v§z§ny kyselinami. 27, 31  

 

3.2.3. BiotickĨ stres 27 

BiotickĨ stres v r§mci alelopatie vznik§ jako dŢsledek interakce rostliny s jinĨm druhem nebo 

jeho produktem. Mezi bl²zko rostouc²mi rostlinami mŢģe doch§zet ke kompetici o zdroje vody, 

ģivin a svŊtla. PŢsoben² sekund§rn²ch metabolitŢ mezi rostlinami z§vis² na mnoģstv² ¼ļinn® 

l§tky a jej²m rozptĨlen² do okol² rostliny. Jednou z l§tek, kter§ negativnŊ ovlivŔovala rŢst 

dalġ²ch druhŢ, byl juglon uvolŔovanĨ mikrobi§ln²m ġtŊpen²m z listŢ Juglans regia. 

Rostliny jsou tak® napad§ny Śadou patogenŢ, a proto vyvinuly Śadu mechanismŢ zastavuj²c²ch 

ġ²Śen² infekce. Tyto mechanismy se aktivuj² produkty poch§zej²c²mi pŚ²mo z patogenŢ 

(oligomery chitinu, glykoproteiny hub) nebo l§tkami uvolŔovanĨmi z poġkozenĨch rostlinnĨch 

stŊn (oligogalakturonany). Tyto l§tky pŚes receptor spouġt² sign§ln² kask§du vedouc² k synt®ze 

specifickĨch l§tek nebo k tvorbŊ ROS (superoxid) a dalġ²ch l§tek dŢleģitĨch v bunŊļn® 

signalizaci (kyselina jasmonov§). 

V r§mci obrann® reakce se mohou vytv§Śet Ăpathogenesis-related proteinsñ a ġirok® spektrum 

jednoduġġ²ch l§tek z rŢznĨch skupin, jejichģ koncentrace mŢģe bĨt konstitutivn², ale 

pŚ²tomnost² patogenu se zvyġuje. Tyto l§tky (alkaloidy, terpeny, flavonoidy) tak tvoŚ² skupinu 

fytoncidŢ (inhibitinŢ). VĨznamnou skupinou sekund§rn²ch metabolitŢ jsou fytoalexiny, kter® 
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vznikaj² aģ bŊhem infekce. Popsan® jsou zejm®na isoflavony z ļeledi Fabaceae, diterpeny 

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

 

3.2.4. Elicitace 

Elicitor se d§ definovat jako l§tka nebo jev rŢzn® povahy, kterĨ je schopen vyvolat 

fyziologickou odpovŊŅ u konkr®tn²ho organismu. U rostlin to mŢģe bĨt Śada slouļenin, kter® 

jsou produkty nejen patogenŢ, ale i l§tky rostlinou pŚ²mo vytv§Śen® v m²stŊ napaden². 32 Jako 

reakci na tyto slouļeniny mŢģe rostlina produkovat vĨġe zm²nŊn® fytoalexiny, kter® se ¼ļastn² 

obrany proti nŊkterĨm n§kaz§m. PŚed zah§jen²m pŚ²sluġnĨch mechanismŢ mus² doj²t k interakci 

mezi elicitorem a jeho pŚ²sluġnĨm receptorem, kterĨ se nach§z² na plasmatick® membr§nŊ nebo 

uvnitŚ buŔky. ZmŊna konformace receptoru nebo indukce receptorovĨch kinas pot® pŚes 

efektory spust² pŚ²sluġnou sign§ln² kask§du, kter§ vede aģ k vlastn²mu zah§jen² obrann® reakce 

produkc² pŚ²sluġnĨch molekul. 25 

Kontakt mezi elicitorem (sign§lem) a receptorem je z§sadn²m bodem mechanismu bunŊļn® 

odpovŊdi a byla provedena Śada analĨz k objasnŊn² struktury obou akt®rŢ. Pro elicitory hub 

byla nalezena analoga, kter§ maj² stejnĨ ¼ļinek a zahrnuj² rŢzn® sacharidov® struktury (chitin), 

peptidy a proteiny, l§tky zaloģen® na struktuŚe lipidŢ, vļetnŊ fragmentŢ tŊchto l§tek. Tyto 

elicitory (chitin, chitosan, Ç-glukan) se uplatŔuj² u v²ce druhŢ rostlin a mŢģe tak pro nŊ 

teoreticky existovat obecnĨ receptor. 25 

EfektorŢ v§zanĨch na receptory existuje v²ce typŢ a zahrnuj² rŢzn® iontov® kan§ly, G-proteiny 

a proteinkinasy. Ty spouġt² signalizaci pomoc² tzv. druhĨch poslŢ, kteŚ² d§le ġ²Ś² sign§ln² 

kask§du. Aktivac² receptorŢ doch§z² k reverzibiln² fosforylaci nebo defosforylaci proteinŢ na 

membr§nŊ a v cytoplasmŊ, k vzestupu cytosolick®ho Ca2+, k depolarizaci membr§ny a pŚesunu 

dalġ²ch iontŢ pŚes membr§nu vedouc² ke sn²ģen² pH uvnitŚ buŔky, aktivaci mitogenem 

aktivovanĨch protein kinas (MAPK), NADPHoxidasy s n§slednou tvorbou reaktivn²ch forem 

kysl²ku (ROS), k expresi genŢ ran® obrany, tvorbŊ ethylenu a jasmonov® kyseliny (JA), 

k expresi genŢ pozdn² obrany a biosynt®ze sekund§rn²ch metabolitŢ. Jednotliv® dr§hy mohou 

prob²hat vedle sebe nebo se kŚ²ģit a v®st k rŢznĨm odpovŊd²m. 25 

Samotn§ elicitace a produkce sekund§rn²ch metabolitŢ je ovlivnŊna Śadou rŢznĨch faktorŢ, 

jednak charakterem pouģit®ho elicitoru, jeho koncentrac²/intenzitou a dobou pŢsoben². Vliv 

pot® samozŚejmŊ m§ i samotn§ rostlinn§ kultura a jej² st§Ś². 33 
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3.2.5. Vanad a slouļeniny vanadu 

Toxicita vanadu a jeho slouļenin spoļ²v§ v negativn²m ovlivnŊn² rŢznĨch enzymŢ (ATPas, 

proteinkinas, ribonukleas a fosfatas). Zasahuj² tak® do ļinnosti enzymŢ, kter® ovlivŔuj² 

genetickou informaci a mohou zpŢsobit jej² poġkozen² a tvorbu mutac². Nicm®nŊ inhibice 

protein-fosfotyrosinov® fosfatasy (PTP) d²ky podobnosti orthovanad§tu s orthofosf§tem mŢģe 

m²t pozitivn² vliv na cukernĨ metabolismus a sn²ģen² inzulinov® rezistence u ļlovŊka. Negativn² 

vliv vanadu a jeho deriv§tŢ na bunŊļnĨ cyklus a genetickou informaci byl tak® vyzkouġen na 

lini²ch rakovinnĨch bunŊk. Tato aktivita byla ale z§visl§ na druhu pouģitĨch bunŊk, typu 

slouļeniny a jej² koncentrace. 34 

Pozornost na pŚ²tomnost vanadu v ģivĨch organismech se soustŚedila pot®, co byl objeven 

v nŊkterĨch moŚskĨch druz²ch, kter® ho vyuģ²vaj² jako souļ§st svĨch enzymŢ. Jedn§ se o 

vanadov® nitrogenasy a na vanadu z§visl® haloperoxidasy (V-HPO). Prvn² se nach§zej² 

v bakteri²ch, kter® v§ģ² dus²k a mŊn² ho na amoniak. Tyto enzymy se nach§zej² u 

mikroorganismŢ vyskytuj²c²ch se v prostŚed² chud®m na molybden. V-HPO byly nalezeny 

v ġirġ²m spektru organismŢ, jako Śasy a houby. Halogenovan® organick® slouļeniny (terpeny, 

indoly, fenoly) jsou pak z vŊtġiny produkov§ny moŚskĨmi organismy, jako jsou Śasy z ļeledi 

Rhodophyceae a vĨznamnou roli hraje pŚedevġ²m na vanadu z§visl§ bromoperoxidasa, kter§ se 

nal®z§ i u nŊkterĨch liġejn²kŢ. 35 

V pŢdŊ se jeho mnoģstv² pohybuje kolem 150  mg/g, ale v m²stech tŊģby vanadu jsou tyto 

hodnoty zvĨġeny. PŚ²tomnost vanadu se negativnŊ projevila v celkov®m vzrŢstu rostlin pŚi 

porovn§n² s druhy, kter® rostly ve vzd§lenŊjġ²ch oblastech od m²sta tŊģby, kde byla rovnŊģ 

nalezena niģġ² koncentrace tohoto prvku. 36 Vyġġ² koncentrace v koŚenech ve srovn§n² s dalġ²mi 

org§ny byly namŊŚeny u hydroponickĨch kultur Brassica campestris ssp. chinensis var. 

parachinensis a Solanum lycopersicum. U tŊchto rostlin mŊl vanad ve vyġġ²ch koncentrac²ch 

negativn² vliv na celkovĨ stav rostliny. 37 

RŢzn® slouļeniny vanadu byly jiģ testov§ny jako elicitory na rŢznĨch kultur§ch ke zvĨġen² 

produkce nŊkterĨch alkaloidŢ, saponinŢ a ovlivnily tak® fenylalaninlyasu pod²lej²c² se na 

synt®ze flavonoidŢ. 38, 39, 40 
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3.3. Trifolium pratense L. ï Jetel luļn² 

3.3.1. Z§kladn² charakteristika 41 

Trifolium pratense (PŚ²loha 1.; s. 1) z ļeledi Fabaceae dorŢst§ vĨġky od 20 do 50 cm a na jeho 

lodyze se nach§zej² typick® Śap²kat®, trojļetn® listy. Drobn® kvŊty tvoŚ² hl§vku a skl§daj² se 

z bŊlozelen®ho nebo naļervenal®ho kalichu. Korunn² l²stky maj² svŊtle karm²novou, masovŊ 

rŢģovou barvu (vyskytuj² se i svŊtlejġ² nebo b²l® varianty), kter® tvoŚ² typickou motĨlovitou 

korunu. T. pratense se vyskytuje pŚedevġ²m v EvropŊ, Severn² Africe a Asii na louk§ch a 

pastvin§ch, ale je moģn® tuto rostlinu nal®zt i v Severn² a Jiģn² Americe a na dalġ²ch m²stech. 

 

3.3.2. Obsahov® l§tky 

T. pratense obsahuje kromŊ typickĨch isoflavonŢ i dalġ² typy sekund§rn²ch metabolitŢ. 

AnalĨzou 57 druhŢ T. pratense pomoc² UPLC (Ultra-Performance Liquid Chromatography) 

byl zjiġtŊn obsah fenolickĨch kyselin, klovamidu, flavonoidŢ a isoflavonŢ. 42 Nejvyġġ² 

koncentrace celkovĨch isoflavonŢ byly namŊŚeny v listech, stonku a koŚenech v porovn§n² 

s kvŊtem. Obsah sekund§rn²ch metabolitŢ byl z§vislĨ na lokalitŊ sbŊru a v testovanĨch 

org§nech byly zastoupeny jednotliv® isoflavony v rŢzn® koncentraci. U nŊkterĨch rostlin 

stanovovan® isoflavony nebyly pŚ²tomny. 43 KromŊ isoflavonŢ jako je genistein, daidzein a 

jejich methylderiv§tŢ, se v T. pratense nach§zej² i dalġ² typy (irilin, orobol, texasin). Tyto 

aglykony se vyskytuj² i ve formŊ glykosidu, kterĨ mŢģe bĨt v rŢzn® m²Śe acylov§n kyselinou 

octovou nebo jableļnou. 44 Z flavonoidŢ byl ve vodnĨch extraktech identifikov§n kempferol, 

apigenin, luteolin, zat²mco jejich glukosidy spoleļnŊ s  kvercetinem-3-glukosidem byly 

nalezeny v ethylacet§tov®m extraktu. 45 V kvŊtech extrahovanĨch ethanolem byl jako hlavn² 

flavonoid nalezen flavon luteolin a v niģġ² koncentraci tak® flavonoly kempferol a myricetin. 46 

KvŊty tak® obsahovaly procyanidinov® polymery. 47  

T. pratense mŢģe obsahovat i kyanogenn² glykosidy. V rodu Trifolium jsou pŚ²tomny linimarin 

a lotaustralin; pŚi analĨze rostlin z rŢznĨch oblast² byly nalezeny rostliny s pouze jedn²m nebo 

ģ§dnĨm kyanogenn²m glykosidem. PŚi srovn§n² s T. repens (jetel plazivĨ) se u vzorkŢ jetele 

luļn²ho vyskytovaly kyanogenn² glykosidy m®nŊ ļasto a i jejich koncentrace byly niģġ². 48 

V standardizovan®m extraktu z²skan®m z T. pratense a zkouġen®m v druh® klinick® f§zi byla 

tak® zjiġtŊna pŚ²tomnost nŊkterĨch kumarinŢ, jako dafnoretin, fraxidin, kumestrol, skopoletin a 

xanthotoxol. 49 
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V koŚenech byly identifikov§ny l§tky, kter® jsou souļ§st² jetelov® silice a pŢsobily jako 

atraktanty (methylbenzo§t, E-2-hexenal) nebo odpudivŊ (limonen) na Hylastinus obscurus 

Marsham (lĨkohub jetelovĨ) napadaj²c² koŚeny. 50 KromŊ tŊchto tŚ² l§tek byli v koŚenov®m 

extraktu pops§ni dalġ² z§stupci silic, kteŚ² na chov§n² H. obscurus nemŊli vliv jako benzaldehyd, 

acetofenon, dekanal, Ŭ-pinen a dalġ². 51 Sloģen² silice v zelenĨch ļ§stech rostliny bylo 

studov§no s ohledem na vyuģit² T. pratense jako krmiva. V ļerstv® a suġen® rostlinŊ byly 

nejv²ce zastoupeny terpeny, alkoholy a ketony, zat²mco v sil§ģi se nach§zely pŚev§ģnŊ estery a 

nŊkter® mastn® kyseliny. Z konkr®tn²ch z§stupcŢ byly v ļerstv®m T. pratense pops§ny l§tky 

jako 3-methyl-1-butanol, Ç-farnesen, (z)-Ç-karyofyllen a Śada dalġ²ch. 52 

U T. pratense byly v koŚenech pops§ny tak® triterpenick® saponiny. 53 V semenech jetele 

luļn²ho a dalġ²ch poddruhŢ byly v rŢzn® m²Śe zastoupeny pŚedevġ²m soyasaponin I, 

astragalosid VII a dalġ² dva glykosidy. 54 

 

3.3.3. Pouģit² 

Rod Trifolium s v²ce jak 300 druhy patŚ² mezi vĨznamn® uģitkov® rostliny jak z pohledu 

hospod§Śsk®ho, tak medic²nsk®ho. RŢzn® druhy byly pouģ²v§ny pŚi l®ļen² intern²ch a koģn²ch 

chorob jako souļ§st tradiļn² medic²ny v EvropŊ, na Bl²zk®m VĨchodŊ, v Indii i Severn² 

Americe. Rostlinn® pŚ²pravky se aplikovaly vnitŚnŊ proti kaġli, bolesti, z§cpŊ a lok§lnŊ na kŢģi 

pŚi ekz®mu a psori§ze. 55 

T. pratense a jeho extrakty jsou d²ky obsahu isoflavonŢ dnes pouģ²v§ny pŚi pot²ģ²ch spojenĨch 

s menopauzou. Meta-analĨza, kter§ se zabĨvala ¼ļinkem extraktŢ proti n§valŢm horka, 

uk§zala, ģe u zkouman® skupiny doġlo ke sn²ģen² vĨskytu tohoto pŚ²znaku. Studie bohuģel 

nepŚinesla pŚ²mou odpovŊŅ na klinickou vyuģitelnost nebo na vĨskyt potencion§ln²ch 

neģ§douc²ch ¼ļinkŢ pŚi dlouhodob®m pod§v§n². 56 U extraktu z jetele luļn²ho byla rovnŊģ 

testov§na afinita k opioidn²m receptorŢm m a d. Extrakt, kterĨ obsahoval 30 % isoflavonŢ, 

vykazoval aktivitu k obŊma receptorŢm, coģ by mohlo vysvŊtlovat nŊkter® pozitivn² ¼ļinky 

proti pŚ²znakŢm spojenĨch s menopauzou (ovlivnŊn² teploty, n§lad). 57  

Pouģit² a ¼ļinnost extraktu MF11RCE z T. pratense jako dalġ² moģnosti ke klasick® hormon§ln² 

terapii bylo c²lem randomizovan®, dvojitŊ zaslepen® studie s pod§v§n²m placeba u 

postmenopauz§ln²ch ģen z Ekv§doru. VĨsledek studie uk§zal, ģe pŚ²pravek s obsahem 
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isoflavonŢ zlepġil stav poġevn² sliznice a oproti kontrole se sn²ģil i poļet ģen, kter® trpŊly 

nŊkterĨmi pŚ²znaky jako dyspareuni². 58 

Brandli a kol., kteŚ² se zabĨvali problematikou vyuģit² T. pratense pŚi l®ļbŊ benign² hyperplazie 

prostaty zjistili, ģe jak ļist® l§tky, tak i isoflavony z²skan® z pŚ²pravku s jetelovĨm extraktem 

tlumily indukovanou kontraktilitu svaloviny potkan² prostaty. Genistein, formonetin 

a biochanin A byly nej¼ļinnŊjġ²mi l§tkami, bohuģel pŢsobily aģ v koncentrac²ch, kter® by 

nemusely bĨt v klinick®m pouģit² bezpeļn®. 59 V dalġ²ch experimentech byla pops§na i inhibice 

angiogeneze 60 a antiflogistickĨ ¼ļinek 61 jetelov®ho extraktu a v nŊm obsaģenĨch isoflavonŢ 

na rŢzn® modelov® tk§nŊ a zv²Śata. 

 

3.4. Genista tinctoria L.ï Kruļinka barv²Śsk§ 

3.4.1. Z§kladn² charakteristika 

Rod Genista, kterĨ tak® patŚ² do ļeledi Fabaceae zahrnuje okolo 87 druhŢ rostlin. G. tinctoria 

(PŚ²loha 2.; s. 1) je keŚ aģ polokeŚ dosahuj²c² vĨġky do jednoho metru, se ģlutŊ zbarvenĨm 

kvŊtenstv²m. Roste na svŊtlĨch prostranstv²ch na ¼zem² Evropy a v nŊkterĨch ļ§stech Ruska a 

StŚedn² Asie. 62 V Ļesk® republice je ji moģn® nal®zt v n²ģin§ch a v nŊkterĨch n²ģe poloģenĨch 

oblastech hor. 63 

3.4.2. Obsahov® l§tky 

V G. tinctoria se nach§z² Śada sekund§rn²ch metabolitŢ, zejm®na l§tky ze skupiny polyfenolŢ. 

Z jednoduchĨch fenolovĨch slouļenin obsahuje kyselinu k§vovou, chlorogenovou, ferulovou 

nebo p-kumarovou. Z§stupci sloģitŊjġ²ch polyfenolŢ jsou pŚedevġ²m flavonoidy (apigenin, 

luteolin, glykosidy kvercetinu) 64 a isoflavony (genistein, daidzein a jejich 7-O-glukosidy, 

formonetin). 65 PŚi srovn§n² obsahu jednotlivĨch isoflavonŢ mezi rŢznĨmi druhy byl zjiġtŊn 

vyġġ² obsah glukosidŢ genistinu, daidzinu a jejich aglykonŢ v G. tinctoria oproti G. sagittalis 

(k. kŚ²dlat§), kter§ obsahovala methylderiv§ty ononin a formonetin. 66  

G. tinctoria obsahuje tak® chinolizidonov® alkaloidy jako cytisin (0,7 ï 0,8 %) 62, baptifolin, 

lupanin, anagyrin 67 a tak® spartein 68. Obsah alkaloidŢ se mŢģe mŊnit v prŢbŊhu roku a bĨt 

z§vislĨ na lokalitŊ sbŊru. 

G. tinctoria mŢģe bĨt pŊstov§na i v podm²nk§ch in vitro, kde doch§z² k urļitĨm zmŊn§m 

sekund§rn²ho metabolismu. V kalusovĨch a suspenzn²ch kultur§ch doch§zelo k poklesu obsahu 
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chinolizidinovĨch alkaloidŢ ve srovn§n² s volnŊ rostouc²mi rostlinami, mezi pŚ²tomnĨmi 

alkaloidy dominoval lupanin. 69 Naopak u kalusovĨch kultur byl zaznamen§n n§rŢst estrogennŊ 

pŢsob²c²ch isoflavonŢ oproti norm§lnŊ pŊstovanĨm druhŢm. 70 U rodu Genista byly rovnŊģ 

pops§ny l§tky typu triterpenickĨch saponinŢ (G. ulicina) 71 a silic (G. tinctoria). 72 

 

3.4.3. Pouģit² 

Z historick®ho hlediska se G. tinctoria pouģ²vala v  barv²Śsk®m prŢmyslu a tak® v tradiļn² 

medic²nŊ. K barven² l§tek (pl§tna a vlny) byly vyuģ²v§ny kvŊty s typickou ģlutou barvou, kterou 

d§vaj² obsaģen® flavony jako luteolin a apigenin, isoflavon genistein a jejich glykosidy. 73 

V It§lii byla pouģ²v§na v lidov®m l®ļitelstv² 74 jako diuretikum a laxativum, ale i jako emetikum 

ve formŊ n§levu ze semen, zat²mco v Bulharsku z nadzemn² ļ§sti rostliny. 75 Kruļinka barv²Śsk§ 

se uv§d² jako l®ļiv§ rostlina i v oblasti z§padn²ho StŚedomoŚ² a Turecka, kde se pouģ²v§ n§lev 

z kvŊtŢ k proļiġtŊn² organismu. 76 

V souļasn® dobŊ byl studov§n napŚ. vliv methanolovĨch extraktŢ z G. tinctoria a G. sessifolia 

na ochranu plasmidov® DNA pŚed UV z§Śen²m a ROS. 77 Genistein obsaģenĨ v rodu Genista 

mŢģe hr§t roli pŚi l®ļbŊ diabetu 78 a dalġ² druhy byly testov§ny napŚ. pro ulceroprotektivn² 

aktivitu (G. rumelica). 79 

G. tinctoria se v Ļesk® republice nach§z² na seznamu rostlin zak§zanĨch pŚi vĨrobŊ potravin 

80, ale existuj² pŚ²pravky ve formŊ suġen® nati, kter® jsou urļeny pro nikotinovou odvykac² kŢru. 

Cytisin d²ky urļit® podobnosti s nikotinem 81, 82 pŢsob² jako ļ§steļnĨ agonista na nikotinovĨch 

receptorech a tlum² abstinenļn² pŚ²znaky. Bylo provedeno i nŊkolik studi², z nichģ vyplynulo, 

ģe mŢģe zlepġit proces odvyk§n², pŚiļemģ jeho analog dosahoval lepġ²ch ¼ļinkŢ. 83, 84 

 

3.5. Flavonoidy  

3.5.1. Z§kladn² charakteristika  

Flavonoidy jsou jednou z nejrozġ²ŚenŊjġ²ch skupin sekund§rn²ch metabolitŢ s v²ce neģ 6500 

popsanĨmi l§tkami 85 a Śad² se mezi polyfenolov® slouļeniny. Jejich struktura vych§z² 

z nejjednoduġġ²ho flavanov®ho skeletu (PŚ²loha 3.; s. 1; 2-fenylchroman, 2-fenylbenzopyran), 

kterĨ je tvoŚen pyranovĨm kruhem C a dvŊma fenolickĨmi kruhy A a B liġ²c²mi se 

biosyntetickĨm pŢvodem. Na tomto skeletu mŢģe doch§zet k rŢznĨm strukturn²m, substituļn²m 



23 

 

a oxidoredukļn²m obmŊn§m, z ļehoģ vyplĨv§ velkĨ poļet odvozenĨch l§tek. 86 Podle polohy 

fenylu na kruhu C jsou rozliġov§ny isoflavany (3-fenylchroman) a neoflavany (4-

fenylchroman). Dalġ² podskupinou jsou prekurzory flavanonŢ chalkony, kter® maj² otevŚenĨ 

kruh C 86 a aurony. V r§mci kaģd® podskupiny mohou bĨt jednotliv® flavonoidy na rŢznĨch 

m²stech d§le obmŊŔov§ny hydroxylac², methoxylac², glykosidac² a acylac² glykosidu. 

Glykosidace patŚ² mezi mechanismy, kter® slouģ² ke zvĨġen² rozpustnosti flavonoidn²ho 

aglykonu a chr§n² rostlinnou buŔku pŚed moģnĨmi neģ§douc²mi ¼ļinky tŊchto l§tek. U 

flavonoidŢ jsou nejļastŊji pŚ²tomn® O-glykosidy s nŊkterĨmi monosacharidy, jako je glukosa, 

galaktosa, rhamnosa, arabinosa nebo xylosa v§zan® Ç-glykosidickou vazbou. Mezi disacharidy 

se Śad² napŚ. rutinosa (6-O-Ŭ-L-rhamnosyl-D-glukosa) nebo neohesperidosa (6-O-Ŭ-L-

rhamnosyl-D-glukosa).  

Flavonoidy mohou bĨt v z§vislosti na pŚ²tomnosti asymetrick®ho uhl²ku opticky aktivn². 

S ohledem na strukturu se tak jedn§ pŚedevġ²m o ty podskupiny flavonoidŢ, kter® nemaj² 

dvojnou vazbu mezi C-2 a C-3. Nicm®nŊ neaktivn² aglykony mohou z²skat optickou aktivitu 

glykosidac², kdy je pŚipojen na jejich molekulu sacharid a vŊtġina flavonoidn²ch glykosidŢ pak 

st§ļ² rovinu polarizovan®ho svŊtla doleva. 87 

 

3.5.2. Biosynt®za flavonoidŢ a isoflavonŢ 88  

Biosynt®za flavonoidŢ je v souļasnosti relativnŊ dobŚe prostudov§na. Biosynt®zy se ¼ļastn² 

Śada enzymŢ, kter® spadaj² pŚev§ģnŊ do tŚ² skupin: P450 hem-dependentn² monooxygenasy, 

NADPH dependentn² reduktasy a 2-oxoglutar§t dependentn² dioxygenasy (2OGD). Na synt®ze 

se pod²lej² i transferasy a dalġ² enzymy s rŢznou aktivitou. 

Samotn§ biosynt®za (PŚ²loha 4; s. 2) vych§z² ze dvou l§tek, kter® vznikaj² z prim§rn²ho 

metabolismu. Prvn² l§tkou je fenylalanin (I), kterĨ poch§z² z metabolick® dr§hy kyseliny 

ġikimov® (produkt biosyntetick® reakce fosfoenolpyruv§tu a erythrosy-4-fosf§tu). Druhou 

nezbytnou l§tkou je malonyl-CoA (V), kterĨ je produktem acet§tov®ho metabolismu. 

Z fenylalaninu je enzymem fenylalanin amonium lyasou (PAL) odġtŊpen amoniak za vzniku 

trans-skoŚicov® kyseliny (II), kter§ negativn² zpŊtnou vazbou blokuje jeho ļinnost. Trans-

skoŚicov§ kyselina je hydroxylov§na na trans-4-kumar§t (III) pomoc² cinam§t-4-hydroxylasy 

(C4H), kterĨ je n§slednŊ aktivov§n pro dalġ² modifikace v r§mci synt®zy fenylpropanoidŢ 4-

kumar§t:CoA ligasou (4CL). Substr§tem pro 4CL mohou bĨt i dalġ² hydroxyskoŚicov® kyseliny 



24 

 

(k§vov§, ferulov§) a tento enzym se tak® nal®z§ v rŢznĨch isoform§ch, kdy se rozch§zej² dr§hy 

pro flavonoidy a lignany. 

Druh§ sloģka biosynt®zy flavonoidŢ ï malonyl-CoA (V) vznik§ karboxylaļn² reakc² z acetyl-

CoA za katalĨzy acetyl-CoA karboxylasou (ACC) a spotŚeby ATP. ACC se nach§z² 

v plastidech, kde se jeho heteromern² forma pod²l² na tvorbŊ mastnĨch kyselin. V cytoplasmŊ 

je homodimern² enzym produkuj²c² malonyl-CoA. V rŢznĨch z§tŊģovĨch experimentech bylo 

zjiġtŊno, ģe ACC byl indukov§n abiotickĨmi i biotickĨmi elicitory. 

Z 4-kumar§t-CoA (IV) a malonylu-CoA je n§slednŊ tvoŚen chalkonsynthasou (CHS) z§kladn² 

C15 skelet, kterĨ je d§le modifikov§n. CHS katalyzuje ŚetŊzec dekarboxylaļn²ch a 

kondenzaļn²ch reakc², kdy jako j§dro slouģ² kumar§t (kruh B), na kterĨ se postupnŊ pŚipojuj² 

tŚi molekuly malonylu za vzniku polyketidov®ho ŚetŊzce. Tento ŚetŊzec n§slednŊ podl®h§ 

cyklizaci a aromatizaci (kruh A). Produktem t®to reakce pak nejļastŊji bĨv§ naringeninchalkon 

(VI) nebo isoliquiritigenin (XI)  ļinnost² chalkonreduktasy (CHR). CHS patŚ² do rodiny 

polyketidovĨch synthas a cel§ reakce prob²h§ na jedin®m m²stŊ bez pŚ²tomnosti kofaktorŢ. 

Podobnou sekvenci jako CHS m§ i stilben synthasa, produkuj²c² strukturnŊ odliġn® stilbeny 

(resveratrol). 

Chalkonisomerasa (CHI) uzav²r§ z§kladn² biosynt®zu izomerac² chalkonu na pŚ²sluġnĨ 2S-

flavanon (VII, naringenin). Tento enzym m§ jednak isoformu CHI-I pro 6ó-hydroxychalkony a 

tak® isoformu CHI-II pro 6ó-hydroxychalkony a 6ó-deoxychalkony. CHI-II byla nalezena 

pŚev§ģnŊ u ļeledi Fabaceae a je nezbytn§ pro tvorbu opticky aktivn² formy. V in vitro prostŚed² 

izomeraļn² reakce prob²h§ pouze za vzniku racem§tu. Flavanony slouģ² jako z§klad pro 

isoflavony a dalġ² metabolity. Hlavn² roli zde hraje isoflavon synthasa/2-hydroxyisofavanon 

synthasa (IFS/2HIS). Tento enzym katalyzuje tvorbu 2R, 3S-2-hydroxyisoflavanonu migrac² 

arylu z C-2 na C-3 a hydroxylaci na C-2 , s n§slednou dehydratac² na nenasycenĨ isoflavon. 

Podle produktu CHS je tak z naringeninu pŚes 2,5,7,4ó-tetrahydroxyisoflavanon (VIII) tvoŚen 

genistein (IX), zat²mco daidzein (XIII) z  liquiritigeninu (XII). 2HIS tak® patŚ² mezi enzymy 

skupiny CYP 93. 

Jednou z obmŊn isoflavonŢ je pak 4ó-O-methylace, kter§ vede ke vzniku l§tek pŢsob²c²ch jako 

fytoalexiny. Tyto l§tky se mezidruhovŊ liġ²: glyceolliny v G. max, phaseoliny ve Phaseolus 

vulgaris, pisatin (XV) v Pisum sativum. Methylace je katalyzov§na 4ó-O-methyltransferasou, 

konkr®tnŊ hydroxyisoflavanon 4ó-OMT (HI4óOMT) a reakce nejsp²ġe prob²h§ bŊhem synt®zy 

isoflavonŢ a nikoliv pŚ²mo na genisteinu nebo daidzeinu. KromŊ hydroxylu v poloze 4ó mŢģe 
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bĨt methylov§n i v poloze 7. MethylovanĨ deriv§t genisteinu je biochanin A (X) a daidzeinu 

formononetin (XIV). Dalġ² strukturn² obmŊny, kter® zahrnuj² produkci fytoalexinŢ, jsou rŢzn® 

hydroxylaļn² a redukļn² reakce vedouc² aģ k tvorbŊ vnitŚn²ch kruhŢ ļinnost² DMI dehydratasy 

(DMID), napŚ. u medikarpinu (XVI) Medicago sativa. NŊkter® metabolity mohou bĨt nav²c 

prenylov§ny (glyceolliny, XVII ). 

Flavonoidy a isoflavony mohou bĨt d§le upraveny ļinnost² dalġ²ch transferas 

(glukosyltransferasa, malonyltransferasa), kter® pŚipojuj² jednoduch® cukry nebo organick® 

kyseliny za vzniku pol§rnŊjġ²ch metabolitŢ. KromŊ lepġ² rozpustnosti se mohou tyto l§tky 

pod²let i na transportu molekuly v r§mci rostliny. 

V souļasn® dobŊ se pŚi vĨzkumu biosynt®zy a transportu flavonoidŢ vyuģ²vaj² anthocyanidiny 

a proanthocyanidiny, kter® ve vakuole d§vaj² typick® zbarven² z§visl® na pH vakuol§rn² ġŠ§vy. 

C²lenou ¼pravou potencion§ln²ch genŢ, kter® k·duj² enzymy pod²lej²c² se na metabolismu 

flavonoidŢ, vznikaj² mutanti s poruchou zbarven² osemen².  

 

3.5.3. Lokalizace biosynt®zy 

VĨzkum zamŊŚenĨ na biosynt®zu flavonoidŢ se soustŚedil i na m²sto jejich tvorby. U rŢznĨch 

druhŢ byla od 70. let 20. stolet² pops§na pŚ²tomnost odpovŊdnĨch enzymŢ v mikrosom§ln²ch 

frakc²ch. PostupnŊ bylo vyvozeno, ģe biosynt®za flavonoidŢ i jinĨch fenylpropanoidŢ prob²h§ 

na cytosolov® membr§nŊ  ER, napŚ. u Hyperastrum byl v t®to organele potvrzen vĨskyt PAL, 

CHS a dalġ²ch enzymŢ. 89 V r§mci dalġ²ho sledov§n² byla pozornost zamŊŚena na to, jestli 

enzymy zajiġŠuj²c² tvorbu flavonoidŢ pŢsob² samostatnŊ nebo vytv§Śej² komplexy ï 

metabolony. Tato uskupen² maj² pro buŔku nŊkolik vĨhod. Jednotliv® meziprodukty se 

shromaģŅuj² na jednom m²stŊ, takģe jsou k dispozici pro navazuj²c² reakce jak pro koneļnou 

l§tku, tak pro dalġ² metabolity, kter® mohou vznikat ve vedlejġ²ch drah§ch, tvorba l§tek mŢģe 

bĨt sn§ze Śiditeln§ a tak® lze prŢbŊģnŊ odstraŔovat vznikaj²c² metabolity. 90 

V r§mci flavonoidn²ho metabolonu jsou vġechny enzymy po CHS a CHI spoleļn® jak pro 

flavonoidy tak isoflavony. Nav²c prvn² tŚi enzymy (PAL, C4ôH a 4CL) poskytuj² meziprodukty 

pro fenylpropanoidovou dr§hu, ze kter® vych§zej² dalġ² fenolov® l§tky. 91 PAL se vyskytuje ve 

dvou form§ch PAL1 a PAL2, kter® se liġ² svou pŚ²tomnost² v cytosolov® a mikrosom§ln² frakci. 

PAL1 se nach§z² v obou syst®mech, PAL2 v cytosolu. C4ôH je pak souļ§st² mikrosom§ln² 

frakce. U transgenn²ho tab§ku, u kter®ho doġlo k vyġġ² expresi C4ôH byl pozorov§n pŚesun 
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PAL2 do mikrosom§ln² frakce. Z dalġ²ho sledov§n² bylo odvozeno, ģe C4ôH slouģ² 

k soustŚedŊn² PAL a pravdŊpodobnŊ se kolem nŊho mohou shromaģŅovat i dalġ² enzymy. 92 

Dalġ² experimenty vyuģ²vaj²c² ForsterŢv rezonanļn² pŚenos energie uk§zaly, ģe flavonoidn² 

enzymy mohou tvoŚit funkļn² celky. 93 

 

3.5.4. Flavonoidy ï farmakokinetika  

Absorpce 

Flavonoidy mus² bĨt pŚed absorpc² uvolnŊny z rostlinn® matrice mechanicky, chemicky nebo 

pŢsoben²m mikrofl·ry. PŚ²jem flavonoidŢ ovlivŔuje i jejich struktura a fyzik§lnŊ-chemick® 

vlastnosti (rozpustnost, pKa, hydrofilita, velikost molekuly). Flavonoidy se nal®zaj² 

v rostlin§ch vŊtġinou ve formŊ glykosidŢ a d²ky hydroxylŢm jsou glykosidy v²ce rozpustn® ve 

vodn®m prostŚed², ale z§roveŔ se sn²ģ² moģnost voln® dif¼ze pŚes stŚevn² stŊnu. KromŊ 

rozpustnosti mŢģe hr§t roli tak® ten fakt, ģe molekula glykosidu nen² schopna difundovat d²ky 

sv® velikosti. 94 

Prvn²m m²stem, kde mŢģe doch§zet k hydrolĨze glykosidick® vazby je ¼stn² dutina. PodobnŊ 

jako zbytek gastrointestin§ln²ho traktu (GIT) je os²dlena mikroorganismy vyuģ²vaj²c²mi Ç-

glukosidasy. Na hydrolĨze kvercetin-4Ë-glukosidu nebo genistein-7-glukosidu se ¼ļastnil i 

epitel ¼stn² sliznice. 95 

V ģaludku, kde je d²ky kyselinŊ pŚirozenŊ n²zk® pH, k hydrolĨze glykosidŢ nedoch§zelo. 96 

NŊkolik studi² na zv²Śatech se zabĨvalo moģnost² absorpce flavonoidŢ pŚes ģaludeļn² stŊnu. Po 

pod§n² genisteinu, daidzeinu a jejich glykosidŢ do ģaludku potkanŢ, doġlo ke vstŚeb§n² pouze 

aglykonŢ. 97 Srovnateln® z§vŊry byly nalezeny i u kvercetinu a jeho glykosidŢ isokvercitrinu a 

rutinu. Vzhledem k obsahu flavonoidŢ v potravŊ jako glykosidŢ, absorpce pŚes ģaludeļn² stŊnu 

nen² dominantn². 98 

Na uvolŔov§n² flavonoidŢ z jejich glykosidŢ se pod²lej² stŚevn² mikroorganismy. NŊkter® 

produkty metabolismu flavonoidŢ se vġak objevily v plazmŊ jiģ pŢl hodiny po pod§n², coģ 

ukazuje na vstŚeb§v§n² v tenk®m stŚevŊ. 94, 99, 100 U zv²Śat zbavenĨch mikrofl·ry se uk§zalo, ģe 

se obsah glykosidŢ v jejich stolici zvĨġil. PŚ²jem hydrofiln²ch glykosidŢ z cibule byl prok§z§n 

ale i u zv²Śat bez tlust®ho stŚeva.  

Jedn²m z enzymŢ, odpovŊdnĨch za hydrolĨzu glykosidŢ je laktasa florizin hydrolasa (LPH). 

LPH je Ç-glukosidasa v§zan§ na membr§nŊ bunŊk kart§ļov®ho lemu, kter§ uvolŔuje laktosu 
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z ml®ka; tak® mŢģe ġtŊpit pŚ²tomn® glykosidy na vstŚebatelnŊjġ² aglykony. 99, 101. KromŊ 

membr§nov® LPH se u savcŢ nal®zaj² cytosolov® Ç-glukosidasy, napŚ. glukocerebrosidasa. 102 

Jeden z uvaģovanĨch zpŢsobŢ absorpce byl i pomoc² Na+/glukosa kotransport®ru (SGLT1), 

kterĨ by pŚenesl molekuly glukosidŢ kvercetinu pŚes stŚevn² stŊnu a d§l do obŊhu. Po pod§n² 

ļist®ho kvercetinu-3-glukosidu u lid² vġak k jeho zvĨġen² v plasmŊ nedoġlo. 103 

NevstŚeban® a nevstŚebateln® flavonoidn² glykosidy se dost§vaj² do tlust®ho stŚeva, kde mohou 

podl®hat ļinnosti stŚevn²ch bakteri², kter® ġtŊp² glykosidickou vazbu a mohou tak® degradovat 

samotn® aglykony flavonoidŢ. V tlust®m stŚevŊ je obecnŊ absorpce l§tek menġ², coģ rovnŊģ 

plat² pro pŚ²jem flavonoidn²ch glykosidŢ v tomto ¼seku GIT. 94 

 

Biodostupnost 

Struktura flavonoidŢ ovlivŔuje i jejich biodostupnost. Plazmatick® hodnoty kvercetinu 

dosahovaly n§sobnŊ vyġġ²ch koncentrac² v kratġ²m ļase ve srovn§n² s rutinem (kvercetin-3-

rutinosid), kterĨ byl absorbov§n aģ v tlust®m stŚevŊ po degradaci mikrofl·rou. Jednu 

z nejvyġġ²ch biodostupnost² mŊly isoflavony, u kterĨch byl rozd²l mezi jejich glykosidy a 

aglykony relativnŊ stejnĨ. Jejich koncentrace v plazmŊ nicm®nŊ stoupala pomalu, coģ 

naznaļuje jejich vstŚeb§v§n² opŊt aģ v oblasti tlust®ho stŚeva, s ohledem na to, ģe jiģ zm²nŊnĨ 

daidzen-7-glukosid nen² substr§tem pro LPH a podobnĨ pŚedpoklad je i pro dalġ² l§tky z t®to 

podskupiny. 104 

 

Metabolismus 

Metabolismus flavonoidŢ, podobnŊ jako jinĨch l§tek mŢģe prob²hat v rŢznĨch org§nech. 

Org§ny odpovŊdn® za odstranŊn² odpadn²ch a neģ§douc²ch l§tek vyuģ²vaj² Śadu detoxifikaļn²ch 

enzymŢ. Biotransformace l§tek prob²h§ v nŊkolika f§z²ch, zahrnuj²c²ch hydroxylaci (I. f§ze), 

konjugaci s pol§rn² molekulou (II. f§ze) a nakonec vylouļen² cel® slouļeniny (III. f§ze). Do 

prvn² f§ze jsou zapojeny enzymy ze skupiny cytochromu P450 (CYP), kter® se pod²lej² na 

oxidaci l§tek. I pŚes pŚ²tomnost hydroxylovĨch skupin mohou bĨt flavonoidy hydroxylov§ny 

enzymy z podskupiny CYP1A1, CYP1A2, CYP2C9 a CYP2E1. 104, 105, 106 Na hydroxylov® 

skupiny jsou v r§mci II. f§ze pŚipojeny l§tky jako kyselina glukuronov§, glycin nebo sulf§t. 

Tyto l§tky se mohou tak® v§zat na degradaļn² produkty vznikl® ļinnost² stŚevn² mikrofl·ry. U 



28 

 

flavonoidŢ doch§z² k rozġtŊpen² molekuly v m²stŊ heterocyklick®ho kruhu a produkty tŊchto 

reakc² mohou bĨt vstŚeb§ny nebo do urļit® m²ry konjugov§ny. 

 

Eliminace 

VstŚeban® flavonoidy jsou aktivn²m transportem eliminov§ny pŚ²mo z bunŊk stŚevn² sliznice 

nebo ģluļ² zpŊt do stŚevn²ho lumen. DruhĨ zpŢsob pŚedstavuje eliminaci metabolitŢ pŚes 

ledviny. Na bunŊļn® ¼rovni mohou bĨt flavonoidy aktivnŊ vyluļov§ny transportn²mi proteiny. 

Na Caco-2 buŔk§ch byl nalezen pŚenaġeļ z podskupiny MRP-2 z rodiny ATP-binding cassette 

(ABC) transport®rŢ. Tento protein nal®zaj²c² se na apik§ln² stranŊ stŚevn²ch bunŊk exportoval 

kvercetin-4ó-O-glukosid z cytosolu ven, a tak sniģoval jeho absorpci a biodostupnost. 107 

 

Toxicita 

U nŊkterĨch flavonoidŢ bylo pops§no prooxidaļn² pŢsoben² ļi vazba na topomerasu II s 

n§slednĨm poġkozen²m DNA. 108 Flavonoidy jsou nicm®nŊ povaģov§ny za bezpeļn® 

sekund§rn² metabolity vzhledem k mnoģstv², kter® se dostane v organismu do obŊhu. 

S ohledem na jejich pŚ²tomnost v rŢznĨch potravin§ch a n§poj²ch se jim nelze ¼plnŊ vyhnout, 

ale dlouhodobĨ norm§ln² pŚ²jem nepŚedstavuje vĨznamn® riziko. Pouze v pŚ²padech, kdy bylo 

pokusnĨm zv²ŚatŢm pod§v§no dlouhodobŊ vysok® mnoģstv² flavonoidŢ v potravŊ nebo ve 

formŊ injekce, byl pozorov§n negativn² vliv na zdrav² jedincŢ. 109 

 

3.5.5. Isoflavony ï terapeutick® ¼ļinky 

Isoflavonoidy se v naprost® vŊtġinŊ vyskytuj² u rostlin z podļeledi Faboidaea, ļeledi Fabaceae. 

Mezi lety 1998 a 2011 bylo zaznamen§no v²ce jak 840 novĨch z§stupcŢ t®to podskupiny. Mezi 

isoflavonoidy se Śad² nejen isoflavony jako genistein, daidzein a jejich glykosidy, ale i 

acylovan® formy glykosidŢ, prenylovan® isoflavony, redukovan® isoflavany, isoflavan-4-oly, 

isoflavanony, rotenoidy, pterokarpany, kumestany a dalġ² l§tky vznikaj²c² rŢznĨmi obmŊnami 

z§kladn² struktury. 110  

Isoflavonoidy jsou tradiļnŊ Śazeny mezi fytoestrogeny, tedy l§tky rostlinn®ho pŢvodu, kter® 

maj² na ģivoļiġnĨ organismus ¼ļinek jako estrogeny. Do popŚed² z§jmu se fytoestrogeny 

dostaly ve 40. letech minul®ho stolet², kdy byl pozorov§n n§rŢst probl®mŢ s plodnost² u ovc², 
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kter® sp§saly jetel v oblasti z§padn² Austr§lie. 111 Mezi fytoestrogeny patŚ² i dalġ² l§tky 

s relativnŊ rŢznorodou strukturou jako jsou kumestany nebo lignany 111, stilbeny a i nŊkter® 

flavonoidy (apigenin, kempferol) maj² estrogenn² aktivitu. 112  

Spoleļnou vlastnost² tŊchto l§tek je schopnost v§zat se na receptor pro endogenn² estrogeny 

(17Ç-estradiol ï E2). Zat²mco fytoestrogeny jako isoflavonoidy nebo lignany jsou produkty 

kyseliny ġikimov®, estrogeny a dalġ² steroidn² hormony jsou odvozeny od kyseliny mevalonov®. 

I pŚes zd§nlivŊ odliġn® molekuly obou skupin l§tek se mohou fytoestrogeny v§zat na pŚ²sluġn® 

receptory. Jak estrogeny, tak jejich rostlinn§ analoga maj² ġestiuhl²katĨ aromatickĨ kruh a 

molekula obsahuje nŊkolik hydroxylovĨch skupin. V ģivoļiġn®m organismu se nach§zej² rŢzn® 

tk§nŊ a org§ny, kter® obsahuj² estrogenov® receptory (EstR) Ŭ nebo Ç, pro kter® m§ E2 relativnŊ 

stejnou afinitu. 113 Naopak l§tky jako genistein nebo daidzein se v§ģ² pŚev§ģnŊ na EstRÇ a to aģ 

s nŊkolikr§t vŊtġ² afinitou neģ k druh® isoformŊ (genistein: 4 % EstRŬ, 87 % EstRÇ pŚi 

porovn§n² s E2). 111 Tato vazba je ale slabġ² v porovn§n² s endogenn²mi l§tkami, isoflavony a 

dalġ² fytoestrogeny se tak mohou chovat jako agonist® i antagonist® v z§vislosti na 

koncentraci. 114, 115 EstRŬ se nal®zaj² v endometriu, ve stromatu vajeļn²kŢ, v dlouhĨch kostech 

a v n§dorovĨch buŔk§ch prsu; EstRÇ jsou v granul·zn²ch buŔk§ch vajeļn²kŢ, v srdci, v plic²ch 

a v dalġ²ch vnitŚn²ch org§nech vļetnŊ prostaty. 116 

PodobnŊ jako receptory pro dalġ² steroidn² hormony se i EstR nach§zej² v cytosolu buŔky. Po 

nav§z§n² ligandu se celĨ komplex pŚesouv§ do j§dra, kde se v§ģe na pŚ²sluġnĨ gen a zpŢsobuje 

aktivaci nebo inhibici transkripce pŚ²sluġn® mRNA. N§sledn§ odpovŊŅ organismu se dŊje 

v r§mci minut aģ hodin. DruhĨ zpŢsob, kterĨm mohou estrogeny pŢsobit na organismus, je pŚes 

receptory plazmatick® membr§ny, kdy dojde ke spuġtŊn² sign§ln² kask§dy a odpovŊŅ se mŢģe 

dostavit jiģ za nŊkolik sekund. 117 

V z§vislosti na typu org§nu a pŢsob²c² l§tky pak doch§z² k rŢznĨm farmakologickĨm ¼ļinkŢm 

zprostŚedkovanĨm EstRÇ receptory nebo jinĨm mechanismem. V souļasn® dobŊ existuje Śada 

klinickĨch studi² a experiment§ln²ch prac², kter® se zabĨvaj² pŚ²znivĨm vlivem isoflavonŢ 

z G. max na symptomy spojen® s menopauzou 118 a jejich inhibiļn²m efektem na osteopor·zu, 

aktivac² osteoblastŢ u zv²Śat a hum§nn²ch bunŊļnĨch lini² 119, 120 a zlepġen²m metabolismu kost² 

u postmenopauz§ln²ch ģen. 121  

U isoflavonŢ byl tak® studov§n jejich moģnĨ protirakovinnĨ ¼ļinek. V z§vislosti na koncentraci 

mŢģe genistein podporovat nebo tlumit hormon§lnŊ Ś²zenĨ bunŊļnĨ rŢst, ale jeho inhibiļn² 

vlastnosti se projevily i u bunŊk, kter® postr§daly EstR a pŚedpokl§d§ se i jin§ cesta jeho 
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pŢsoben². U genisteinu bylo pops§no ovlivnŊn² androgenn²ho receptoru a inhibice rŢznĨch 

enzymŢ (topoisomerasa I a II, 5Ŭ-reduktasa). Zastaven² ļinnosti tŊchto enzymŢ mŢģe zpŢsobit 

pŚeruġen² bunŊļn®ho rŢstu. Tak® antioxidaļn² aktivita genisteinu mŢģe m²t vliv na ochranu 

bunŊk pŚed poġkozen²m. V pr§ci shrnuj²c² molekul§rn² mechanismy antiproliferativn²ho 

pŢsoben² genistein zasahoval do bunŊļn®ho cyklu a ovlivŔoval rŢzn® sign§ln² cesty pro 

pŚeģit²/z§nik buŔky. PŢsobil i proti angiogenezi a tvorbŊ metast§z. 122 U bunŊļn® linie rakoviny 

prsu MDA-MB-231 byl testov§n vliv rŢznĨch fytoestrogenŢ na vznik a ġ²Śen² metast§z. Na 

rozd²l od lignanŢ, isoflavony v in vitro podm²nk§ch dok§zaly sn²ģit pronik§n² n§dorovĨch 

bunŊk uģ v koncentrac²ch, kter® jsou dosaģiteln® pŚi vyġġ² konzumaci s·jovĨch produktŢ. 123 

Pokles hladiny estrogenŢ v r§mci menopauzy vede ke zvĨġen®mu riziku kardiovaskul§rn²ch 

obt²ģ². Z§roveŔ v nŊkterĨch vyspŊlĨch kultur§ch s vyġġ² konzumac² s·ji, byl pozorov§n n²zkĨ 

vĨskyt probl®mŢ spojenĨch s obŊhovou soustavou. 124 

Lepġ² pomŊr HDL/LDL a niģġ² hodnoty LDL cholesterolu byly po pŚ²jmu sojovĨch isoflavonŢ 

nalezeny u postmenopauzaln²ch ģen. 125 Z hlediska pŢsoben² na c®vy byl u genisteinu 

pozorov§n vasodilataļn² efekt. Po jeho pod§n² do paģn² tepny doġlo ke zvĨġen² prŢtoku krve 

v pŚedlokt² jak u muģŢ, tak i u premenopauz§ln²ch ģen. Dalġ² sledovanĨ isoflavon, daidzein, 

tento ¼ļinek postr§dal, ale ekvimol§rn² mnoģstv² E2 zpŢsobilo podobnou odpovŊŅ jako 

genistein. 126  

Z rŢznĨch studi² tak® vyplynulo, ģe isoflavony by mohly m²t pŚ²znivĨ vliv na metabolismus 

cukrŢ. PotkanŢm, u kterĨch byl diabetes mellitus navozenĨ streptozocinem, byl pod§v§n 

genistein a po 3 tĨdnech byla u pokusnĨch jedincŢ namŊŚena vyġġ² hladina insulinu a 

glukokinasy, zat²mco doġlo ke sn²ģen² glukosa-6-fosfatasy. Tak® aktivita jatern²ch 

antioxidaļn²ch enzymŢ jako superoxiddismutasa, katalasa nebo glutathionperoxidasa byla 

zvĨġena oproti kontroln²m zv²ŚatŢm. V r§mci pozorov§n² byl tak® pod§v§n s·jovĨ protein, u 

kter®ho se projevily antidiabetick® ¼ļinky vĨraznŊji. 127  

KromŊ vĨġe uvedenĨch prac² byl na rŢznĨch modelech proveden ġirokĨ screening 

potencion§ln²ch ¼ļinkŢ isoflavonoidŢ. Genistein spoleļnŊ s equolem chr§nil kŢģi bezsrstĨch 

myġ² proti dermatitidŊ po oz§Śen² UV svŊtlem, z§roveŔ equol pŢsobil i proti imunosupresi 

navozen® t²mto z§Śen²m. 128 Isoflavony mohou m²t tak® pozitivn² vliv na nŊkter® mozkov® 

struktury, napŚ. hippokampus. 129 
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3.6. Transport sekund§rn²ch metabolitŢ pŚes membr§ny 

3.6.1 Đvod 

K transportu potŚebnĨch, odpadn²ch i neģ§douc²ch l§tek a ke komunikaci buŔky a organel s 

okoln²m prostŚed²m slouģ² mnoho rŢznĨch kan§lŢ, transport®rŢ a dalġ²ch mechanismŢ. Ty 

umoģŔuj² pŚenos l§tek, kter® nejsou schopny volnŊ difundovat pŚes membr§nu. 

Sekund§rn² metabolity jsou vŊtġinou l§tky s velkou molekulovou hmotnost² nebo znaļnou 

polaritou a nemohou proto volnŊ difundovat pŚes vakuol§rn² (tonoplast) nebo plasmatickou 

membr§nu. K jejich pŚenosu buŔka vyuģ²v§ Śadu transportn²ch cest a mechanismŢ. Tento 

transportn² syst®m se tĨk§ jak cel® buŔky, tak i jednotlivĨch organel a je schopen pŚen®st l§tky 

i pŚes koncentraļn² gradient. V tonoplastu vakuol A. thaliana, kter§ patŚ² mezi nejl®pe 

prozkouman® rostliny z hlediska genetiky, bylo pops§no 91 pŚenaġeļŢ zprostŚedkov§vaj²c²ch 

transport l§tek pŚes membr§nu. Membr§na tonoplastu pŚedstavuje prakticky jedinou 

mechanickou pŚek§ģku pro pŚenos obsahu dovnitŚ a vnŊ vakuoly. Transport a shromaģŅov§n² 

l§tek pŚes membr§ny pak vyģaduje energii, kter§ mŢģe bĨt z²sk§na pŚ²mo z ATP nebo nepŚ²mo 

d²ky protonov®mu gradientu. 11 

 

3.6.2. ABC transport®ry 

ATP-binding cassete (ABC) transport®ry se Śad² do velk® a rozmanit® skupiny proteinŢ, kter® 

se nach§zej² jak u prokaryotickĨch, tak i u eukaryotickĨch organismŢ. Prostupuj² pŚes obŊ 

vrstvy membr§novĨch lipidŢ a zprostŚedkov§vaj² pŚenos l§tek za souļasn® hydrolĨzy ATP, 

kterĨ slouģ² jako zdroj energie potŚebnĨ pro transport. KromŊ toho mohou nŊkter® ABC 

proteiny fungovat jako iontov® kan§ly nebo jako regulaļn² centra pro dalġ² typy kan§lŢ. U savcŢ 

a mikroorganismŢ pak byly tyto pŚenaġeļe intenzivnŊ studov§ny z dŢvodu jejich pod²lu na 

vzniku rezistence na l®ļiva. Prim§rnŊ lze rŢzn® typy ABC transport®rŢ rozdŊlit podle toho, 

jakĨm smŊrem l§tky prostupuj² a to na ABC import®ry a export®ry. Skupina import®rŢ se 

nach§z² zejm®na u prokaryotickĨch organismŢ a potŚebuje v§zac² protein, kterĨ pŚenese c²lenĨ 

substr§t na vnŊjġ² stranu transport®ru, odkud pak putuje dovnitŚ buŔky. DruhĨm typem jsou 

ABC export®ry, kter® se nach§z² i u eukaryotickĨch organismŢ. Ty transportuj² l§tky z 

cytoplazmy nebo z vnitŚn² vrstvy lipidov®ho filmu. 130, 131 

Kvart®rn² struktura ABC proteinŢ je obecnŊ tvoŚena dvŊmi cytoplasmatickĨmi dom®nami, kter® 

zprostŚedkov§vaj² vazbu a hydrolĨzu nukleotidŢ (NBDs ï nucleotide-binding domains) a dvŊmi 
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transmembr§novĨm² dom®nami (TMDs, transmembrane domains), kter® vytv§Ś² vlastn² kan§l 

pro prŢchod substr§tu. U prokaryotickĨch import®rŢ jsou vġechny ļtyŚi dom®ny tvoŚeny 

oddŊlenĨmi samostatnĨmi ŚetŊzci b²lkovin, tzv. Ăquarter moleculesñ. Jednotliv® dom®ny nejsou 

vz§jemnŊ propojen®, transport®r se tedy skl§d§ ze ļtyŚ samostatnĨch biomolekul. 

U prokaryotickĨch export®rŢ jsou jiģ polypeptidy TMDs a NBDs spojeny a vznikaj² tak Ăhalf 

moleculesñ, kter® se tvorbou homodimeru nebo heterodimeru spoj² ve funkļn² jednotku. 

U eukaryotickĨch organismŢ jsou vġechny dom®ny export®rŢ tvoŚeny vŊtġinou jiģ jedinĨm 

polypeptidovĨm ŚetŊzcem a dom®ny vytv§Śej² Ăfull± molekulu. Dom®ny mohou bĨt mezi sebou 

propojeny v rŢznĨch kombinac²ch. Pokud jedna z dom®n v pŚenaġeļi chyb², zbyl§ se chov§ jako 

homodimer a zast§v§ jej² funkci k udrģen² ļinnosti syst®mu. 132 

Rostlinn® ABC transport®ry mohou bĨt rozdŊleny do 13 skupin podle velikosti sv®ho proteinu. 

D§le se mohou dŊlit dle orientace ï sekvence dom®n postupuj²c²ch dopŚedu (forward) ve smŊru 

TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 nebo naopak reverznŊ (backward) ï NBD1-TMD1-NBD2-

TMD2. Jin® rozdŊlen² je podle pŚ²tomnosti ļi nepŚ²tomnosti idiotypick® transmembr§nov® 

a/nebo Ălinkerñ dom®ny a podle celkov® podobnosti sekvence. Mezi transport®ry s Ăfullñ 

molekulou se Śad² pŚedevġ²m MDRs (multidrug resistance homologs) a MRPs (multidrug 

resistance-associated protein homologs). 133 

 

Dom®ny v§zaj²c² nukleotid 

NBDs jsou perifernŊ napojeny na cytoplasmatickou stranu membr§n. NBDs slouģ² ABC 

transport®rŢm jako pohonn® jednotky odpovŊdn® za pŚenos l§tek a v jejich struktuŚe se nach§z² 

dalġ² poddom®ny. Mezi hlavn² ļ§sti NBDs patŚ² sekvence jako ĂRecA-likeñ a Ăhelicalñ 

(ġroubovicov§ poddom®na). Na vazbŊ a hydrolĨze ATP se ¼ļastn² nŊkolik stabiln²ch sekvenc², 

jako i na nezbytnĨch styļnĨch ploch§ch mezi jednotlivĨmi dom®nami v kompletn²m proteinu. 

Mezi tyto sekvence patŚ² ĂP-loopñ (Walker-A), kterĨ je zodpovŊdnĨ za nav§z§n² nukleotidŢ. 

Dalġ²mi ļ§stmi jsou ĂLSGGQñ (C-loop, ABC signature motif; je v kontaktu s nav§zanĨm ATP) 

a ĂWalker-Bñ, kter§ pŚes glutam§tovĨ zbytek zprostŚedkov§v§ hydrolĨzu ATP. ĂD-loopñ se 

pod²l² na kontaktu mezi dvŊmi NBDs, zat²mco ĂQ-loopñ je ve styku s transmembr§novĨmi 

dom®nami a tak® s g-fosf§tovĨm zbytkem. ĂA-loopñ se ļ§st² sv®ho aromatick®ho postrann²ho 

ŚetŊzce stav² proti adeninov®mu zbytku. Posledn² je Ăswitch motifñ a jeho histidinovĨ postrann² 

ŚetŊzec, kterĨ se pravdŊpodobnŊ ¼ļastn² katalytick® reakce. 134  
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Transmembr§nov® dom®ny 

Funkc² transmembr§nov® dom®ny (TMDs) je tvorba kan§lu, pŚes kterĨ pronik§ konkr®tn² 

substr§t membr§nou. U p§ru TMDs je jejich prim§rn² sekvence, d®lka a struktura odliġn§ od 

NBDs, jako i poļet a-ġroubovic, kter® proch§z² membr§nou. Proteiny zamŊŚen® na import se 

skl§daj² z 10 aģ 20 ġroubovic, zat²mco export®ry zachov§vaj² stabiln² poļet 12 ġroubovic, kdy 

pŚipad§ ġest ġroubovic na jednu dom®nu. NŊkter® ze ġroubovic se nemus² pod²let pouze na 

pŚenosu, ale mohou hr§t dalġ² role pŚi ukotven² proteinu v membr§nŊ a jeho regulaci. 134 

 

Mechanismus transportu 

Vlastn² pŚenos l§tek pŚes ABC proteiny zahrnuje nŊkolik d²lļ²ch krokŢ. Po nav§z§n² a hydrolĨze 

ATP na NBDs, dojde v tŊchto dom®n§ch ke zmŊn§m jejich konformace a tyto zmŊny se 

n§slednŊ projev² i v TMDs. Podstatnou ¼lohu v tomto dŊji hraj² styļn§ m²sta obou dom®n, kter§ 

se oznaļuj² jako Ătransmission interfaceñ. V r§mci NBDs jsou na tomto m²stŊ pŚ²tomny 

pŚedevġ²m aminokyselinov® ŚetŊzce okolo jejich ĂQ-loopñ. TMDs se pot® ¼ļastn² svĨmi a-

ġroubovicemi a mohou bĨt oznaļeny jako spojovac² ġroubovice (coupling helices). Tyto 

ġroubovice jsou pak ve styku se ģl§bkem na povrchu NBDs na rozhran² dvou poddom®n 

(ġroubovicov® a RecA-like). Z polohy ġroubovic se pak daj² odliġit ABC import®ry od 

export®rŢ. 134  

Jakmile se ATP nav§ģe na NBDs dom®ny, dojde k z¼ģen² prostoru mezi spojovac²mi 

ġroubovicemi o 10 aģ 15 ¡ ve srovn§n² s dom®nou bez nav§zan®ho nukleotidu. Z¼ģen² 

vzd§lenosti mezi tŊmito ġroubovicemi pak m§ za n§sledek zmŊnu transmembr§novĨch dom®n 

ze stavu Ăinward facingñ (konformace otevŚen§ dovnitŚ) na Ăoutward-facingñ (otevŚen§ ven). 

Pro ABC transport®ry ze skupiny import®rŢ to znamen§, ģe mohou zaļ²t pŚen§ġet l§tky 

nav§zan® z pŚ²sluġnĨch vazebnĨch proteinŢ (cognate binding proteins) a ABC export®ry mohou 

vypouġtŊt nav§zan® l§tky do okoln²ho prostŚed². Transport®ry se pak navrac² do Ăinwardñ stavu 

po odlouļen² ADP a fosf§tu; import®ry pak uvolŔuj² sv® substr§ty do cytoplasmy a export®ry 

jsou pŚipraveny na nav§z§n² novĨch l§tek na sv§ vazebn§ m²sta. 134 
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Skupina MDR  

Tato skupina, do kter® tak® pŚ²sluġ² hum§nn² P-glykoprotein, patŚ² mezi nejrozs§hlejġ² 

podskupinu ABC transport®rŢ. V A. thaliana je zahrnuto 22 z§stupcŢ tohoto typu pŚenaġeļŢ a 

AtPGP1 (homolog P-glykoproteinu) se stal prvn²m rostlinnĨm ABC pŚenaġeļem, kterĨ byl 

naklonov§n. Tento klon vykazoval urļitou podobnost stavby sv®ho intronu s introny savļ²ch 

MDR genŢ. Tyto geny jsou zodpovŊdn® za tvorbu b²lkovin podobnĨch si organizac² svĨch 

struktur§ln²ch dom®n, z ļehoģ se d§ usuzovat, ģe skupina P-gp vznikla jeġtŊ pŚed rozdŊlen²m 

bunŊk na rostlinn® a ģivoļiġn®. 133 MDRs byly poprv® pops§ny v ģivoļiġnĨch buŔk§ch, kter® 

vykazovaly zvĨġenou rezistenci k l®kŢm. 135 

 

Skupina MRP 

MRPs pŚedstavuj² druhou nejvŊtġ² podskupinu ABC transport®rŢ s Ăfullñ molekulou a stejnŊ 

jako MDRs skupina maj² orientaci Ăforwardñ. Liġ² se ovġem v mnoģstv² aminokyselin (nejm®nŊ 

1500) a tedy svou velikost². řetŊzec nav²c ve sv® struktuŚe obsahuje dalġ² charakteristick® prvky 

pro tyto pŚenaġeļe. 133 Proteiny MRPs byly u rostlin prvnŊ nalezeny v souvislosti s pŚenosem 

l§tek v§zanĨch na glutathion (GSH) a jejich transport byl z§vislĨ na ATP a nikoliv na 

protonov®m gradientu. Tvorba vazby s GSH je nŊkolikaf§zovĨ dŊj. Ten zahrnuje aktivaci, 

konjugaci a eliminaci neģ§douc²ch slouļenin. Prvn² dvŊ f§ze jsou u rostlin dobŚe pops§ny. 

C²lem detoxikace je vytvoŚit hydrofiln² konjug§t, proto jsou ciz² l§tky sluļov§ny 

s endogenn²mi, pol§rnŊjġ²mi slouļeninami jako je glukosa, GSH ļi mal§t. VĨznam GSH a 

glutathion-S-transferasy, enzymu kterĨ vytv§Ś² vazbu mezi peptidem a substr§tem, spoļ²v§ 

nejen v ochranŊ pŚed jeho oxidac², ale d²ky nŊmu je substr§t tak® vychyt§v§n transportn²mi 

proteiny pro GS-X (kde X pŚedstavuje nav§zanou sloģku), jako jsou pr§vŊ MRP. 136, 137 

VĨzkum, kterĨ provedl Martinoia v roce 1993 na neporuġenĨch vakuol§ch z²skanĨch z 

mezofylu Hordeum vulgare uk§zal, ģe hromadŊn² glutathionovĨch konjug§tŢ je z§visl® na 

MgATP. PŚi pouģit² konjug§tŢ herbicidu metolachloru s glutathionem a N-ethylmaleinimidem-

GS bylo zjiġtŊno, ģe vychyt§v§n² xenobiotika z§viselo na pŚ²tomnosti MgATP. 

Nehydrolyzovateln§ ATP analoga ļi pyrofosf§t vliv na transport nemŊly. Proces pŚenosu obou 

konjug§tŢ byl sice citlivĨ na orthovanad§t, ale zŢstal neovlivnŊn l§tkami, kter® zastavuj² ļinnost 

vakuol§rn² H+ATPasy nebo naruġuj² protonovĨ gradient plazmatick® stŊny vakuoly. Toto 

naznaļilo, ģe pŚenos konjug§tŢ dovnitŚ je zprostŚedkov§n konkr®tn² ATPasou. VĨzkum rovnŊģ 

pouk§zal na funkci oxidovan®ho glutathionu jako substr§tu pro tento pŚenaġeļ, zat²mco jeho 
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redukovan§ forma tuto vlastnost postr§dala. PodobnĨ proces jako vĨġe uvedenĨ se vyskytuje u 

ATPas pŚ²tomnĨch v kanalikul§rn² membr§nŊ jater, kter® sekretuj² glutathionov® konjug§ty a 

oxidovanĨ glutathion do mimobunŊļn®ho prostoru. T²mto zpŢsobem byla poprv® potvrzena 

pŚ²tomnost a um²stŊn² tŚet² f§ze detoxikace u rostlin. N§slednŊ byl tento jev a ¼loha GS-X 

sledov§n postupnŊ s ¼spŊchem i jinĨmi vĨzkumnĨmi skupinami. 130, 133 

 

3.6.3. MATE transport®ry 

Skupina MATE (multidrug and toxin extrusion) proteinŢ byla poprv® pops§na u niģġ²ch 

organismŢ (norM u Vibrio parahaemolyticus), nicm®nŊ pozdŊji byly nalezeny i u eukaryot 

(napŚ. MATE1 a MATE2 v lidsk®m genomu, 58 orthologŢ u A. thaliana). B²lkovina MATE 

transport®rŢ se skl§d§ ze 400 aģ 700 aminokyselin se sekund§rn² strukturou nejļastŊji dvan§cti 

Ŭ-ġroubovic prostupuj²c²ch membr§nou, kde vytv§Śej² dvŊ pseudosymetrick® jednotky (u 

norM). Ve struktuŚe MATE transport®rŢ se vyskytuje okolo 40 % shodnĨch sekvenc² a 

z hlediska fylogeneze se dŊl² na tŚi velk® skupiny. 138 

VĨznamnĨ rozd²l oproti ABC proteinŢm spoļ²v§ v odliġn®m zpŢsobu pŚenosu l§tek. PŚenos 

pomoc² ABC je pŚ²mo z§vislĨ na ATP, zat²mco transport zprostŚedkovanĨ MATE vyuģ²v§ 

elektrochemickĨ gradient. PŚesnĨ mechanismus tohoto dŊje nebyl u rostlinn®ho pŚenaġeļe 

pops§n, nicm®nŊ byla provedena studie u PfMATE druhu Pyrococcus furiosus. Protein 

s nav§zanĨm substr§tem je protonov§n, ļ²mģ se zmŊn² jeho konformace a substr§t se mŢģe 

uvolnit. B²lkovina se pot® vrac² do pŢvodn²ho stavu a celĨ cyklus se opakuje. PŚesnĨ princip, 

jakĨm je pak substr§t nav§z§n na transport®r v t®to pozici, vġak nebyl jeġtŊ pops§n. 139 

Jedn²m z prvn²ch objevenĨch MATE transport®rŢ u rostlin byl ALF5 (aberrant lateral root 

formation) z A. thaliana, jehoģ defekt zastavoval rŢst koŚenŢ. Exprese dalġ²ho transport®ru 

A. thaliana AtDTX1, kterĨ se nach§z² v plazmatick® membr§nŊ, do bunŊk Escherichia coli 

vedla k navozen² rezistence vŢļi berberinu a kadmiu a tento MATE protein byl tak rovnŊģ 

oznaļen jako nositel detoxikaļn²ho ¼ļinku. KromŊ transportu alkaloidŢ byly n§slednŊ pops§ny 

i dalġ² sekund§rn² metabolity a l§tky pŚen§ġen® tŊmito transport®ry (AtTT12). 138, 140  

 

3.6.4. Protonov® pumpy 

řada mechanismŢ prob²haj²c²ch v buŔce, vļetnŊ transportu, je z§visl§ na protonov®m 

gradientu, kterĨ je udrģov§n jak na plazmatick® membr§nŊ, tak na membr§n§ch rŢznĨch 
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organel. Na zachov§n² tohoto gradientu se pod²lej² pumpy, kter® aktivnŊ transportuj² protony 

pŚes membr§ny a patŚ² mezi nŊ napŚ. H+-ATPasa plazmatick® membr§ny (PM H+-ATPasa), 

vakuol§rn² H+-ATPasa (V-ATPasa) nebo vakuol§rn² H+-PPasa (V-PPasa). 141 

PM H+ATPasa hraje dŢleģitou roli, jelikoģ koncentrace protonŢ uvnitŚ buŔky ovlivŔuje 

transport Śady l§tek nezbytnĨch pro jej² vĨģivu. V r§mci jedn® rostliny existuj² v z§vislosti na 

tk§ni rŢzn® isoformy tŊchto pump a jejich pŚ²tomnost mŢģe bĨt ovlivnŊna i jinĨmi faktory. 

KromŊ transportu se tyto pumpy pod²lej² i na bunŊļn® signalizaci v r§mci rŢznĨch stresovĨch 

podm²nek nebo otev²r§n² prŢduchŢ. 141, 142 PM H+ATPasa je tvoŚena zhruba 950 

aminokyselinami, kter® vytv§Śej² 10 ġroubovic proch§zej²c²ch plazmatickou membr§nou a 

cytoplazmatickou dom®nu. Cytoplazmatick§ dom®na se pak skl§d§ z dalġ²ch poddom®n, na 

kterĨch prob²haj² rŢzn® aktivaļn² a regulaļn² procesy. 142  

V-ATPasa patŚ² do rodiny b²lkovin, kter® se nal®zaj² na rŢznĨch vnitŚn²ch membr§n§ch 

eukaryotickĨch organismŢ. StejnŊ jako F-ATPasa, kter§ se ¼ļastn² synt®zy ATP, je tvoŚena 

dvŊma ļ§stmi, kter® se skl§daj² z dalġ²ch podjednotek. 143 Prvn² ļ§st proteinu (V1) skl§daj²c² se 

z osmi podjednotek je um²stŊna perifernŊ a pod²l² se na ġtŊpen² ATP. Druh§ ļ§st (V0) m§ 6 

podjednotek ukotvenĨch v membr§nŊ a slouģ² k pŚenosu protonŢ. 141 HydrolĨza ATP dod§v§ 

energii k vytvoŚen² protonov®ho gradientu, a t²m pŚisp²v§ k okyselen² vakuoly. 

H+-PPasa je tvoŚena jedinĨm transmembr§novĨm polypeptidem, kterĨ se skl§d§ z 14 aģ 17 

ġroubovic. 141 Jako zdroj energie pro udrģen² protonov®ho gradientu vyuģ²v§ pyrofosf§t, kterĨ 

je jedn²m z vedlejġ²ch produktŢ rŢznĨch metabolickĨch drah. Pyrofosf§t obsahuje 

fosfoanhydrovou vazbu s vysokou energi², jej² rozġtŊpen² tak dod§ potŚebnou energii 

k transportu protonŢ a okyselen² vakuoly. 144 KromŊ tonoplastu se mŢģe nach§zet i na jinĨch 

membr§n§ch, vļetnŊ plazmatick®. V rostlin§ch se rozliġuj² dva typy H+-PPasy podle jejich 

vztahu k draselnĨm a v§penatĨm iontŢm. Typ I, kterĨ potŚebuje pŚ²tomnost K+ v cytosolu a do 

urļit® m²ry i Ca2+ a typ II, kterĨ je na K+ nez§vislĨ, ale vyģaduje Ca2+. 141 

 

3.6.5. Vezikul§rn² transport  

Jedn²m ze zpŢsobŢ, kterĨm mohou bĨt sekund§rn² metabolity tak® pŚen§ġeny, je transport 

pomoc² vezikul (mŊchĨŚkŢ). Pomoc² vezikul jsou napŚ. pŚen§ġeny rŢzn® b²lkoviny, kter® jsou 

z endoplazmatick®ho retikula transportov§ny do Golgiho apar§tu, odkud mohou bĨt smŊrov§ny 

do dalġ²ch ļ§st² buŔky. 145 Vezikuly tak® mohou putovat do vakuoly nebo obch§zej² Golgiho 
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apar§t a pŚ²mo splĨvaj² s vakuol§rn² membr§nou nebo s prevakuol§rn²m kompartmentem. Na 

Ś²zen² tohoto transportu se pod²lej² tzv. SNARE proteiny, kter® jsou souļ§st² membr§ny vezikul 

(v-SNARE) nebo c²lov® organely (t-SNARE). 146 Pomoci mikroskopu byly u nŊkterĨch 

sledovanĨch rostlin nalezeny mal® mŊchĨŚky s obsahem sekund§rn²ch metabolitŢ, u kterĨch se 

i pŚes nejasnĨ pŢvod pŚedpokl§dal pod²l na transportu tŊchto l§tek. 147 

U bunŊļn® kultury Papaver somniferum nebyla zjiġtŊna pŚ²tomnost alkaloidŢ typu morfinu, ale 

po aplikaci elicitoru doġlo k zvĨġen² produkce benzoisochinolinov®ho alkaloidu sanguinarinu. 

S t²m byla spojen§ i vyġġ² exprese pŚ²sluġnĨch biosyntetickĨch enzymŢ, kter® se v tomto 

pŚ²padŊ nal®zaly na endoplazmatick®m retikulu. Sanguinarin pak byl pŚ²tomen ve vakuole 

a mnoģstv² malĨch vezikul, kter® se po z§sahu elicitoru odġtŊpovaly z retikula, se postupnŊ 

sluļovalo a n§slednŊ splĨvalo s tonoplastem. Z§vŊr naznaļil zapojen² mŊchĨŚkŢ do 

vakuol§rn²ho transportu alkaloidŢ. 148 

V Ăhairy rootñ kultuŚe u Ophiorrhiza pumila byly provedeny transportn² testy indolov®ho 

alkaloidu camptothecinu. Tento alkaloid se nach§zel ve vakuol§ch i v extracelul§rn²m prostoru. 

Aplikace rŢznĨch l§tek, kter® ovlivŔuj² transportn² proteiny v tonoplastu, nemŊla vliv na obsah 

tohoto alkaloidu ve vakuole. Naproti tomu pŚi dod§n² brefeldinu A doġlo ke sn²ģen² obsahu 

tohoto alkaloidu ve vakuole a k zvĨġen® pŚ²tomnosti v cytoplasmŊ a n§slednŊ tak® v okol² 

bunŊk. Camptothecin je tak patrnŊ z endoplazmatick®ho retikula pŚen§ġen do vakuoly pomoc² 

vezikul, kter® obch§zej² Golgiho apar§t. Pouģit² monensinu, kterĨ pŢsob² na dr§hu 

lokalizovanou v t®to organele, nemŊlo na jeho transport vliv. 149 

Transport flavonoidn²ch l§tek se tak® mŢģe odehr§vat za pomoci vezikul, jak bylo prok§z§no 

pŚi mikroskopick®m pozorov§n² ¼tvarŢ pŚ²tomnĨch v rostlin§ch. Tyto ¼tvary ohraniļen® 

membr§nou obsahuj²c² zvĨġenĨ obsah anthocyaninŢ, jsou tzv. anthocyanoplasty a nal®zaj² se 

napŚ. u V. vinifera nebo Raphanus sativus. Oproti tomu anthocyaninov® vakuol§rn² inkluze se 

vyskytuj² u v²ce druhŢ v tk§n²ch produkuj²c²ch tyto metabolity a pevn§ membr§na je nahrazena 

membr§novĨmi lipidy a proteiny. Inkluze uvnitŚ vakuoly tak slouģ² sp²ġe jako z§sobn² forma, 

kter§ je dovnitŚ pŚenesena aģ po splynut² s prevakuol§rn²m komplexem. MŊchĨŚky 

s anthocyaniny mohou tak® putovat i pŚes Golgiho apar§t. 136 

Vezikul§rn² transport lipofiln²ch metabolitŢ nen² zat²m pŚ²liġ zn§m. U L. erythrorhizon byl 

pops§n moģnĨ zpŢsob transportu shikoninu, kdy mŊchĨŚky s touto l§tkou putovaly smŊrem od 

endoplazmatick®ho retikula k bunŊļn® membr§nŊ. PodobnŊ by se tak mohly pohybovat i dalġ² 

lipofiln² l§tky. 150 
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3.6.6. Transport vybranĨch sekund§rn²ch metabolitŢ151 

Alkaloidy 

Mnoh® alkaloidy jsou zn§m® pro svoji schopnost zasahovat do struktury chromozomŢ, 

replikace a transkripce DNA, dŊlen² bunŊk a dalġ²ch procesŢ. Toho se vyuģ²v§ napŚ. v 

onkologii, kde nŊkter§ l®ļiva (docetaxal a paklitaxel z rodu Taxus, vinkristin a vinblastin z rodu 

Vinca) vych§z² ze struktury alkaloidŢ. 152 

VĨraznĨ cytotoxickĨ ¼ļinek na rostliny, kter® ho nevytv§Śej², m§ tak® isochinolinovĨ alkaloid 

berberin. Naopak rostliny jako Thalictrum minus nebo Coptis japonica, kter® berberin obsahuj², 

jsou vŢļi nŊmu odoln®. Pokud byl berberin pŚid§n do media s kulturou C. japonica, doġlo k 

jeho transportu i pŚes koncentraļn² gradient do vakuol. Pomoc² RT-PCR (reverse transcription 

polymerase chain reaction) byl nalezen a naklonov§n pravdŊpodobnĨ transport®r pro berberin, 

kterĨ spadal do skupiny MDR. Jeho funkce byla ovŊŚena na oocytech ģab Xenopus, kde vloģenĨ 

CjMDR1 dok§zal rozpozn§vat berberin a aktivnŊ ho vychyt§vat z media. Tento pŚenos, 

zprostŚedkovanĨ pomoc² ABC-transport®ru se odehr§val na plazmatick® membr§nŊ, zat²mco 

na vakuol§rn² membr§nŊ se uskuteļnil pomoc² protonov®ho antiportu. 153, 154 

PŚenos berberinu byl tak® sledov§n u C. roseus. Tato rostlina obsahuje alkaloidy indolov®ho 

typu a berberin zde hr§l roli xenobiotika. U norm§ln²ho C. roseus mŊly aktiv§tory a inhibitory 

ABC transport®rŢ vliv na obsah nativn²ch alkaloidŢ ve vakuole, zat²mco pŚenos berberinu se 

nezmŊnil. U transgenn²ho C. roseus s vloģenĨm CjMDR1 doġlo ke zvĨġen®mu transportu do 

vakuoly u dvou nativn²ch indolovĨch alkaloidŢ ï ajmalicinu a tetrahydroalstoninu, ale obsah 

berberinu se i pŚes pŚ²tomnost tohoto transport®ru nezmŊnil, coģ mŢģe ukazovat i na dalġ² vlivy, 

kter® se mohou uplatŔovat pŚi pŚenosu sekund§rn²ch metabolitŢ. 155 

Dalġ² zpŢsob transportu alkaloidŢ pŚedstavuje nikotin (Nicotiana tabacum), kterĨ patŚ² do 

podskupiny pyridinu. Biosynt®za tohoto sekund§rn²ho metabolitu prob²h§ v koŚenech, odkud 

je pot® dŚevn² ļ§st² vodivĨch pletiv pŚen§ġen do vakuol v buŔk§ch listu. Molekuly nikotinu tak 

musej² pŚekonat nŊkolik bari®r, neģ se dostanou na m²sto urļen². V buŔk§ch tab§ku BY-2 

(Bright Yellow-2) byl identifikov§n pŚenaġeļ Nt-JAT1 (N. tabacum jasmonate-inducible 

alkaloid transporter 1). Bylo zjiġtŊno, ģe Nt-JAT1 patŚ² do skupiny MATE transport®rŢ podobnŊ 

jako AtDTX1 a TT12 u A. thaliana a jeho aktivita je tak z§visl§ na protonov®m gradientu uvnitŚ 

vakuoly (H+-antiporter). Tento pŚenaġeļ nemŊl substr§tovou specifitu, ale rovnŊģ se pod²lel na 

pŚenosu dalġ²ho tab§kov®ho alkaloidu anabasinu a nŊkterĨch ciz²ch alkaloidŢ (hyoscyamin, 

berberin). KromŊ tonoplastu bunŊk listŢ, kde Nt-JAT1 pŢsobil pŚi pŚ²jmu nikotinu, byl tak® 
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nalezen v plazmatick® stŊnŊ koŚenovĨch bunŊk. Zde ale fungoval obr§cenŊ a ļerpal nikotin z 

bunŊk ven do apoplastick®ho prostoru. Tento pŚenaġeļ tak zast§v§ dŢleģitou funkci v transportu 

nikotinu v r§mci cel® rostliny. 156 

Na plazmatick® membr§nŊ byl rovnŊģ identifikov§n dalġ² typ transport®ru pro nikotin, kterĨ ale 

patŚ² do skupiny purinovĨch permeas, kter® transportuj² base nukleotidŢ a nŊkter® podobn® 

l§tky. Tato NtNUP1 (N. tabacum nicotin uptake permease) se ¼ļastn² na importu nikotinu 

z apoplastick®ho prostoru a tak® dalġ²ho alkaloidu anatabinu nebo vitaminu B6. 157 

 

Terpenoidy 

Skupina terpenoidŢ zahrnuje v²ce jak 25 000 identifikovanĨch l§tek a Śad² se tak mezi skupinu 

sekund§rn²ch metabolitŢ s nejv²ce z§stupci. Jejich biosynt®za je zaloģena na spojen² dvou C5 

jednotek ï isopentenyldifosf§tu a dimethylallyldifosf§tu. S vĨj²mkou sclareolu, diterpenu s 

antifung§ln²m ¼ļinkem nach§zej²c²m se v rostlin§ch druhu Nicotiana, nen² zpŢsob jejich 

pŚenosu pŚes membr§ny pŚ²liġ prozkoumanĨ. 140 

Jako transport®r zodpovŊdnĨ za pŚenos na povrch listŢ byl pops§n NtPDR1 (NpABC1), kterĨ 

pŚ²sluġ² do rodiny ABC transport®rŢ. Exprese tohoto pŚenaġeļe byla indukov§na pŚ²tomnost² 

sclareolu a jeho analogu u Nicotiana plumbaginifolia. Orthologa tohoto proteinu, nach§zej²c²m 

se v plazmatick® membr§nŊ byla d§le nalezena i u A. thaliana a Spirodela polyrrhiza. Nav²c 

transport®ry pro sclareol tŊchto rostlin byly pozitivnŊ aktivov§ny po oġeŚen² elicitory, coģ 

potvrzuje zapojen² transport®ru pŚi obrann® reakci rostliny. 158 

U Calendula officinalis byl sledov§n zpŢsob transportu triterpenick®ho saponinu kyseliny 

oleanolov® v z§vislosti na rŢzn®m typu glykosidace. 7-monoglukosid a 7-monoglukuronid t®to 

kyseliny mŊly rozd²lnou citlivost na l§tky modifikuj²c² zpŢsob a pohon transportu. PŚenos 

glukosidu se zvĨġil v pŚ²tomnosti ATP a pyrofosf§tu, zat²mco slouļenina s glukuronidem byla 

ovlivnŊna pouze protein-modifikuj²c²mi faktory. VĨsledky studie uk§zaly, ģe pŚenaġeļ pro 

glukosidy oleanolov® kyseliny je z§vislĨ na pŚ²sunu energie, zat²mco u glukorunidŢ se jedn§ o 

kan§l, kterĨ zprostŚedkov§v§ facilitovanou dif¼zi. U obou l§tek je vġak potŚeba urļit pŚesnĨ typ 

transport®rŢ. 159, 160 
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Fenolov® slouļeniny, flavonoidy 

Do skupiny fenolovĨch slouļenin spad§ Śada l§tek jako jednoduch® molekuly typu 

fenylpropanŢ, kumarinŢ, lignanŢ a flavonoidŢ, ale tak® polyfenolov® tŚ²sloviny. Tyto l§tky se 

v rostlin§ch nach§zej² ļasto jako glykosidy. Ve vakuol§ch se tyto sekund§rn² metabolity 

hromad² pomoc² ABC pŚenaġeļŢ z podskupiny MRP, kter® vychyt§vaj² fenolov® l§tky po 

nav§z§n² glukosy, kyseliny glukorunidov® nebo glutathionu. 140 Mohou bĨt ale tak® 

pŚemisŠov§ny pomoc² dalġ²ch transport®rŢ. 

Transport skopoletinu (6-methoxy-7-hydroxykumarin) byl pozorov§n u jedn® linie N. tabacum, 

kter§ ho produkuje ve vŊtġ²m mnoģstv². Import tohoto kumarinu do buŔky byl stimulov§n 

pŚ²tomnost² rŢstov®ho faktoru 2,4-D. V cytosolu byl n§slednŊ pŚemŊnŊn na 7-O-glukosid 

skopolin a tento metabolit byl pŚenesen do vakuoly na energii z§vislĨm transport®rem, jehoģ 

typ nebyl zat²m pŚesnŊ urļen. PodobnĨm zpŢsobem pot® reagovaly i dalġ² kumariny 

(umbelliferon, eskuletin), u nichģ byla opŊt splnŊna podm²nka voln® 7-hydroxy skupiny na 

benzenov®m j§dŚe. 161 

Flavonoidy mohou bĨt transportov§ny v rostlin§ch rŢznĨm zpŢsobem. V Zea mays byl 

identifikov§n ZmMRP3, kterĨ se ¼ļastn² na pŚenosu anthocyaninŢ. Za dŢleģitĨ prvek v pŚenosu 

tŊchto sekund§rn²ch metabolitŢ se povaģuje glutathion-S-transferasa (BZ-2), kter§ chyb² 

v mutantu kukuŚice oznaļovan®m jako bronze-2. U tŊchto bz-2 mutantŢ nedoch§z² k nav§z§n² 

GSH a je tak naruġen transport anthocyaninŢ do vakuoly. 162, 163 PodobnŊ byl naruġen pŚenos 

tŊchto metabolitŢ v dalġ²m mutantu GST ï An9 u Petunia hybrida. 164 

Transport sekund§rn²ch metabolitŢ je rovnŊģ z§vislĨ na rostlinŊ, ve kter® se nach§zej². 

Saponarin je flavonoid nach§zej²c² se v H. vulgare. Jeho pŚenos prob²h§ pŚes protonovĨ antiport 

a ten mŢģe bĨt inhibov§n dalġ²m flavonoidem isovitexinem, kterĨ tak mŢģe bĨt dalġ²m 

substr§tem pŚenaġeļe. OdliġnĨ transport prob²h§ ale u vakuol izolovanĨch z rostliny, kter§ 

saponarin neprodukuje, jako je A. thaliana. Zde doġlo k transportu pomoc² ABC pŚenaġeļŢ a je 

tedy moģn®, ģe rostlinn§ buŔka tyto ciz² l§tky pŚen§ġ² pomoc² vĨkonnŊjġ²ho ABC transportu, 

podobnŊ jako se zbavuje nŊkterĨch herbicidŢ. 165 

Vakuol§rn² MATE transport®ry tak® hraj² dŢleģitou roli v pŚenosu flavonoidŢ. U A. thaliana 

byl pops§n pŚenaġeļ AtTT12 (transparent testa), kterĨ funguje jako antiport flavonoidŢ za 

protony na tonoplastu bunŊk osemen², kter® produkuj² proanthocyanidiny. Z vĨsledkŢ dalġ²ch 

pokusŢ vyplĨv§, ģe tento protein se pod²l² na pŚenosu glykosidŢ anthocyaninŢ (cyanidin-3-O-
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glukosid, II) a flavan-3-olŢ. Jejich aglykony, dimery flavan-3-olŢ a glykosidy flavanolŢ 

(kvercetin-3-O-rhamnosid) pak t²mto transport®rem pŚen§ġeny nebyly. 166  

U pŚenaġeļŢ AM1 a AM3 (anthoMATE) z V. vinifera byly transportov§ny ty anthocyaniny, 

kter® byly acylov§ny. Malvidin 3-O-glukosid ani cyanidin 3-O-glukosid transportov§ny nebyly. 

KromŊ anthocyaninŢ obsahuj² plody V. vinifera i flavonoly a flavan-3-oly, ale ty jsou na rozd²l 

od anthocyaninŢ produkov§ny v dobŊ, kdy nedoch§z² k expresi anthoMATE transport®rŢ a 

zpŢsob jejich transportu nebyl u t®to rostliny zat²m objasnŊn. 167 

Orthologa pŢvodn²ho MATE proteinu z A. thaliana byly pozdŊji nalezeny i u dalġ²ch rostlin, 

napŚ. Malus x domestic nebo S. lycopersicum. StejnŊ jako u kukuŚice tak i u vytvoŚenĨch 

mutantŢ tŊchto druhŢ doġlo ke zmŊnŊ zabarven². 168 

 

3.6.7. L§tky pouģ²van® k identifikaci  mechanismu transportu.  

L§tky slouģ²c² k pŚesnŊjġ² identifikaci mechanismu transportu jsou rŢzn® organick® nebo 

anorganick® molekuly, kter® se v§ģ² na membr§nov® proteiny nebo mŊn² podm²nky v jejich 

okol². Pro transportn² experimenty na bunŊļnĨch suspenz²ch byly vyuģity n§sleduj²c² inhibitory 

maj²c² vliv na transport sekund§rn²ch metabolitŢ: 

Orthovanad§t sodnĨ m§ tlumivĨ ¼ļinek na PM H+-ATPasu a jeho pŚid§n² do bunŊļn® kultury 

Eschscholtzia californica vedlo k postupn® alkalizaci okoln²ho media. KromŊ toho doġlo ke 

sn²ģen®mu vyluļov§n² benzofenanthridinovĨch alkaloidŢ. 169 U Salmonella typhimurium byl 

orthovanad§t tak® schopnĨ inhibovat ABC transport®r pro maltosu 170 a pouģ²v§ se i pro inhibici 

tŊchto ATPas u rostlin. 165 

Verapamil je z farmakologick®ho hlediska Śazen mezi antagonisty v§pn²ku. Tato l®ļiva 

inhibuj² jeho vstup do buŔky vazbou na kan§ly pro transport v§pn²ku, kter® jsou aktivov§ny 

zmŊnou membr§nov®ho potenci§lu. Verapamil se d²ky kvartern²mu dus²ku v§ģe na 

podjednotku transportn²ho proteinu, kde blokuje funkci kan§lu a t²m navod² relaxaci c®v nebo 

tlum² depolarizaci Ś²d²c²ch uzlŢ v srdci a pŢsob² tak jako antiarytmikum. 171 KromŊ toho je 

verapamil tak® inhibitorem ABC proteinŢ ze skupiny MDR1. Tento ¼ļinek byl studov§n 

zejm®na k pŚekon§n² tolerance nŊkterĨch l®ļiv zpŢsoben® P-glykoproteinem. 172, 173 Jeho ¼ļinek 

byl pozorov§n i u rostlin, kde po jeho aplikaci doġlo u Thalictrum minus k hromadŊn² berberinu 

uvnitŚ buŔky. 174 
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Probenecid je l®ļivo, kter® patŚ² do skupiny urikosurik. OvlivnŊn²m transportn²ch kan§lŢ pro 

kyselinu moļovou zvyġuje jej² vyluļov§n² v ledvin§ch. 175 PodobnŊ jako verapamil tak® mŢģe 

ovlivnit vyluļov§n² l®ļiv d²ky inhibici ABC transport®rŢ s t²m rozd²lem, ģe probenecid pŢsob² 

na proteiny ze skupiny MRP1 a MRP2 172 a obecnŊ pak tlum² transport organickĨch aniontŢ 176 

V nŊkterĨch studi²ch pak probenecid naopak MRP2 stimuloval. 177 

Glibenklamid  patŚ² mezi deriv§ty sulfonylmoļoviny a je uģ²v§n jako antidiabetikum. 178 V B-

buŔk§ch slinivky pŢsob² na receptory sulfonylmoļoviny (SUR1), kter® tak® patŚ² mezi ABC 

proteiny. To vede n§slednŊ k inhibici draselnĨch kan§lŢ z§vislĨch na ATP, ļ²mģ se zvĨġ² 

intracelul§rn² koncentrace drasl²ku, kter§ n§slednŊ vede k lepġ²mu vĨdeji inzul²nu. 

Glibenklamid tak® zpŢsobil ¼tlum MRP1 v buŔk§ch plicn²ho n§doru 179 a inhiboval ļinnost 

AtMRP5 v A. thaliana. 180 

Gramicidin  patŚ² do skupiny cyklickĨch peptidovĨch antibiotik, kter§ jsou tvoŚena bakteri² 

Bacillus brevis. Toto antibiotikum pŢsob² jako selektivn² ionofor pro kationty a ovlivŔuje jejich 

transmembr§novĨ pohyb. PŢsoben²m na ionty drasl²ku mŢģe naruġit procesy spojen® s t²mto 

iontem. 181 U Saccharomyces cerevisiae s vloģenĨm transport®rem NtMATE1 byl pozorov§n 

po jeho aplikaci sn²ģenĨ pŚ²jem nikotinu. 182 Gramicidin D pak naruġuje tvorbu ATP 183 a byla 

u nŊj pops§na i inhibiļn² aktivita proti P-gp ATPase. 184 

NH4Cl naruġen²m protonov®ho gradientu mŢģe tak® pŢsobit na pŚenos nŊkterĨch l§tek. NH4Cl 

patŚ² mezi protonofory. 176 Tyto l§tky jsou schopn® pŚech§zet pŚes membr§ny, v§zat protony na 

druh® stranŊ a pŚen§ġet je zpŊt, ļ²mģ naruġuj² protonovĨ gradient a membr§novĨ potenci§l. 

StejnŊ jako gramicidin D pak ovlivnil pŚ²jem nikotinu do kvasinek s NtMATE1. 182 

Brefeldin A je makrolidovĨ lakton z Eupenicillium brefeldianum a jinĨch askomycet, kter® 

patŚ² do rodu Penicillium. PŢvodn² vyuģit² smŊŚovalo k antivirotickĨm a antibakteri§ln²m 

¼ļinkŢm, ale n§slednŊ byl pops§n jeho inhibiļn² ¼ļinek na transport b²lkovin v r§mci buŔky. 

185, 186 Brefeldin A svĨm ¼ļinkem zastavuje vezikul§rn² transport pŚes inhibici Ăguanine 

nukleotide exchange factorñ. Ten hraje roli v procesu zahrnuj²c²m zmŊnu GDP na GTP a 

n§sledn® aktivaci ARF GTPasy Ś²d²c² mŊchĨŚkovĨ transport. 187 KromŊ toho brefeldin A tak® 

rozpouġt² Golgiho apar§t, ļ²mģ mŢģe d§le ovlivnit tento typ pohybu l§tek. 185 

Adenosintrifosf§t slouģ² jako hlavn² zdroj energie pro ġirok® spektrum reakc² prob²haj²c²ch 

v organismu. Jeho molekula se skl§d§ z adeninu, na kterĨ je pŚipojena ribosa s esterovŊ v§zanou 

kyselinou fosforeļnou. Na tuto kyselinu jsou v§z§ny dva fosf§ty anhydridovou vazbou a pr§vŊ 

jej²m ġtŊpen²m doch§z² k uvolnŊn² potŚebn® energie. D²ky fosf§tŢm m§ ATP pŚi pH 7,4 z§pornĨ 
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n§boj a v buŔce je pŚ²tomnĨ v komplexu s hoŚeļnatĨmi ionty. 188 MgATP se pouģ²v§ 

v transportn²ch studi²ch k ovŊŚen², jestli se koncentrace sledovan®ho metabolitu zvĨġ² po 

aplikaci t®to l§tky, a jestli doġlo k zapojen² mechanismu z§visl®ho na MgATP. 

Bafilomycin A1 je makrolidov® antibiotikum, kter® je produkov§no Streptomyces griseus spp. 

Sulphurus. Jeho testov§n²m na ATPasach rŢznĨch membr§n bylo zjiġtŊno, ģe se jedn§ o vĨraznĨ 

inhibitor V-ATPasy. 189 V pr§ci shrnuj²c² poznatky o aktivitŊ bafilomycinŢ byl pops§n jeho 

¼ļinek pŚes vazbu na V0 podjednotku t®to pumpy. 
190 V urļitĨch koncentrac², kter® jsou Ś§dovŊ 

vyġġ², mŢģe pŢsobit i na P-ATPasy nebo ABC transport®ry. 190  

N,Nó-dicyklohexylkarbodiimid  (DCCD, DCCD) se pouģ²v§ pŚedevġ²m v organick® synt®ze 

k pŚ²pravŊ peptidŢ. Jeho schopnost v§zat aminokyseliny pravdŊpodobnŊ stoj² za jeho 

inhibiļn²m ¼ļinkem na nŊkter® transportn² proteiny pod²lej²c² se na pŚenosu protonŢ. DCCD 

zastavuje ļinnost jednak F-ATPasy, ale tak® V-ATPasy, napŚ. u Acer pseudoplatanus. 191 U 

bakteri§ln² V0V1-ATPase pak byl pozorov§n ¼tlum rotace proteinu po aplikaci DCCD. 193 

KromŊ ATPas, mŢģe DCCD inhibovat i V-PPasy, kdy se v§ģe na tyto pŚenaġeļe a zabraŔuje 

tak hydrolĨze pyrofosf§tu, jak bylo pops§no u Vignus radiata. 194  
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4. EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST 

4.1. Materi§l a metody 

4.1.1. Pouģit® chemik§lie 

2,4-difenoxyoctov§ kyselina (2,4-D) p. a.;SERVA (NŊmecko) 

6-benzylaminopurin (BAP) p. a.; SERVA (NŊmecko) 

Acetonitril LiChrosolv; Merck (NŊmecko) pro HPLC 

Bafilomycin A1 ze Streptomyces griseus Ó 90%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Biochanin A p. a.; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Brefeldin A, Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

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

Daidzein p. a.; Fluka (NŊmecko) 

DCCD puriss., Ó 99.0%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Destilovan§ a ultraļist§ voda; Farmaceutick§ fakulta UK, Hradec Kr§lov® (Ļesk§ republika) 

Dihydrogenfosforeļnan amonnĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

Dihydrogenfosforeļnan sodnĨ monohydr§t p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

DMSO 98,6%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Dusiļnan draselnĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

Ethanol 96%, PENTA (Ļesk§ republika) 

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

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

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

Genistin p. a.; Fluka (NŊmecko) 

Glibenklamid Ó 99%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Gramicidin z Bacillus aneurinolyticus (B. brevis); Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

HEPES Ó 99.5%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Chlorid amonnĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

Chlorid kobaltnatĨ hexahydr§t p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

Chlorid v§penatĨ p. a., PENTA (Ļesk§ republika) 

Chlorid v§penatĨ hexahydr§t p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

Jodid draselnĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

Kinetin p. a.; SERVA (Nemecko) 

Kyselina borit§ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

Kyselina fosforeļn§ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

Kyselina nikotinov§; BDH (Velk§ Brit§nie) 

Macerozym R-10; SERVA (NŊmecko)  

D-Mannitol Ó 98%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Metavanadiļnan amonnĨ ļistĨ; Lachema Brno (Ļesk§ republika) 

Methanol ļistĨ; PENTA (Ļesk§ republika) 

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

Molybdenan sodnĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

myo-Inositol for plant cell culture; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

NaEDTA 99%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Neutr§ln² ļerveŔ p. a.; Lachema (Ļesk§ republika) 

Orthovanad§t sodnĨ Ó 99%; Santa Cruz Biotechnology (NŊmecko) 

Polyethylenglykol 4000; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Probenecid Ó 98%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Pyridoxin hydrochlorid; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Sacharosa p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

S²ran amonnĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

S²ran hoŚeļnatĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

S²ran manganatĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

S²ran mŊŅnatĨ pentahydr§t p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

S²ran vanadylu; Riedel de Ha±n (NŊmecko) 

S²ran zineļnatĨ heptahydr§t p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

S²ran ģeleznatĨ p. a.; PENTA (Ļesk§ republika) 

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

Verapamil 98%; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 
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4.1.2. PŚ²strojov® a laboratorn² vybaven² 

Analytick® v§hy Sartorius CPA225D; Sartalex (Ļesk§ republika)  

Automatick® pipety Acura; Socorex (ĠvĨcarsko) 

Centrifuga Z326K; Hermle (NŊmecko) 

Heidolph rotary evaporator Laborota 4010; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

HPLC soustava Jasco; (Japonsko) 

Chlad²c² skŚ²Ŕ NS 600.2 VV; Frigera (Ļesk§ republika) 

Injekļn² stŚ²kaļka 

Lab dancer; IKA (NŊmecko) 

Laboratorn² sklo a porcel§n Sial, Simax; Kavalier (Ļesk§ republika) 

Mikrofiltr 0,2 a 0,45 um; VWR international (USA) 

Mikroskop OLYMPUS CH20; Micro-Optics (USA) 

Mi racloth EMD Millipore; VWR (USA) 

Multi -flask Shaker VKS 75, Edmund B¿hler, Fisher Scientific (USA) 

Okul§rov§ USB kamera AM4023; Dino-Lite (Taiwan) 

Orbital Shaker 3015; GFL (NŊmecko)  

Parafilm M; Bemis (USA) 

Parn² steriliz§tor PS20 A Chirana; LABO-MS (ĻR) 

PŚedv§ģky KERN 440-45 N; KERN (NŊmecko) 

Souprava na homogenizaci tk§n² CD1-1KT; Sigma-Aldrich (NŊmecko) 
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Box s lamin§rn²m proudŊn²m Fatran LF; Chirana Brno (ĻR) 

UV Cleaner-Recirculator UVR-Mi; Biosan (Litva) 

Vakuov§ vĨvŊva MZ 2C; Vacuubrand (NŊmecko) 

Vialky ġroubovac² ND9; Fisher Scientific (USA) 

Vodn² l§zeŔ 1042; GFL (NŊmecko) 

Zkumavky Falcon 50 ml; Fisher Scientific (USA) 

 

4.2. RostlinnĨ materi§l 

Trifolium pratense L. 

Kalusov§ kultura T. pratense DO-8 (PŚ²loha 5.; s. 3) byla odvozena z c²lenŊ poranŊnĨch ļ§st² 

mladĨch rostlin. Semena pouģitĨch rostlin poch§zela ze Ġlechtitelsk® stanice Domoradice a 

byla kultivov§na na agarem zpevnŊn®m mediu Gamborg B5 (PŚ²loha 9.; s. 4). Z kalusu byla 

n§slednŊ pŚipravena suspenzn² kultura (PŚ²loha 6.; s. 3). Kultury byly pŊstov§ny v 250ml 

ErlenmeyerovĨch baŔk§ch na mediu Gamborg B5 s obsahem 2,4-D (9,0121 mM) a BAP 

(8,8432 mM) na pevn®m nosiļi ļ§steļnŊ ponoŚen®m v mediu v pŚ²padŊ kalusu nebo jako volnŊ 

dispergovan® suspenze na tŚepaļce. ProvzduġnŊn² a zabr§nŊn² sedimentace u suspenze bylo 

zajiġtŊno um²stŊn²m banŊk na tŚepaļku o 115 rpm. Oba typy kultur byly kultivov§ny pŚi 24 ÁC 

a 16hodinov®m svŊteln®m reģimu zajiġŠovan®m z§Śivkami. Kalusy byly pas§ģov§ny po 

4 tĨdnech ve steriln²m boxu, kterĨ byl pŚed pouģit²m vydezinfikov§n a oġetŚen germicidn²m 

z§Śen²m. Nov§ pas§ģ byla pŚipravena pŚenesen²m zdrav® tk§nŊ na povrch pap²rov®ho mŢstku a 

baŔka se opŊt uzavŚela hlin²kovou foli². Suspenze byly pŚipraveny rozruġen²m kompaktn² 

hmoty kalusu do media pomoc² steriln² pinzety a nŊkolikan§sobnĨm nas§t²m a vypuġtŊn²m 

bunŊļnĨch shlukŢ automatickou pipetou a n§slednŊ pas§ģov§ny po ļtrn§cti dnech. Prvn² pas§ģ 

suspenze byla odvozena z 59. pas§ģe kalusu. Pro studium elicitace a mechanismŢ transportu 

byla vyuģita suspenzn² kultura pas§ģe 3 aģ 10 a pas§ģ 4 ï 14 odvozen§ z 67. pas§ģe kalusu 

T. pratense.  
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Genista tinctoria L. 

Kalusov§ kultura G. tinctoria (PŚ²loha 7.; s. 3) byla odvozena z rostlin vyrostlĨch ze semen 

poch§zej²c²ch ze ZemŊdŊlsk® fakulty Mendelovy univerzity v BrnŊ. Suspenzn² kultura 

(PŚ²loha 8.; s. 3) byla z pŢvodn² kalusov® kultury z²sk§na stejnĨm zpŢsobem jako u T. pratense. 

Kalusov® i suspenzn² kultury byly pŊstov§ny na Schenk & Hildebrandt mediu (PŚ²loha 10.; s. 5) 

s obsahem rŢstovĨch regul§torŢ 2,4-D (2,2621 mM) a kinetinu (0,4646 mM) v 250ml 

ErlenmeyerovĨch baŔk§ch obsahuj²c²ch v pŚ²padŊ kalusu pap²rov® mŢstky. Tepeln® a svŊteln® 

podm²nky byly totoģn® jako u T. pratense. Kalusy byly pas§ģov§ny kaģdĨ mŊs²c ve steriln²m 

boxu, suspenze byly pas§ģov§ny po ļtrn§cti dnech. Prvn² pas§ģ suspenze byla odvozena ze 40. 

pas§ģe kalusu a pro vĨzkum elicitace a inhibice transportu byly pouģita pas§ģ suspenze 5 aģ 8. 

 

4.3. OvlivnŊn² transportu u bunŊļn® suspenze 

4.3.1. Elicitace 

Metoda elicitace byla pouģita pro zvĨġen² tvorby sekund§rn²ch metabolitŢ a jejich moģn®ho 

uvolŔov§n² do ģivn®ho media. U T. pratense byl vyzkouġen jako chemickĨ elicitor nejprve 

VOSO4 v koncentraci 1 a 10 mM podle Ļ§stkov®194 a n§slednŊ NH4VO3 v koncentraci 1 a 

10  mM. Pro elicitaci byly bunŊļn® kultury pŚipraveny pŚem²stŊn²m 15 ml narostl® suspenze 

z pŚedchoz² pas§ģe pipetou do 20 ml nov®ho media a tŚi dny kultivov§ny pŚi 115 rpm a 24 ÁC. 

N§slednŊ byl pŚid§n 1 ml elicitoru o poģadovan® koncentraci pŚipraven® ze z§sobn²ho roztoku 

elicitorŢ do suspenzn² kultury (PŚ²loha 11.; s. 6). SpoleļnŊ s elicitovanĨmi suspenzemi byly 

pŚipraveny kontroln² vzorky, kde byl m²sto slouļenin vanadu pŚid§n 1 ml destilovan® vody. 

Kontroln² a elicitorem oġetŚen® vzorky susenzn²ch kultur byly postupnŊ odeb²r§ny po 24 a 48 

hodin§ch, zfiltrov§ny za norm§ln²ho tlaku pŚes skl§danĨ filtr a po promyt² destilovanou vodou 

vysuġeny pŚi laboratorn² teplotŊ na filtraļn²m pap²Śe. Media byla ihned zpracov§na dle kapitoly 

4.3.3. nebo v plastovĨch zkumavk§ch zamraģena.  

Suspenzn² kultura G. tinctoria byla pŚipravena a elicitov§na stejnĨm zpŢsobem. Jako elicitor 

byl vyuģit opŊt VOSO4 a NH4VO3 v pŚid§van®m objemu 1 ml koncentraci 1 a 10  mM a jejich 

pŢsoben² bylo sledov§no v r§mci 24 a 48 hodin. Kontrola byla provedena jako v pŚedchoz²m 

pŚ²padŊ. Odebran® vzorky byly zpracov§ny stejnĨm zpŢsobem a exrakty pŚipraveny dle 4.3.4.  
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4.3.2. Kultivace s inhibitory transportn²ch mechanismŢ 

BunŊļn® kultury T. pratense i G. tinctoria byly kultivov§ny s inhibitory rŢznĨch transportn²ch 

mechanismŢ, kter® jsou pouģ²v§ny pŚi jejich identifikaci (PŚ²loha 11.; s. 6). K experimentŢm 

byly pouģity suspenzn² kultury pŚipraven® podle 4.3.1. PŚed aplikac² elicitoru bylo do pokusn® 

baŔky pŚid§no 30  ml inhibitoru ze z§sobn²ch roztokŢ a suspenze byly inkubov§ny jednu hodinu 

na tŚepaļce za standardn²ch podm²nek. Po jedn® hodinŊ byl do suspenze pŚid§n 1 ml elicitoru 

dle vĨsledkŢ z²skanĨch z vlivu elicitorŢ na jednotliv® kultury (Kap. 5.1) a suspenze byly 

kultivov§ny 24 hodin za standardn²ch podm²nek. SpoleļnŊ se suspenzemi, kde byl pŚid§n 

inhibitor a elicitor (Inhibitor; Kap. 5.2), byly pŚipraveny i vzorky pouze s 1 ml elicitoru 

(Elicitor; Kap. 5.2.) a kontroln² vzorky (Kontrola; Kap. 5.2.). N§slednŊ byly kultury zfiltrov§ny, 

pevnĨ pod²l usuġen a spoleļnŊ s mediem zpracov§n dle 4.3.3. Pouģit§ rozpouġtŊdla nemŊla 

statisticky vĨznamnĨ vliv na zmŊnu obsahu isoflavonŢ v suġinŊ a mediu. 

 

4.3.3. PŚ²prava extraktŢ z T. pratense k HPLC analĨze 

Extrakty k HPLC analĨze obsahu isoflavonŢ v suġinŊ a mediu byly pŚipraveny podle postupŢ 

vypracovanĨch na katedŚe farmakognosie. Vodou propl§chnut® a usuġen® buŔkysuspenzn² 

kultury T. pratense byly rozdrceny v tŚec² misce. 0,3000 aģ 0,5000 g suġiny bylo na 

analytickĨch vah§ch odv§ģeno do varn® baŔky, do kter® bylo pŚid§no 15 ml 80% methanolu a 

varn® kuliļky. SmŊs byla dvakr§t 15 minut extrahov§na pŚi 80 ÁC na vodn² l§zni pod zpŊtnĨm 

chladiļem a po vychladnut² zfiltrov§na pŚes vatu do odmŊrn® baŔky o objemu 25 ml. Vata se 

zachycenou suspenz² byla vr§cena do varn® baŔky a znovu extrahov§na 80% methanolem 

15 minut. Po vychladnut² byl extrakt pŚid§n do odmŊrn® baŔky s prvn²m extraktem a pŚ²padnŊ 

se objem doplnil na 25 ml. 1,5 ml vĨsledn®ho roztoku bylo pŚes mikrofiltr (0,45 mm) pomoc² 

injekļn² stŚ²kaļky pŚeneseno do vialek a obsah isoflavonŢ urļen pomoc² HPLC. 

ZmŊŚenĨ objem zfiltrovan®ho media byl na odparce zredukov§n na 5 ml a pŚeveden do odmŊrn® 

baŔky na 10 ml. Objem byl doplnŊn po rysku 80% methanolem. VĨslednĨ roztok byl nejprve 

pŚefiltrov§n pŚes vatu, 1,5 ml filtr§tu bylo pŚes mikrofiltr (0,45 mm) stŚ²kaļkou pŚeneseno do 

vialky a obsah isoflavonŢ vyhodnocen pomoc² HPLC. 
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4.3.4. PŚ²prava extraktŢ z G. tinctoria k HPLC analĨze 

Extrakty z G.tinctoria byly pŚipraveny podobnĨm zpŢsobem jako u T. pratense. 0,3000 aģ 

0,5000 g rozdrcen® suġiny bylo odv§ģeno do varn® baŔky a po pŚid§n² varnĨch kuliļek 

extrahov§no v 10 ml 80% methanolu za varu 10 minut na vodn² l§zni pod zpŊtnĨm chladiļem. 

Po vychladnut² byla suspenze zfiltrov§na pŚes vatu do 20ml odmŊrn® baŔky a pevnĨ pod²l 

usazenĨ na vatŊ byl spoleļnŊ s n² vr§cen do varn® baŔky a znovu extrahov§n v 10 ml 80% 

methanolem. DruhĨ extrakt byl pŚefiltrov§n pŚes vatu do odmŊrn® baŔky a objem byl doplnŊn 

na 20 ml. VĨslednĨ roztok byl pŚes mikrofiltr (0,45 mm) opŊt pŚenesen do vialky a obsah 

isoflavonoidŢ vyhodnocen pomoc² HPLC. 

Filtr§t z²skanĨ po separaci bunŊļn® suspenze z media byl po zmŊŚen² kalibrovanou pipetou 

zredukov§n na odparce. PevnĨ pod²l byl rozpuġtŊn v 10 ml 80% methanolu, roztok byl pŚeveden 

do 10ml odmŊrn® baŔky a objem pŚ²padnŊ doplnŊn stejnĨm rozpouġtŊdlem. Po zfiltrov§n² pŚes 

vatu byl roztok pomoc² mikrofiltru (0,45 mm) a injekļn² stŚ²kaļky aplikov§n do vialek. Obsah 

isoflavonŢ byl vyhodnocen pomoc² HPLC. 

 

4.4. OvlivnŊn² transportu u izolovanĨch vakuol 

4.4.1. Izolace protoplastŢ 

Pro vĨzkum vakuol§rn²ho transportu byla pouģita 10 dn² star§ suspenzn² kultura T. pratense a 

roztoky uveden® v PŚ²loze 12. (s. 7). Suspenze byla zfiltrov§na na B¿chnerovŊ n§levce za 

sn²ģen®ho tlaku tak, aby vznikl§ usazenina nebyla zcela vysuġena. Po jej²m promyt² roztokem 

A (500mM mannitol) a zfiltrov§n², bylo zhruba 50 g suspenze odv§ģeno do 250ml 

Erlenmeyerovy baŔky a sm²ch§no se 100 ml roztoku enzymŢ (cellulasa, macerozym). Do 

bunŊļn® suspenze (PŚ²loha 13.; s. 9) s enzymatickĨm roztokem bylo pŚid§no 0,0025 g neutr§ln² 

ļervenŊ pro zvĨraznŊn² protoplastŢ a vakuol (PŚ²loha 14.; s 9.) a baŔka byla postavena na 

tŚepaļku o 115 rpm do kultivaļn² m²stnosti. Reakce prob²hala pŚi 24 ÁC za ochrany pŚed 

svŊtlem. PrŢbŊģnŊ byl kontrolov§n n§rŢst obsahu protoplastŢ a po tŚech aģ ļtyŚech hodin§ch 

doġlo u vŊtġiny bunŊk k lĨze bunŊļn® stŊny (PŚ²lohy 15., 16.; s. 10). 
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4.4.2. Izolace vakuol 

Pro izolaci vakuol byl vyuģit upravenĨ postup dle Pomahaļov®. 155 Protoplasty byly 

pŚefiltrov§ny pŚes vrstvu Miracloth, kter§ slouģ² k separaci protoplastŢ od nedegradovanĨch 

bunŊk. Suspenze protoplastŢ byla rozdŊlena do ļtyŚ zkumavek a odstŚedŊna v centrifuze 

HERMLE pŚi 2200 rpm po dobu 10 min. Supernatant byl opatrnŊ odstranŊn, pelety byly 

resuspendov§ny v 5 ml roztoku B (500mM mannitol, 10mM HEPES) a pŚeneseny do dvou 

50ml zkumavek tak, ģe kaģd§ obsahovala 10 ml protoplastov® suspenze. Do kaģd® zkumavky 

bylo pŚid§no 20 ml destilovan® vody, aby doġlo k lĨze protoplastŢ a uvolnŊn² vakuol 

(PŚ²loha 17.; s. 11). LĨza byla podpoŚena protŚep§v§n²m zkumavek a jejich postaven²m na 

Labdancer nebo nŊkolikan§sobnĨm nas§t²m pŚes ¼st² 5ml pipety. Suspenze byla n§slednŊ 

rozdŊlena pipetou po 5 ml do 12 centrifugaļn²ch zkumavek a odstŚedŊna pŚi 4000 rpm a 4 ÁC 

po dobu 15 minut.  

Po odstranŊn² supernatantu byla peleta resuspendov§na v 5% roztoku Ficollu. Suspenze, kter§ 

obsahovala kromŊ vakuol neģ§douc² balast nebo nelyzovan® protoplasty, byla pŚ²padnŊ 

pŚeļiġtŊna pomoc² gradientu vytvoŚen®ho roztoky Ficollu o rŢzn® koncentraci: na dno 

centrifugaļn² zkumavky byl napipetov§n 15% Ficoll, opatnŊ pŚevrstven 10% Ficollem a 

n§slednŊ suspenz² vakuol v 5% Ficollu. Zkumavky s roztoky byly odstŚedŊny pŚi 2200 rpm a 

4 ÁC po dobu 10 minut. Vakuoly se hromadily pŚev§ģnŊ na mezif§zi 10% a 15% Ficollu. 

Z tohoto rozhran² byly opatrnŊ odebr§ny pipetou a po spojen² vġech frakc² n§slednŊ rovnomŊrnŊ 

rozdŊleny znovu do 12 centrifugaļn²ch zkumavek. Tyto zkumavky byly odstŚedŊny pŚi 

4000 rpm a 4 ÁC po dobu 15 minut. 

 

4.4.3. OvlivnŊn² vakuol§rn²ho transportu 

Po odstranŊn² supernatantu byly pelety vakuol (PŚ²loha 18.; s. 11) resuspendov§ny v 8 ml 

kontroln²ch nebo zkouġenĨch roztokŢ (PŚ²loha 12.; s. 7-8). Zkouġen® roztoky obsahovaly l§tky 

ovlivŔuj²c² transport (MgATP, bafilomycin A1, DCCD) a byly jako kontroly dŊleny dle 

pŚ²tomnosti (G+) ļi absence (G-) pŚidan®ho genistinu. U kaģd®ho roztoku byla provedena tŚi 

mŊŚen². 2 ml smŊsi od kontroln²ch a zkouġenĨch vzorkŢ byly ihned pŚeneseny do nov® 

zkumavky a odstŚedŊny pŚi 4000 rpm a 4 ÁC po dobu 10 minut. OddŊlenĨ supernatant byl 

sm²ch§n s 1 ml 80% methanolu a pipetou pŚem²stŊn do vialky. K peletŊ vakuol byly pŚid§ny 2 

ml 80% methanolu a suspenze byla rozm²ch§na postaven²m na Labdancer po dobu 15 sekund. 
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SmŊs byla pŚes mikrofiltr (0,2  mm) zfiltrov§na injekļn² stŚ²kaļkou do vialek. OdbŊr vzorku byl 

stejnĨm zpŢsobem zopakov§n po 2, 4 a 24 hodin§ch a vzorky byly vyhodnoceny na HPLC. 

 

4.5. HPLC analĨza obsahu isoflavonŢ  

K analĨze vzorkŢ byla pouģita chromatoGrafick§ soustava Jasco skl§daj²c² se z ļerpadla PU-

2089, detektoru MD-2015, autosampleru AS-2055, pŚedkolonov®ho filtru, kolony 

LiChroCART 250³4 s ochrannou pŚedkolonkou a se stacion§rn² f§z² LiChrospher 100 RP-18 

(5 mm). Stacion§rn² f§ze se skl§dala ze sorbentu na b§zi silikagelu o velikosti ļ§stic 5 mm, na 

jejich hydroxylov® skupiny byly nav§z§ny nepol§rn² uhlovod²kov® ŚetŊzce (18 atomŢ uhl²ku) 

tvoŚ²c² reverzn² f§zi. K urļen² totoģnosti a obsahu isoflavonŢ genistinu, daidzeinu, genisteinu, 

formononetinu a biochaninu A byly pouģity jejich vnŊjġ² standardy (PŚ²lohy 19. ï 25.; s. 12-

15). Metoda HPLC analĨzy tŊchto metabolitŢ byla vytvoŚena na katedŚe farmakognosie 

PharmDr. Janem Martinem, PhD. a pouģita v pŚedchoz²ch prac²ch. 169 

Eluce mobiln² f§ze, kter§ obsahovala jako pufr vģdy 0,15 % kyseliny fosforeļn®, prob²hala 

nejprve gradientovŊ. Sloģen² mobiln² f§ze se mŊnilo v ļase od t = 0, kdy byla koncentrace 30% 

methanolu aģ po 80% methanol v ļase t = 9 min. Pot® n§sledovala isokratick§ eluce 80% 

methanolem do ļasu t = 15 min. PrŢtok kolonou byl 1,1 ml/min. 

Detekce obsahovĨch l§tek pomoc² DAD detektoru prob²hala v rozmez² vlnovĨch d®lek 190 ï 

450 nm. Đdaje o obsahu poģadovanĨch l§tek byly vypoļteny z p²kŢ pŚi vlnov® d®lce 260 nm.  

Obsah isoflavonŢ byl kvantifikov§n matematickou metodou normalizace a porovn§n²m 

s kalibraļn² kŚivkou vytvoŚenou pomoc² externŊ mŊŚenĨch standardŢ. Identifikace p²kŢ byla 

provedena na z§kladŊ retenļn²ch ļasŢ a spekter. 

 

1. Genistin 

x: koncentrace (mg/100 ml) 

y: plocha; y = bx + a 

regresn² koeficient: 0.9998 

a = 0; b = 6.089 

 1 



54 

 

2. Daidzein 

x: koncentrace (mg/100 ml) 

y: plocha; y = bx + a 

regresn² koeficient: 0.9938 

a = 0; b = 10.340 

 

3. Genistein 

x: koncentrace (mg/100 ml) 

y: plocha; y = bx + a 

regresn² koeficient: 0.9988 

a = 0; b = 38.010 

 

4. Formononetin 

x: koncentrace (mg/100 ml) 

y: plocha 

y = bx + a 

regresn² koeficient: 0.9994 

a = 0; b = 14.860 

 

5. Biochanin A 

x: koncentrace (mg/100 ml) 

y: plocha; y = bx + a 

regresn² koeficient: 0.9997 

a = 0; b = 42 
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4.6. Statistick® zhodnocen² vĨsledkŢ 195, 196 

Koneļn® vĨsledky prezentovan® v grafech jsou aritmetickĨm prŢmŊrem hodnot z²skanĨch ze 

tŚ² jednotlivĨch mŊŚen², kter§ byla provedena pro kaģdĨ kontroln² i experiment§ln² vzorek. 

AritmetickĨ prŢmŊr pŚedstavuje souļet namŊŚenĨch vĨsledkŢ dŊlenĨch jejich poļtem. 

Standardn² odchylka pak urļuje, jak velkĨ je rozptyl hodnot od pŚedpokl§dan®ho prŢmŊru. 

K zjiġtŊn² toho, jestli byl rozd²l mezi vzorky statisticky vĨznamnĨ a doġlo po aplikaci elicitoru 

nebo inhibitoru k relevantn² zmŊnŊ obsahu isoflavonŢ, byl pouģit dvojvĨbŊrovĨ studentŢv t-

test. Tento t-test byl nep§rovĨ vzhledem k tomu, ģe byly porovn§v§ny dva soubory hodnot 

z²skanĨch z kontroln²ch nebo experiment§ln²ch mŊŚen². Rozd²l mezi odchylkami u jednotlivĨch 

hodnot byl stanoven pomoc² F-testu, kterĨ urļuje, jestli pŚidan® l§tky ovlivnily pŚ²sluġnĨ 

rozptyl.  

Pro kaģdĨ kontroln² a experiment§ln² vzorek byla provedena tŚi soubŊģn§ stanoven². Poļet 

ļlenŢ kontroln²ch mŊŚen² n1 a poļet pokusnĨch mŊŚen² n2 byl roven tŚi a poļet stupŔŢ volnosti 

v se tak rovnal ļtyŚem. Kritick§ hodnota testovac²ho krit®ria t(v)P je pŚi tomto poļtu v a urļen® 

hladinŊ vĨznamnosti P = 0,05 rovna 2,78. Jestliģe vypoļ²tan® krit®rium splŔovalo podm²nky 

kritick® hodnoty a hladiny vĨznamnosti (p < 0,05), byl rozd²l hodnot statisticky vĨznamnĨ.  

V grafech byl tento statisticky vĨznamnĨ n§rŢst nebo pokles obsahu isoflavonŢ oznaļen 

hvŊzdiļkou. V pŚ²padŊ urļen² vlivu inhibitoru (Kap. 5.2.) oznaļuje hvŊzdiļka nad sloupcem 

inhibitoru statisticky vĨznamnĨ rozd²l mezi inhibitorem a elicitorem. HvŊzdiļka nad elicitorem 

rozd²l mezi n²m a kontrolou. HvŊzdiļka nad kontrolou rozd²l mezi inhibitorem s elicitorem a 

kontrolou. 

Statistika byla vypoļ²t§na pomoc² programu Microsoft Excel 2016. 
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5. VħSLEDKY 

5.1. Elicitace suspenzn²ch kultur 

Suspenzn² kultury T. pratense a G. tinctoria byly elicitov§ny slouļeninami vanadu o rŢznĨch 

koncentrac²ch a byl sledov§n vliv elicitoru na obsah isoflavonŢ v suġinŊ a na jejich uvolŔov§n² 

do ģivn®ho media po 24 a 48 hodin§ch. Jako elicitory byly pouģity NH4VO3 (E1) a VOSO4 

(E2). Sloupce oznaļen® hvŊzdiļkou oznaļuj² statisticky vĨznamn® rozd²ly mezi kontroln²mi a 

elicitovanĨmi vzorky. 

 

5.1.1. Vliv slouļenin vanadu na obsah isoflavonŢ v T. pratense. 

Graf 1.1.a Vliv elicitoru na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 1.1.b Vliv elicitoru na obsah genistinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 1.2.a Vliv elicitoru na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 1.2.b Vliv elicitoru na obsah genisteinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 1.3.a Vliv elicitoru na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml 
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Graf 1.3.b Vliv elicitoru na obsah biochaninu A v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 1.4.a Vliv elicitoru na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 1.4.b Vliv elicitoru na obsah daidzeinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 1.5.a Vliv elicitoru na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 1.5.b Vliv elicitoru na obsah formononetinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

5.1.2. Vliv slouļenin vanadu na obsah isoflavonŢ v G. tinctoria 

Graf 2.1.a Vliv elicitoru na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml 
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Graf 2.1.b Vliv elicitoru na obsah genistinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 2.2.a Vliv elicitoru na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml 

  

 

Graf 2.2.b Vliv elicitoru na obsah genisteinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 2.3. Vliv elicitoru na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 2.4.a Vliv elicitoru na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 2.4.b Vliv elicitoru na obsah daidzeinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 2.5.a Vliv elicitoru na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 2.5.b Vliv elicitoru na obsah formononetinu v suspenzi v mg/g. 
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5.2. Inhibice transportu isoflavonŢ do media  

Suspenzn² kultury T. pratense a G. tinctoria byly kultivov§ny s elicitorem a rŢznĨmi inhibitory 

ovlivŔuj²c² mechanismus sekund§rn²ch metabolitŢ. Tento vliv byl sledov§n v porovn§n² 

s kulturami oġetŚenĨmi pouze elicitorem nebo kontrolou. Jako inhibitory byly pouģity NH4Cl, 

gramicidin (Gr), brefeldin A (Br), orthovanad§t sodnĨ (Ort), verapamil (Ver), probenecid (Pr) 

a glibenklamid (Gl). 

Sloupce oznaļen® hvŊzdiļkou oznaļuj² statisticky vĨznamn® rozd²ly mezi kontroln²mi vzorky, 

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

 

5.2.1. Vliv inhibitorŢ na transport isoflavonŢ v T. pratense. 

Graf 3.1.a Vliv inhibitorŢ na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 3.1.b Vliv inhibitorŢ na obsah genistinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 3.1.c Vliv inhibitorŢ na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 3.1.d Vliv inhibitorŢ na obsah genistinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 3.2.a Vliv inhibitorŢ na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml 
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Graf 3.2.b Vliv inhibitorŢ na obsah genisteinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 3.2.c Vliv inhibitorŢ na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 3.2.d Vliv inhibitorŢ na obsah genisteinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 3.3.a Vliv inhibitorŢ na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 3.3.b Vliv inhibitorŢ na obsah biochaninu A v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 3.3.c Vliv inhibitorŢ na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml 
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Graf 3.3.d Vliv inhibitorŢ na obsah biochaninu A v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 3.4.a Vliv inhibitorŢ na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 3.4.b Vliv inhibitorŢ na obsah daidzeinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 3.4.c Vliv inhibitorŢ na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 3.4.d Vliv inhibitorŢ na obsah daidzeinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 3.5.a Vliv inhibitorŢ na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml 
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Graf 3.5.b Vliv inhibitorŢ na obsah formononetinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 3.5.c Vliv inhibitorŢ na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 3.5.d Vliv inhibitorŢ na obsah formononetinu v suġinŊ v mg/g 
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5.2.2. Vliv inhibitorŢ na transport  isoflavonŢ v G. tinctoria. 

Graf 4.1.a Vliv inhibitorŢ na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 4.1.b Vliv inhibitorŢ na obsah genistinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 4.1.c Vliv inhibitorŢ na obsah genistinu v mediu v mg/100 ml 
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Graf 4.1.d Vliv inhibitorŢ na obsah genistinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 4.2.a Vliv inhibitorŢ na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 4.2.b Vliv inhibitorŢ na obsah genisteinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 4.2.c Vliv inhibitorŢ na obsah genisteinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 4.2.d Vliv inhibitorŢ na obsah genisteinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 4.3.a Vliv inhibitorŢ na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml 
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Graf 4.3.b Vliv inhibitorŢ na obsah biochaninu A v mediu v mg/100 ml 

  

 

Graf 4.4.a Vliv inhibitorŢ na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 4.4.b Vliv inhibitorŢ na obsah daidzeinu v suġinŊ v mg/g 
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Graf 4.4.c Vliv inhibitorŢ na obsah daidzeinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 4.4.d Vliv inhibitorŢ na obsah daidzeinu v suġinŊ v mg/g 

  

 

Graf 4.5.a Vliv inhibitorŢ na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml 
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Graf 4.5.b Vliv inhibitorŢ na obsah formononetinu v suġinŊ v mg/g 

 

 

Graf 4.5.c Vliv inhibitorŢ na obsah formononetinu v mediu v mg/100 ml 

 

 

Graf 4.5.d Vliv inhibitorŢ na obsah formononetinu v suġinŊ v mg/g 
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5.3. Transport genistinu pŚes vakuol§rn² membr§nu 

K peletŊ vakuol izolovanĨch ze suspenzn² kultury T. pratense byly pŚid§ny rŢzn® roztoky 

obsahuj²c² l§tky ovlivŔuj²c² transport: MgATP, bafilomycin A1 (Baf) a DCCD. Jejich vliv byl 

sledov§n jednak u vzorkŢ bez genistinu (G-) nebo s pŚidanĨm genistinem (G+). 

Sloupce oznaļen® hvŊzdiļkou oznaļuj² statisticky vĨznamnĨ rozd²l mezi vzorky s l§tkou 

ovlivŔuj²c² transport a kontrolou. 

 

5.3.1. Vliv MgATP na transport genistinu 

Graf 5.1.1.a Vliv MgATP na obsah genistinu ve vakuol§ch v mg/peleta 

 

 

Graf 5.1.1.b Vliv MgATP na obsah genistinu ve vakuol§ch v mg/peleta 
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Graf 5.1.2. Vliv MgATP na obsah genistinu v supernatantu v mg/100 ml 

 

 

Graf 5.1.3 Vliv MgATP na obsah genisteinu ve vakuol§ch v mg/peleta 

 

 

Graf 5.1.4. Vliv MgATP na obsah genisteinu v supernatantu v mg/100 ml  
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5.3.2. Vliv bafilomycinu A1 na transport genistinu 

Graf 5.2.1.a Vliv bafilomycinu na obsah genistinu ve vakuol§ch v mg/peleta 

 

 

Graf 5.2.1.b Vliv bafilomycinu na obsah genistinu ve vakuol§ch v mg/peleta 
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Graf 5.2.2. Vliv bafilomycinu  na obsah genistinu v supernatantu v mg/100 ml 

 

 

Graf 5.2.3. Vliv bafilomycinu na obsah genisteinu ve vakuol§ch v mg/peleta 

 

 

Graf 5.2.4  Vliv bafilomycinu na obsah genisteinu v supernatantu v mg/100 ml 
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5.3.3. Vliv DCCD na transport genistinu 

Graf 5.3.1.a Vliv DCCD na obsah genistinu ve vakuol§ch v mg/peleta 

 

 

Graf 5.3.1.b Vliv DCCD na obsah genistinu ve vakuol§ch v mg/peleta 
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Graf 5.3.2. Vliv DCCD na obsah genistinu v supernatantu v mg/100 ml 

 

 

Graf 5.3.1 Vliv DCCD na obsah genisteinu ve vakuol§ch v mg/peleta 

 

 

Graf 5.3.4. Vliv DCCD na obsah genisteinu v supernatantu v mg/100 ml 
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6. DISKUSE 

6.1. Diskuse k elicitaci suspenzn²ch kultur 

6.1.1. Vliv slouļenin vanadu na obsah isoflavonŢ v T. pratense. 

Genistin 

Statisticky vĨznamn® zvĨġen² obsahu genistinu oproti kontrole o 137 % bylo v mediu namŊŚeno 

po elicitaci E1 o koncentraci 10 mM a 24hodinov® kultivaci. Tento elicitor o stejn® koncentraci 

zvĨġil obsah genistinu i po 48 hodin§ch, ale nesplŔoval krit®ria stanoven® hladiny vĨznamnosti. 

E2 o koncentraci 10 mM tak® zvĨġil obsah genistinu po 24a 48 hodin§ch, nicm®nŊ ani jeden 

n§rŢst nebyl statisticky vĨznamnĨ (Graf 1.1.a). V suġinŊ kultury T. pratense nebyl pozorov§n 

statisticky vĨznamnĨ rozd²l obsahu genistinu oproti kontrole, kter§ mŊla po 24 hodin§ch vyġġ² 

koncentraci isoflavonu pŚi srovn§n² s elicitovanĨmi vzorky. Po elicitaci 1mM roztokem E2 

doġlo po 48 hodin§ch ke statisticky vĨznamn®mu sn²ģen² mnoģstv² genistinu v suġinŊ (Graf 

1.1.b). 

 

Genistein 

Statisticky vĨznamn® sn²ģen² obsahu genisteinu v mediu bylo zaznamen§no po aplikaci 1mM 

roztoku E1 a 48hodinov® kultivaci. Po 48hodinov® elicitaci roztokem E2 (10 mM) doġlo tak® 

k vĨznamn®mu sn²ģen² obsahu genisteinu v mediu. N§rŢst obsahu genisteinu po aplikaci 

elicitorŢ nebyl statisticky vĨznamnĨ. (Graf 1.2.a). Obsah genisteinu vĨznamnŊ vzrostl v suġinŊ 

po pouģit² obou koncentrac² elicitoru E1 v obou sledovanĨch ļasovĨch intervalech. 

Koncentrace 1 mM zvĨġila vĨraznŊ obsah genisteinu po 48 hodin§ch, zat²mco koncentrace 

10 mM uģ po 24 hodin§ch, kdy doġlo k desetkr§t vŊtġ²mu n§rŢstu obsahu genisteinu oproti 

kontrole. Elicitor E2 (10 mM) zvĨġil po 24 hodin§ch mnoģstv² tohoto isoflavonu v suġinŊ 

podobnŊ jako elicitor E1 (1 mM) (Graf 1.2.b). 

 

Biochanin A 

U biochaninu A nastal statisticky vĨznamnĨ n§rŢst jeho obsahu v mediu po aplikaci roztokŢ 

E2, kdy roztok o koncentraci 1 mM po 48 hodin§ch zvĨġil obsah v²ce neģ 10mM roztok E2 a 

tak® neģ 10mM roztok E1. JistĨ n§rŢst v mediu byl pozorovatelnĨ i u E1 (1 mM, 24 h), ale nebyl 
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statisticky vĨznamnĨ (1.3.a). Vyġġ² koncentrace biochaninu A v suġinŊ byly namŊŚeny po 

24hodinov® kultivaci s E1 i E2. Nejvyġġ² statisticky vĨznamnĨ rozd²l mezi elicitorem a 

kontrolou byl zaznamen§n po aplikaci roztoku E2 (10 mM). PŢsoben²m elicitoru E2 doġlo 

k n§rŢstu mnoģstv² isoflavonu i po 48 hodin§ch, ale rozd²ly mezi elicitovanĨmi a kontroln²mi 

vzorky nebyly statisticky vĨznamn® (Graf 1.3.b). 

 

Daidzein  

PodobnŊ jako u genistinu doġlo k statisticky vĨznamn®mu n§rŢstu pŚ²tomnosti daidzeinu o 

135 % v mediu pouze po 24hodinov® kultivaci s roztokem E1 (10 mM) (Graf 1.4.a). V suġinŊ 

byl pozorov§n statisticky vĨznamnĨ pokles daidzeinu po 24 hodin§ch po aplikaci 1mM roztoku 

E2 a po 48hodinov® kultivaci s elicitory E1 (10 mM) a E2 (1 mM; 10 mM) (Graf 1.4.b). 

 

Formononetin 

Po pouģit² elicitorŢ E1 a E2 doġlo u vġech elicitovanĨch kultur po 24hodinov® kultivaci 

k poklesu koncentrace formononetinu v mediu oproti kontrole. Ģ§dnĨ rozd²l ale nebyl 

statisticky vĨznamnĨ. JedinĨ statisticky vĨznamnĨ rozd²l byl n§rŢst obsahu formononetinu o 

44 % pozorov§nĨ po aplikaci 1mM roztoku E1 a 48hodinov® kultivaci (Graf 1.5.a). V suġinŊ 

bylo pozorov§no statisticky vĨznamn® zvĨġen² obsahu formononetinu po pouģit² roztoku E1 

(1 mM) a E2 (10 mM) a kultivaci 24 hodin. N§rŢst jeho mnoģstv² byl namŊŚen i po pŚid§n² E1 

(10 mM, 24 h), ale vĨsledek nebyl statisticky vĨznamnĨ. Po 48 hodin§ch pŢsoben² E1 v obou 

koncentrac²ch doġlo k statisticky vĨznamn®mu poklesu obsahu formononetinu v suġinŊ oproti 

kontrole (Graf 1.5.b). 

 

6.1.2. Vliv slouļenin vanadu na obsah isoflavonŢ v G. tinctoria 

Genistin 

VĨznamnĨ n§rŢst obsahu genistinu v mediu byl pozorov§n po 24hodinov® elicitaci roztoky E1 

(1 mM: n§rŢst o 158 %; 10 mM: 139 %) a po 48hodinov® elicitaci roztokem E1 (10 mM, 123 %). 

Roztok E2 vĨznamnŊ neovlivnil obsah genistinu v mediu (Graf 2.1.a). Statisticky vĨznamnĨ 

n§rŢst mnoģstv² genistinu oproti kontrole byl namŊŚen v suġinŊ pouze po aplikaci roztoku E1 

(10 mM) a 48hodinov® kultivaci (Graf 2.1.b). 
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Genistein 

Nejvyġġ² koncentrace genisteinu byla v mediu namŊŚena po 24hodinov® kultivaci s E1 (1  mM), 

kdy byl n§rŢst isoflavonu oproti kontrole statisticky vĨznamnĨ. Dalġ² pouģit® koncentrace 

elicitorŢ se neprojevily ve sledovanĨch ļasech statisticky vĨznamnĨmi rozd²ly obsahu 

genisteinu (2.2.a). V suġinŊ nebyl n§rŢst obsahu genisteinu po 24hodinov® kultivaci roztokem 

E1 o koncentraci 1  mM statisticky vĨznamnĨ. U ostatn²ch koncentrac² elicitorŢ a sledovanĨch 

ļasŢ tak® nebyl pozorov§n statisticky vĨznamnĨ n§rŢst obsahu tohoto isoflavonu (2.2.b). 

 

Biochanin A 

U biochaninu A nebylo pozorov§no statisticky vĨznamn® zvĨġen² jeho obsahu oproti kontrole 

v mediu i pŚes jistĨ n§rŢst po aplikaci E1 (10 mM, 24 h). Po 48hodinov® elicitaci E2 (1 mM) byl 

zaznamen§n vĨznamnĨ pokles koncentrace tohoto isoflavonu (Graf 2.3.). Obsah biochaninu A 

v suġinŊ G. tinctoria byl mimo mez detekovatelnosti. 

 

Daidzein 

I pŚes zvĨġenĨ obsah daidzeinu u nŊkterĨch extraktŢ z²skanĨch z media elicitorem oġetŚenĨch 

suspenz², nebylo pozorov§no statisticky vĨznamn® uvolnŊn² tohoto isoflavonu po aplikaci 

elicitorŢ E1 a E2 (Graf 2.4.a). V suspenzn² kultuŚe, kde byl pouģit roztok E1 (1 mM) byl 

pozorov§n statisticky vĨznamnĨ n§rŢst obsahu daidzeinu v suġinŊ o 96 % oproti kontrole po 

24 hodin§ch. Po 24hodinoov® aplikaci elicitoru E2 (10 mM) byla tak® namŊŚena vyġġ² 

koncentrace daidzeinu, ale nebyla statisticky vĨznamn§ (2.4.b). 

 

Formononetin 

Statisticky vĨznamn® uvolnŊn² formononetinu do media oproti kontrole bylo pozorov§no po 

24 hodin§ch elicitace s roztoky E1 a 48 hodin§ch s E2 (1 mM). Aplikace elicitoru E2 (10 mM, 

24 h) zpŢsobila statisticky vĨznamnĨ pokles obsahu tohoto isoflavonu (Graf 2.5.a). V suġinŊ 

nebyl pozorov§n statisticky vĨznamnĨ n§rŢst mnoģstv² formononetinu oproti kontrole 

(Graf 2.5.b). 
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6.1.3. Shrnut² 

U T. pratense doġlo po aplikaci elicitoru E1 k statisticky vĨznamn®mu n§rŢstu vġech 

sledovanĨch isoflavonŢ v mediu s vĨjimkou genisteinu. Vyġġ² obsah metabolitŢ ale z§visel na 

pouģit® koncentraci elicitoru a dobŊ kultivace. Po aplikaci 1mM roztoku E1 bylo v ģivn®m 

mediu zvĨġen® mnoģstv² formononetinu po 48 hodin§ch. Pouģit² 10mM elicitoru E1 zpŢsobilo 

n§rŢst genistinu a daidzeinu po 24 hodin§ch, zat²mco biochaninu A po 48 hodin§ch. Statisticky 

vĨznamnĨ n§rŢst nastal u biochaninu A i po pŚid§n² 1 a 10mM elicitoru E2 a 48hodinov® 

kultivaci. V suġinŊ byl namŊŚen zvĨġenĨ obsah genisteinu po aplikaci roztoku E1 (1 mM i 

10 mM) u obou intervalŢ odbŊru a tak® u roztoku E2 (10 mM, 24 h). Elicitor E2 o stejn® 

koncentraci (10 mM) a dobŊ kultivace (24 h) zpŢsobil i n§rŢst obsahu formononetinu a 

biochaninu A. Elicitor E1 pak zvĨġil obsah formononetinu a biochaninu i po aplikaci 1mM 

roztoku a kultivaci 24 hodin. Po aplikaci nŊkterĨch elicitorŢ a statisticky vĨznamn®mu n§rŢstu 

obsahu isoflavonŢ v mediu bylo v suġinŊ pŚ²sluġnĨch vzorkŢ pozorov§no sn²ģen® mnoģstv² 

techto isoflavonu. Tento jev nastal napŚ. u genistinu (E1, 10 mM, 24 h), daidzeinu (E1, 10 mM, 

24 h) nebo formononetinu (E1, 1 mM, 48 h). Naopak vyġġ² obsah isoflavonŢ v suġinŊ neģ 

v mediu oproti kontrole byl zaznamen§n u genisteinu (E1, 10 mM, 48 h; E2, 1 mM, 48 h) nebo 

formononetinu (E2, 10 mM, 48 h). Statisticky vĨznamnĨ rozd²l v obsahu isoflavonŢ oproti 

kontrole ale nastal vŊtġinou pouze u media nebo u suġiny. Tak® pomŊr obsahu isoflavonŢ 

v kontroln²ch a elicitovanĨch vzorc²ch se liġil mezi mediem a suġinou. U biochaninu A (E1, 

1 mM, 24 h) doġlo ke zvĨġen² jeho obsahu jak v mediu, tak v suġinŊ. 

V mediu z²skan®m po elicitaci suspenzn² kultury G. tinctoria byl namŊŚen statisticky vĨznamnĨ 

n§rŢst genistinu a formononetinu po aplikaci 1 a 10mM elicitoru E1 a 24hodinov® kultivaci. 

V mediu, kde byl pouģit elicitor E1 o koncentraci 1 mM, doġlo po 24 hodin§ch ke statisticky 

vĨznamn®mu zvĨġen² obsahu genisteinu. Elicitor E2 pak zpŢsobil statisticky vĨznamnĨ n§rŢst 

u formononetinu po 24 hodin§ch (koncentrace 10 mM) a 48 hodin§ch (1 mM). V suġinŊ bylo 

pozorov§no vyġġ² mnoģstv² genisteinu a daidzeinu namŊŚen® po aplikaci 1 mM roztoku elicitoru 

E1 a n§sledn® 24 hodinov® kultivaci. StejnĨ elicitor pak zpŢsobil statisticky vĨznamnĨ n§rŢst 

genistinu po 48 hodin§ch v koncentraci 10 mM. U G. tinctoria se statisticky vĨznamn® zvĨġen² 

koncentrace isoflavonŢ v mediu oproti kontrole projevilo i n§rŢstem obsahu v suġinŊ u 

genistinu (E1, 1 mM, 24 h; 10 mM, 48 h), daidzeinu (E1, 1 mM, 24 h) nebo genisteinu (E1, 
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1 mM, 24 h). Ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ ale nebyl rozd²l v druh®m typu vzorkŢ statisticky vĨznamnĨ. 

U formononetinu se statisticky vĨznamnĨ n§rŢst obsah v mediu po elicitaci roztoky E1 (1 mM, 

24 h) a E2 (1 mM, 48 h) projevil statisticky nevĨznamnĨm poklesem v suġinŊ. 

Prim§rn²m c²lem elicitace suspenzn²ch kultur T. pratense a G. tinctoria slouļeninami vanadu 

bylo nal®zt takovou koncentraci, kter§ by zvĨġila obsah vybranĨch isoflavonŢ v mediu. VhodnĨ 

elicitor byl n§slednŊ vyuģit pro transportn² experimenty v dalġ² ļ§sti pr§ce. U kultur T. pratense 

a G. tinctoria byla pozornost zamŊŚena na genistin, jeho aglykon genistein a 4Ë-O-methyl 

analog biochanin A. D§le byl pozorov§n aglykon daidzein a jeho deriv§t formononetin. 

Vlivem slouļenin vanadu na rostlinnĨ organismus se v minulosti zabĨvala Śada prac², a to 

pŚedevġ²m z hlediska inhibice rŢstu hospod§ŚskĨch plodin a neutralizace tohoto pŢsoben², napŚ. 

chelatac². 197 TŊģk® kovy, mezi kter® vanad patŚ², mohou pŚes autooxidaci nebo Fentonovu 

reakci vytv§Śet voln® radik§ly, mohou se v§zat na strukturn² molekuly bunŊk nebo vytŊsŔovat 

jin® ionty z jejich vazeb na biomolekuly. 198 Slouļeniny vanadu v oxidaļn²m stupni pŊt mohou 

bĨt redukov§ny nŊkterĨmi enzymy z§vislĨmi na NAD(P)H (napŚ. lipoyldehydrogenasa) na 

slouļeniny ve stupni ļtyŚi za tvorby H2O2 a n§slednŊ hydroxylov®ho radik§lu. 
199 Z hlediska 

ovlivnŊn² biomolekul se NH4VO3 spoleļnŊ s niklem pod²lel na inhibici biosynt®zy pol§rn²ch 

lipidŢ u Pinus banksiana, kter® jsou souļ§st² membr§n. 200 U VOSO4 byla pops§na hydroxylace 

deoxyguaninu s n§slednĨm poġkozen²m DNA tvorbou zlomŢ. 201 

PŢsoben² vanadu na rostliny z ļeledi Fabaceae bylo sledov§no u hydroponicky pŊstovan®ho 

P. vulgaris. Aplikace VOSO4 vedla k ¼bytku hmotnosti a k hromadŊn² vanadu pŚedevġ²m 

v koŚenech a k poklesu obsahu v§pn²ku. 202, 203 Oproti tomu vanad§t nemŊl na vegetativn² vĨvoj 

P. vulgaris negativn² vliv. 204 U Cicer arietinum zpŢsobil naopak NH4VO3 poġkozen² DNA u 

jedincŢ citlivĨch na vanad, zat²mco u odolnĨch rostlin se negativn² vliv na DNA neprojevil. 

Oba typy rostlin mŊly vyġġ² aktivitu antioxidaļn²ch enzymŢ a sn²ģenĨ obsah chlorofylu a 

proteinŢ. V mediu byla tak® pozorov§na zvĨġen§ vodivost zpŢsoben§ patrnŊ uvolnŊn²m 

elektrolytŢ do okoln²ho prostŚed² n§sledkem poġkozen² membr§n. To bylo d§no do souvislosti 

se zvyġuj²c² se koncentrac² vanadu. 205 U nŊkterĨch organismŢ, jako jsou kvasinky Hansenula 

polymorpha vedlo pŚid§n² orthovanad§tu sodn®ho do media tak® k n§rŢstu antioxidaļn²ch 

enzymŢ. Na rozd²l od s²ranu mŊŅnat®ho vġak pŚid§n² vanad§tu nevedlo k poġkozen² bunŊļnĨch 

membr§n. 206  

Tvorba ROS pomoc² slouļenin vanadu a n§sledn§ reakce s membr§novĨmi lipidy mŢģe v®st 

k biosynt®ze oxylipinŢ. Oxylipiny pŢsob² jako dalġ² sign§ly vedouc² k zah§jen² obrannĨch 
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mechanismŢ buŔky s n§slednou produkc² pŚ²sluġnĨch sekund§rn²ch metabolitŢ. 207 Pouģit² 

slouļenin vanadu jako elicitoru bylo studov§no napŚ. u C. roseus, kde VOSO4 zvĨġil obsah 

ajmalicinu a catharanthinu 208, taxolu v Taxus baccata 209 nebo nikotinu u N. tabacum, cv. 

Virginiana, ale ne u cv. Burley. 210 VOSO4 byl u N. tabacum pouģit ve dvou koncentrac²ch 

(40 a 80 mM). Đļinek tŊchto elicitorŢ pak z§visel nejen na zm²nŊn®m typu rostliny, pŚ²padnŊ 

org§nu, ale i pouģit® koncentraci. Na suspenzn² kultuŚe Panax ginseng bylo tak® otestov§no 

nŊkolik rŢznĨch slouļenin vanadu o koncentraci 50 mM. NH4VO3 spoleļnŊ s NaVO3 zpŢsobily 

nejvyġġ² n§rŢst obsahu ginsenosidŢ v suġinŊ oproti kontrole, zat²mco VOSO4 dosahoval pouze 

65% ¼ļinnosti NaVO3. Obsah saponinŢ v mediu pozorov§n nebyl. 211 

Na samotn® elicitaci a uvolŔov§n² sekund§rn²ch metabolitŢ se pod²l² Śada faktorŢ, mezi kter® 

patŚ² samotnĨ charakter elicitoru, jeho koncentrace nebo intenzita a doba, po kterou pŢsob². 

Roli hraje tak® typ kultury a podm²nky, za kterĨch je pŊstov§na. 33 U nŊkterĨch kultur zpŢsobil 

elicitor vyġġ² obsah l§tek v buŔk§ch i v mediu, zat²mco u jinĨch doġlo k exportu l§tek beze 

zmŊny obsahu v suġinŊ. 212 Produkce isoflavonŢ v in vitro kultur§ch G. tinctoria byla sledov§na 

i v porovn§n² s volnŊ rostouc²mi rostlinami. PŚi nastaven² vhodnĨch podm²nek produkovaly in 

vitro kultury v²ce sekund§rn²ch metabolitŢ. 72 Na tvorbu sekund§rn²ch l§tek tak® mohlo m²t vliv 

i st§Ś² kultury, kdy ve zm²nŊn® studii byly pouģity mlad® kalusy, zat²mco suspenzn² kultury T. 

pratense a G. tinctoria pro elicitaļn² a n§sledn® transportn² experimenty byly odvozeny ze 

starġ²ch kalusŢ. RŢst bunŊk a tvorba l§tek pak odpov²d§ urļit® rŢstov® kŚivce. KromŊ tŊchto 

zmŊn, kter® nast§vaj² v prŢbŊhu jednoho cyklu, mohou bĨt kultury ovlivnŊny i stŚ²d§n²m 

intervalu svŊtlo/tma. U genŢ ovlivŔuj²c²ch fotosynt®zu byla nalezena z§vislost na cirkadi§nn²m 

rytmu. NŊkter® geny fenylpropanoidov® dr§hy, kter® syntetizuj² l§tky chr§n²c² rostlinu pŚed 

svŊtlem, mŊly nejvyġġ² aktivitu pŚed rozednŊn²m. 213 V r§mci proveden® elicitace byly br§ny 

pouze dva ļasov® intervaly a nen² tak moģn® urļit dlouhodobŊjġ² vliv. 

Pro transportn² experimenty u T. pratense byl vybr§n 10mM NH4VO3, kde doġlo po 24 hodin§ch 

k statisticky vĨznamn®mu n§rŢstu genistinu a daidzeinu v ģivn®m mediu. PŚi t®to koncentraci 

tak® doġlo k urļit®mu uvolnŊn² genisteinu, ale jeho statisticky vĨznamnĨ n§rŢst jeho mnoģstv² 

byl namŊŚen v suġinŊ. Pro vĨzkum transportn²ch mechanismŢ u G. tinctoria byl pouģit 1mM 

NH4VO3. V t®to koncentrac² nastalo po 24 hodin§ch statisticky vĨznamn® zvĨġen² obsahu 

genistinu, genisteinu a formononetinu v mediu a v pŚ²padŊ dalġ²ho isoflavonu, daidzeinu, tak® 

v suġinŊ. 
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6.2. Diskuse k inhibici transportu isoflavonŢ do media  

6.2.1. Vliv inhibitorŢ na transport isoflavonŢ v T. pratense. 

Genistin 

Po aplikaci inhibitorŢ doġlo k poklesu obsahu genistinu v mediu v pŚ²padŊ NH4Cl (10 mM), 

brefeldinu A (2,5 mM) a glibenklamidu (1 mM) (Graf 3.1.a; 3.1.c). V suġinŊ byl pozorov§n 

statisticky vĨznamnĨ n§rŢst koncentrace genistinu po oġetŚen² gramicidinem, brefeldinem A 

(2,5 a 5 mM), glibenklamidem (1 mM), orthovanad§tem a probenecidem (0,5 mM) (Graf 3.1.b; 

3.1.d). PŚenos genistinu do media byl patrnŊ z§vislĨ na ABC transport®rech ze skupiny 

ABCC/MRP. Pokles jeho obsahu v mediu po aplikaci tŊchto inhibitorŢ se projevil zvĨġen²m 

jeho mnoģstv² v suġinŊ. Na pŚenosu genistinu se mohl pod²let i vezikul§rn² transport, protoģe 

doġlo k obdobnĨm zmŊn§m po aplikaci brefeldinu A (2,5 mM). NŊkter® l§tky jako gramicidin 

pak zvĨġily obsah genistinu v mediu i suġinŊ, kde naopak NH4Cl obsah genistinu neovlivnil. 

 

Genistein 

Statisticky vĨznamnĨ pokles obsahu genisteinu v mediu nastal po pŚid§n² gramicidinu, 

brefeldinu A (2,5 a 10 mM) a verapamilu. Naopak jeho vyġġ² obsah v mediu oproti kontrole bez 

inhibitoru i elicitoru vyvolala aplikace NH4Cl (10 mM) a glibenklamidu (Graf 3.2.a; 3.2.c). 

V suġinŊ doġlo k statisticky vĨznamn®mu poklesu mnoģstv² genisteinu oproti kontrole po 

pŚid§n² NH4Cl a brefeldinu A (2,5 mM) (Graf 3.2.b). U probenecidu (1 mM) a glibenklamidu 

(1 mM) nastal pokles oproti elicitovanĨm vzorkŢm (Graf 3.2.d). I pŚes to, ģe niģġ² obsah 

genisteinu v mediu nebyl u orthovanad§tu statisticky vĨznamnĨ, k n§rŢstu mnoģstv² tohoto 

aglykonu doġlo v suġinŊ po oġetŚen² t²mto inhibitorem a tak® verapamilem. Ten inhibuje ABC 

transport®ry z podskupiny MDR. Tento typ pŚenaġeļe mohl bĨt ovlivnŊn i gramicidinem, kterĨ 

blokuje ļinnost P-gp ATPasy a tak® sn²ģil koncentraci genisteinu v mediu. Ostatn² inhibitory 

zpŢsobily sp²ġe sn²ģen² obsahu genisteinu v mediu i suġinŊ (brefeldin A), nebo n§rŢst v suġinŊ 

nebyl statisticky vĨznamnĨ (gramicidin). NH4Cl, probenecid a glibenklamid zvĨġily nebo 

nepotlaļily uvolŔov§n² genisteinu do media.  
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Biochanin A 

K statisticky vĨznamn®mu poklesu koncentrace biochaninu A v mediu doġlo po aplikaci NH4Cl 

(1 mM) (Graf 3.3.a). Statisticky vĨznamnĨ pokles obsahu tohoto isoflavonu u inhibitorŢ 

ovlivŔuj²c²ch ATPasy byl nalezen pouze u glibenklamidu (0,5 mM) oproti kontrole bez 

inhibitoru i elicitoru (Graf 3.3.c). V suġinŊ doġlo k statisticky vĨznamn®mu n§rŢstu mnoģstv² 

biochaninu A po aplikaci brefeldinu A (2,5 a 10 mM) a glibenklamidu (0,5 mM) (Graf 3.3.b; 

3.3.d). PodobnŊ jako v pŚedchoz²ch pŚ²padech byly statisticky vĨznamnĨ obsah biochaninu A 

mezi inhibovanĨmi a kontroln²mi vzorky namŊŚen u inhibitorŢ ABC pŚenaġeļŢ a u brefeldinu 

A. VĨsledky dalġ²ch inhibitorŢ teoreticky podporovaly tyto z§vŊry, ale kvŢli odchylk§m 

namŊŚenĨch vĨsledkŢ nen² moģn® urļit, jak® dalġ² inhibitory ovlivnily transport biochaninu A. 

 

Daidzein  

Statisticky vĨznamnĨ obsah daidzeinu v mediu u vzorkŢ pouze s elicitorem a vzorkŢ, kde byly 

pouģity inhibitory, byl niģġ² po aplikaci orthovanad§tu, verapamilu a tak® glibenklamidu (0,5 a 

1 mM) (Graf 3.4.c). Brefeldin A (5 mM) tak® zpŢsobil vĨznamnĨ pokles obsahu daidzeinu, ale 

pouze oproti kontrole bez elicitoru (Graf 3.4.a). V suġinŊ s inhibitorem byl pozorov§n niģġ² 

obsah daidzeinu oproti kontrole pŚi pouģit² gramicidinu, probenecidu (0,5 mM) a brefeldinu A 

(vġechny koncentrace) (Graf 3.4.b; 3.4.d). Z§roveŔ vyġġ² rozd²l mezi inhibovanĨmi a 

elicitovanĨmi vzorky byl statisticky vĨznamnĨ pouze u brefeldinu A (5 a 10 mM). Z vĨsledkŢ 

vyplĨv§, ģe daidzein mŢģe bĨt tak® transportov§n pomoc² ABC transport®rŢ, vzhledem 

k poklesu jeho obsahu v mediu po aplikaci orthovanad§tu, i kdyģ jeho n§rŢst v suġinŊ nebyl 

statisticky vĨznamnĨ. Ostatn² ABC inhibitory, kter® sn²ģily obsah tohoto isoflavonu v mediu, 

ale neuk§zaly vĨraznĨ, statisticky vĨznamnĨ n§rŢst oproti kontrol§m, s vĨjimkou 

glibenklamidu (0,5 mM). Vzhledem k n§rŢstu obsahu daidzeinu v suġinŊ oproti elicitovanĨm 

kontrol§m po aplikaci brefeldinu A (5 a 10 mM), kdy pokles v mediu byl vĨznamnĨ pouze po 

aplikaci 5uM roztoku tohoto inhibitoru, se vezikul§rn² transport tak® mŢģe ¼ļastnit na pŚenosu 

tohoto isoflavonu. NH4Cl zpŢsobil zvĨġen® uvolŔov§n² daidzeinu do media oproti kontrole, 

zat²mco v suspenzi byl pozorov§n jeho nevĨznamnĨ pokles (Graf 3.4.b). 
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Formononetin 

U formononetinu doġlo ke statisticky vĨznamn®mu poklesu jeho obsahu v mediu po aplikaci 

brefeldinu A (5 a 10 mM), orthovanad§tu, verapamilu a probenecidu (Graf 3.5.a; 3.5.c). Naopak 

k vĨznamn®mu zvĨġen² koncentrace formononetinu v suġinŊ doġlo pŚid§n²m brefeldinu A 

(10 mM), orthovanad§tu a probenecidu (0,5 mM) (Graf 3.5.b; 3.5.d). Transport formononetinu 

prob²hal patrnŊ pomoc² ABC transport®ru (MRP) a pravdŊpodobnŊ i za ¼ļasti vezikul. 

Inhibitory naruġuj²c² pH gradient v nŊkterĨch pŚ²padech zŚejmŊ ovlivnily rozd²ly v obsahu 

formononetinu mezi zkouġenĨmi a kontroln²mi vzorky, ale ze zjiġtŊnĨch vĨsledkŢ se ned§ 

jejich vliv na transport pŚesnŊ urļit. 

 

6.2.2. Vliv inhibitorŢ na transport  isoflavonŢ v G. tinctoria. 

Genistin 

U genistinu doġlo ke statisticky vĨznamn®mu poklesu jeho obsahu v mediu po aplikaci NH4Cl 

(1 mM). Aplikace gramicidinu zpŢsobila vĨznamn® zvĨġen² tohoto isoflavonu v mediu oproti 

kontrole (Graf 4.1.a) a probenecidu (1 mM) oproti elicitovanĨm vzorkŢm (4.1.c). V suġinŊ byl 

pozorov§n vĨznamnĨ n§rŢst genistinu po oġetŚen² NH4Cl (1 mM) oproti kontrole bez elicitoru 

(Graf 4.1.b). V ostatn²ch statisticky vĨznamnĨch pŚ²padech ale doġlo k poklesu obsahu 

genistinu (Graf 4.1.d). Z vĨsledkŢ tak vyplĨv§, ģe transport ovlivnil pouze NH4Cl, kterĨ 

ovlivŔuje protonovĨ gradient.  

 

Genistein 

U genisteinu doġlo ke statisticky vĨznamn®mu poklesu jeho obsahu v mediu oproti 

elicitovanĨm a/nebo kontroln²m vzorkŢm po aplikaci NH4Cl, gramicidinu, brefeldinu (2,5 a 

5 mM) a probenecidu (0,5 mM) (Graf 4.2.a; 4.2.c). V suġinŊ pak nenastalo statisticky vĨznamn® 

zvĨġen² obsahu genisteinu, ale pouze pokles u suspenz² oġetŚenĨch NH4Cl (1 mM) a 

orthovanad§tem (1 mM) (Graf 4.2.b; 4.2.d). U suspenz² je tak® moģn® pozorovat urļitĨ n§rŢst 

genisteinu v pŚ²padŊ inhibitoru probenecidu, kterĨ ale nen² statisticky vĨznamnĨ. Genistein by 

tak byl transportov§n patrnŊ pomoc² ABC transport®rŢ. U NH4Cl a gramicidinu pak v buŔk§ch 

doġlo k dalġ²mu poklesu obsahu tohoto isoflavonu. Brefeldin A nezpŢsobil vĨraznou zmŊnu 

obsahu isoflavonu v suġinŊ oproti elicitovan® kontrole pŚi ģ§dn® pouģit® koncentraci. 
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Biochanin A 

Obsah biochaninu A byl hodnocen pouze u medi², vzhledem k jeho n²zk®mu obsahu v suspenzi. 

Gramicidin a brefeldin A (2,5 a 5 mM) vĨznamnŊ zvĨġily obsah tohoto isoflavonu v mediu 

oproti kontrol§m a podobnĨ ¼ļinek mŊl i probenecid. K statisticky vĨznamn®mu poklesu jeho 

obsahu oproti neelicitovan® kontrole doġlo u kultur, kde byl pŚid§n NH4Cl a glibenklamid 

(1 mM) (Graf 4.3.a; 4.3.b). S ohledem na namŊŚen§ data tak nelze stanovit moģnĨ vliv 

inhibitorŢ na transport biochaninu A.  

Daidzein 

Pokles obsahu daidzeinu v medi²ch po oġetŚen² inhibitory byl statisticky vĨznamnĨ u NH4Cl, 

gramicidinu, brefeldinu A (2,5 a 5 mM), orthovanad§tu (1 mM) a probenecidu (Graf 4.4.c). Po 

aplikaci orthovanad§tu (1 mM), verapamilu a glibenklamidu (Graf 4.4.c) nastal v mediu n§rŢst 

obsahu tohoto isoflavonu. V suġinŊ doġlo ke statisticky vĨznamn®mu sn²ģen² mnoģstv² 

daidzeinu po pŚid§n² brefeldinu A (10 mM) a verapamilu (Graf 4.4.b; 4.4.d). V ostatn²ch 

suġin§ch nebyl zjiġtŊn vĨznamnĨ n§rŢst koncentrace daidzeinu po aplikaci inhibitorŢ.  

 

Formononetin 

PŚ²tomnost formononetinu v mediu byla vĨznamnŊ sn²ģena ve vzorc²ch s pŚidanĨm NH4Cl 

(10 mM) a brefeldinem A (5 mM) (Graf 4.5.a) V suġinŊ doġlo ke statisticky vĨznamn®mu 

poklesu formononetinu opŊt po oġetŚen² NH4Cl (1 a 10 mM) a brefeldinem A (5 a 10 mM) 

(Graf 4.5.b). Obsah formononetinu u suspenz² s brefeldinem A byl vġak podobnĨ jako u 

kontroly bez elicitoru. Tyto rozd²ly nebyly statisticky vĨznamn®, podobnŊ jako u dalġ²ch 

pouģitĨch inhibitorŢ. U inhibitorŢ zobrazenĨch v grafech 4.5.c a 4.5.d nebyla pozorov§na 

statisticky vĨznamn§ zmŊna v obsahu formononetinu. Formononetin mohl bĨt pravdŊpodobnŊ 

pŚen§ġen do vnŊjġ²ho prostŚed² pomoc² ABC transport®rŢ a patrnŊ i vezikul§rn²m transportem. 

 

6.2.3. Shrnut² 

U T. pratense byl zaznamen§n pŚenos isoflavonŢ pŚev§ģnŊ pomoc² mechanismŢ, kter® byly 

ovlivniteln® l§tkami pŢsob²c²mi na ABC transport®ry (glibenklamid, probenecid) nebo na 

vezikul§rn² transport (brefeldin A). U G. tinctoria byly zjiġtŊn® vĨsledky hŢŚe porovnateln®, ale 
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proces transportu nebude pravdŊpodobnŊ odliġnĨ, podobnŊ jako u druhŢ popisovanĨch jinĨmi 

autory. 214, 215 

Aktivn² pŚesun genistinu z bunŊk do okol² byl pozorov§n u koŚenov® soustavy G. max. 214 Tak® 

u A. thaliana, kde byly flavonoidy aplikov§ny do prostŚed² kolem rŢznĨch rostlinnĨch org§nŢ, 

byl pozorov§n transport v r§mci rostliny. Naringenin, dihydrokvercetin a dihydrokempferol 

byly absorbov§ny pŚes konec a stŚed koŚene a tak® kotyledonem, odkud se pohybovaly do 

vzd§lenŊjġ²ch ļ§st², zat²mco kvercetin a kempferol byly transportov§ny pouze koncem koŚene. 

V z§vislosti na m²stŊ vstŚeb§n² pak pŚesun flavonoidŢ prob²hal v povrchovĨch buŔk§ch nebo 

v tk§ni c®v. Vzhledem k pomŊrnŊ lokalizovan®mu vĨskytu tŊchto metabolitŢ a jejich 

jednosmŊrn®mu pohybu po absorpci kotyledonem bylo vyvozeno, ģe transport v r§mci rostliny 

neprob²hal difuz², ale sp²ġe aktivn²m transportem. Z vĨsledkŢ inhibiļn²ch testŢ posl®ze 

vyplynulo, ģe tento transport byl tlumen pŚ²tomnost² glutathionu a glibenklamidu a mohl se 

odehr§vat pomoc² ABCC pŚenaġeļŢ. U orthovanad§tu, kterĨ byl tak® pouģit, nedoġlo v tomto 

pŚ²padŊ ke  statisticky vĨznamn®mu ovlivnŊn² transportu. 215 Tato studie uk§zala, ģe pohyb 

flavonoidŢ v r§mci rostliny mŢģe bĨt z§vislĨ na ABC pŚenaġeļ²ch i pŚesto, ģe nedoġlo 

k vĨznamn®mu poklesu aktivity po pouģit² orthovanad§tu, jako tomu bylo napŚ. u genistinu 

v T. pratense (Graf 3.1.c).  

U A. thaliana byl rovnŊģ uk§z§n export l§tek fenolov®ho charakteru do vnŊjġ²ho prostŚed². Po 

pŚid§n² rŢznĨch inhibitorŢ do media bylo zjiġtŊno, ģe verapamil a nifedipin, kter® slouģ² jako 

blok§tory Ca2+ kan§lŢ, potlaļily uvolŔov§n² nŊkterĨch l§tek. Vzhledem k tomu, ģe mohou 

ovlivŔovat i ABC transport®ry, mohly bĨt metabolity pŚen§ġeny pomoc² tŊchto b²lkovin. 216 

Transport genisteinu do media u T. pratense (3.2.c), tak mohl bĨt z§vislĨ na mechanismu, kterĨ 

je ovlivnŊn tŊmito inhibitory. 

Studie Sugiyama a kol. z roku 2007, kter§ se zabĨvala transportem rŢznĨch isoflavonŢ pŚes 

plazmatickou membr§nu, uk§zala, ģe pŚenos genisteinu byl z§vislĨ na pŚ²tomnosti MgATP. 214 

Pr§ce byla provedena na vezikul§ch typu plazmatick® membr§ny, kter® byly z²sk§ny z koŚenŢ 

G. max, ke kterĨm byly pŚid§ny rŢzn® inhibitory a samotnĨ genistein. Transport genisteinu byl 

zde inhibov§n vanad§tem a tak® absenc² MgATP. L§tky jako NH4Cl, gramicidin nebo nigericin, 

kter® ovlivŔuj² pH gradient a membr§novĨ potenci§l, vliv nemŊly. Tak® l®ļiva, kter§ mohou 

pŢsobit tlumivŊ na ļinnost rŢznĨch skupin ABC transport®rŢ jako verapamil (ABCB) nebo 

glibenklamid (ABCC) neovlivnily pŚenos genisteinu. SamotnĨ transport vġak mohl bĨt 

ovlivnŊn dalġ²mi isoflavony a flavonoidy, kdy prob²hala pouze tŚetinov§ absorpce po pŚid§n² 

aglykonŢ jako je daidzein, formononetin nebo biochanin A. Oproti tomu glykosidy isoflavonŢ 
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sn²ģily pŚenos zhruba o desetinu. 214 S ohledem na namŊŚen® vĨsledky u T. pratense a 

G. tinctoria mohlo d²ky zvĨġen® pŚ²tomnosti metabolitŢ vlivem elicitorŢ teoreticky doj²t 

k ovlivnŊn² transportu i tŊmito l§tkami. OvŊŚen² jejich vz§jemn® kompetice na transportn²ch 

b²lkovin§ch tak pŚedstavuje moģnĨ budouc² smŊr vĨzkumu na tŊchto rostlin§ch. KromŊ 

stanovovanĨch ļtyŚ aglykonŢ a jednoho glykosidu, suspenzn² kultury obsahovaly patrnŊ i dalġ² 

isoflavony, kter® mohly transport ovlivnit.  

NŊkter® l§tky fenolov®ho charakteru mohou bĨt pŚes plazmatickou membr§nu transportov§ny 

i dalġ²mi typy ABC pŚenaġeļŢ. L§tky (konyferylalkohol, sinapylalkohol, kumarylakohol), kter® 

se pod²lej² na tvorbŊ ligninu na vnŊjġ² stranŊ membr§ny, vych§zej² stejnŊ jako flavonoidy 

z fenylpropanoidov® biosyntetick® dr§hy a jsou transportov§ny do extracelul§rn²ho prostoru. 

Jako jeden z moģnĨch pŚenaġeļŢ byl identifikov§n AtABCG29 z rodiny PDR. Tento transport®r 

vnesenĨ do kvasinek zvĨġil absorpci kumarylalkoholu oproti kontrole, kdy pŚenos byl pot® 

inhibov§n vanad§tem, nikoliv vġak NH4Cl. 217 

V pr§ci zamŊŚen® na koniferin, glukosid koniferylalkoholu, kterĨ je souļ§st² ligninu bunŊļnĨch 

stŊn, byla pozorov§na jeho zvĨġen§ absorpce po aplikaci MgATP do vezikul izolovanĨch 

z xyl®mu nŊkolika druhŢ topolŢ a nahosemennĨch stromŢ. PŚid§n²m l§tek, kter® naruġuj² 

protonovĨ gradient jako NH4Cl nebo gramicidin, doġlo k vĨrazn®mu poklesu aktivity pŚ²jmu 

tohoto glukosidu u vakuol obou typŢ dŚevin; transport koniferinu tak byl z§vislĨ na ļinnosti 

H+-ATPasy. Na plazmatick® membr§nŊ ale pŚenos tohoto glukosidu pozorov§n nebyl, a to i po 

aplikaci MgATP. 218 

U Oryzae sativa byl identifikov§n pŚenaġeļ PEZ1 patŚ²c² do MATE skupiny. VyŚazen²m jeho 

genu doġlo k poklesu exportu fenolovĨch l§tek typu protokatechov® nebo k§vov® kyseliny. 219 

Nen² proto vylouļeno, ģe se podobnĨ transport®r nenach§z² i u dalġ²ch rostlin vļetnŊ T. pratense 

a G. tinctoria, kde by se mohl pod²let na transportu flavonoidŢ podobnŊ jako nŊkter® MATE 

pŚenaġeļe vakuol. Vzhledem k aktivaci tohoto proteinu byla diskutov§na role MATE 

transport®rŢ na plasmatick® membr§nŊ u Z. mays coby faktoru pod²lej²c²ho se na rezistenci vŢļi 

hlin²ku. Zat²mco ZmMATE1 exportoval citr§t, pŚesn§ povaha substr§tu ZmMATE2 nebyla 

nalezena. S ohledem na uvolŔov§n² l§tek typu flavonoidŢ v pŚ²tomnosti hlin²ku bylo 

spekulov§no, ģe i ony mohou bĨt pŚen§ġeny t²mto transport®rem. 220 Pokles obsahu nŊkterĨch 

isoflavonŢ po pouģit² NH4Cl (Graf 4.1.a) nebo gramicidinu (Graf 3.2.a) mohl bĨt teoreticky 

zpŢsoben ovlivnŊn²m tohoto typu transport®rŢ, nicm®nŊ v pŚedchoz²ch studi²ch pŚenos 

flavonoidŢ tŊmito inhibitory ovlivnŊn nebyl.  
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VĨzkum transportu silymarinov®ho komplexu u suspenzn² kultury Silybum marianum, slouģil 

jako pŚ²klad pro proveden® transportn² experimenty na bunŊļnĨch kultur§ch T. pratense a 

G. tinctoria. L§tky ovlivŔuj²c² protonovĨ gradientu na export silymarinu nepŢsobily, zat²mco 

nŊkter® l§tky tlum²c² ļinnost ABC transport®rŢ ze skupiny ABCC (probenecid, glibenklamid) 

sn²ģily obsah flavonoidŢ v mediu. KromŊ tŊchto l§tek tak® brefeldin A potlaļil uvolŔov§n² 

tŊchto sekund§rn²ch metabolitŢ a mohl se tak jako u nŊkterĨch isoflavonŢ pod²let na exportu 

metabolitŢ. 221 

 

6.3. Diskuse k transportu genistinu pŚes vakuol§rn² membr§nu 

6.3.1. Vliv MgATP na transport genistinu 

Ve vakuol§ch vzrostl po pŚid§n² kontroln²ch roztokŢ s genistinem (kontrola G+) jeho obsah 

devŊtkr§t oproti vzorkŢm bez pŚ²davku tohoto glykosidu (kontrola G-) v ļase 0 h (Graf 5.1.1.a) 

a tento n§rŢst byl statisticky vĨznamnĨ. U vzorkŢ, ke kterĨm byl pŚid§n nav²c i MgATP 

(MgATP G+), byla koncentrace genistinu o 40% vyġġ² pŚi porovn§n² s kontrolou G+. V dalġ²ch 

sledovanĨch intervalech byl namŊŚenĨ obsah isoflavonu niģġ², ale rozd²l mezi MgATP G+ a 

kontrolou G+ byl pozorovatelnĨ. Transport genistinu do vakuol prob²hal relativnŊ nez§visle na 

MgATP s ohledem na jeho pŚ²tomnost v kontroln²m vzorku G+, ale MgATP do jist® m²ry jeho 

absorpci zvĨġila. U vakuol, ke kterĨm byly pŚid§ny roztoky bez genistinu, se vliv MgATP 

neprojevil. 

V supernatantu (Graf 5.1.2.) byly namŊŚeny podobn® koncentrace mezi vzorky s genistinem i 

bez nŊj. Supernatant roztoku MgATP G+ obsahoval sn²ģen® mnoģstv² isoflavonu oproti 

kontrole a tento rozd²l byl statisticky vĨznanmnĨ. Oproti vakuol§m, ale koncentrace genistinu 

zŢst§vala v supernatantu vzorkŢ G+ relativnŊ konstantn² a vyġġ² koncentrace glykosidu byly 

namŊŚeny aģ po 24 hodin§ch. 

KromŊ pŚedpokl§dan®ho genistinu byl namŊŚen ve vakuol§ch a supernatantu i jeho aglykon 

genistein. Po aplikaci kontroln²ch roztokŢ obsahuj²c²ch glykosid doġlo k trojn§sobn®mu n§rŢstu 

obsahu genisteinu oproti kontrole G- v ļase 0 h. Kontroln² mŊŚen² pouģit®ho standardu 

genistinu neuk§zalo kontaminaci nebo degradaci vzorku a genistein tak musel bĨt uvolnŊn 

z glykosiduv prŢbŊhu experimentu. Graf 5.1.3. zn§zorŔuje postupnĨ n§rŢst genisteinu ve 

vakuol§ch, kdy ve vzorc²ch obsahuj²c²ch pouze genistin byla jeho koncentrace vyġġ² a tento 

rozd²l byl statisticky vĨznamnĨ. PodobnŊ jako u genistinu, byl genistein pŚ²tomen ve vakuol§ch 
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jiģ ve vzorc²ch odebranĨch ihned po pŚ²pravŊ. Nicm®nŊ aplikace roztokŢ MgATP G+ nezvĨġila 

obsah aglykonu ve vakuol§ch oproti kontrole G+, kde byla koncentrace genisteinu vyġġ². 

V supernatantu (Graf 5.1.4.) byl n§slednŊ pozorov§n n§rŢst genisteinu bŊhem prvn²ch ļtyŚech 

hodin pozorov§n², kdy po zaļ§tku mŊŚen² byl genistein v experiment§ln²ch i kontroln²ch 

roztoc²ch jiģ pŚ²tomen. V intervalu 4 h doġlo k n§rŢstu obsahu genisteinu ve vzorc²ch 

oġetŚenĨch MgATP oproti kontrole. V pŚ²padŊ kontroln²ch vzorkŢ se obsah genisteinu ve 

vakuol§ch i supernatantu po dvou a ļtyŚech hodin§ch vĨznamnŊ nemŊnil, na rozd²l od vĨġe 

zm²nŊn®ho supernatantu po aplikaci roztoku s MgATP G+. MgATP nem§ patrnŊ na transport 

genisteinu pŚes vakuol§rn² membr§nu vliv, ale mohl pŢsobit na jeho uvolnŊn² z genistinu. 

 

6.3.2. Vliv bafilomycinu A1 na transport genistinu 

BŊhem druh®ho experimentu, kdy byl testov§n bafilomycin A1, doġlo opŊt k n§rŢstu obsahu 

genistinu ve vakuol§ch oġetŚenĨch pŚ²sluġnĨmi roztoky s glykosidem (Baf G+ a kontrola G+) 

(Graf 5.2.1.) Bafilomycin A1 pŢsobil do urļit® m²ry jako inhibitor, ale d²ky odchylce u 

kontroln²ch vzorkŢ nebyl zhruba 15% pokles obsahu genistinu oproti kontrole statisticky 

vĨznamnĨ. V dalġ²ch intervalech odbŊru bylo mnoģstv² genistinu ve vakuol§ch menġ², nicm®nŊ 

po 2 hodin§ch byl jeġtŊ patrnĨ rozd²l ve prospŊch roztoku genistinu bez inhibitoru. 

V supernatantu (Graf 5.2.2.) byla namŊŚena vyġġ² koncentrace genistinu v kontroln²ch vzorc²ch 

s t²mto isoflavonem oproti vzorkŢm s bafilomycinem A1, coģ by bylo v rozporu s vĨsledky 

z²skanĨmi z pelety. Nicm®nŊ rozd²ly mezi vĨsledky nebyly statisticky vĨznamn®. S vĨjimkou 

mŊŚen² po 24 hodin§ch, kdy nastal statisticky vĨznamnĨ pokles genistinu u Baf G- oproti 

kontrole G-, nebyly pozorov§ny jin® vĨznamn® rozd²ly mezi kontrolou a inhibovanĨmi vzorky. 

Ve vakuol§ch byla v pŚ²padŊ bafilomycinu A1 a kontroly G+ opŊt zaznamen§na vysok§ 

koncentrace genisteinu v porovn§n² se vzorky bez genistinu (Graf 5.2.3.). V ģ§dn®m ze 

sledovanĨch intervalŢ nebyl pozorov§n statisticky vĨznamnĨ rozd²l mezi vzorky Baf G+ a 

kontrolou G+, ale vyġġ² hodnoty obsahu aglykonu byly namŊŚeny po aplikaci inhibitoru. Obsah 

genisteinu ve vakuol§ch pot® postupnŊ ve sledovanĨch intervalech klesal. Po dvou hodin§ch 

doġlo pouze u Baf G- k statisticky vĨznamn®mu n§rŢstu obsahu isoflavonu oproti kontrole G-. 

OdebranĨ supernatant tak® obsahoval vyġġ² koncentraci genisteinu v experimentech, kde byl 

pŚid§n genistin. Zkouġen® roztoky Baf G- obsahovaly v²ce genistinu oproti kontrole v prvn²ch 

tŚech odeb²ranĨch intervalech. Po 24 h byla koncentrace vyġġ² v supernatantu kontroly G-. 
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Tento rozd²l mezi zkouġenĨmi a kontroln²mi vzorky byl v ļasech 2 h a 24 h statisticky 

vĨznamnĨ.  

V supernatantu (Graf 5.2.4.) byl dobŚe pozorovatelnĨ rozd²l v koncentraci genisteinu u Baf G+ 

a kontrolou G+. S vĨjimkou vzorkŢ odebranĨch po ļtyŚech hodin§ch, byl v supernatantu 

zaznamen§n statisticky vĨznamnĨ n§rŢst obsahu aglykonu po oġetŚen² inhibitorem. PodobnŊ 

jako v pŚ²padŊ aplikace MgATP (Graf 5.1.4.) byl obsah genisteinu v kontroln²m vzorku po dvou 

a ļtyŚech hodin§ch vyġġ². K n§rŢstu pot® doġlo u vzorkŢ s l§tkou ovlivŔuj²c² transport. 

 

6.3.3. Vliv DCCD na transport genistinu 

DCCD tak® sn²ģil koncentraci genistinu ve vakuol§ch (Graf 5.3.1.a) oproti kontrole i pŚes to, 

ģe doġlo v 0 h k n§rŢstu obsahu isoflavonu u inhibovanĨch i kontroln²ch vzorkŢ s genistinem. 

Obsah genistinu u DCCD G+ klesl oproti kontrole G+ o 16,5 % a toto sn²ģen² bylo statisticky 

vĨznamn®. V dalġ²ch mŊŚen²ch nastal opŊt pokles absorpce genistinu u inhibovan®ho i 

kontroln²ho vzorku s genistinem, nicm®nŊ vakuoly s DCCD obsahovaly tohoto glykosidu 

m®nŊ. 

V supernatantu (Graf 5.3.2) byl po prvn²m odbŊru namŊŚen statisticky vĨznamnĨ pokles 

genistinu v kontrole G- oproti vzorkŢm, kde byl pouģit DCCD. U vzorkŢ G+ nebyl v ļase 0 h 

tento rozd²l statisticky vĨznamnĨ. V dalġ²ch sledovanĨch intervalech byl ale obsah v kontrole 

G+ vyġġ² oproti  DCCD G+. Tak® hodnoty vzorkŢ, kter® neobsahovaly genistin, byly relativnŊ 

podobn® se vzorky G+. 

Po aplikaci roztoku s DCCD a genistinem nastalo ve vakuol§ch (Graf 5.3.3.) sn²ģen² obsahu 

genisteinu v porovn§n² s kontrolou G+. Mnoģstv² genisteinu bylo nicm®nŊ st§le vyġġ² oproti 

vzorkŢm, kde nebyl v zkouġenĨch ļi kontroln²ch roztoc²ch genistin pŚ²tomen. Rozd²l v obsahu 

genisteinu mezi kontroln²mi a zkouġenĨmi roztoky byl ve vġech sledovanĨch ļasech statisticky 

vĨznamnĨ. Pouze po 24 hodin§ch doġlo k jeho poklesu oproti pŚedchoz²m ļasŢm odbŊru. 

V supernatantu (Graf 5.3.4.) byla pŚ²tomnost genisteinu zaznamen§na ihned po prvn²m odbŊru 

vzorkŢ po pŚ²pravŊ smŊs² vakuol s roztoky. Rozd²ly v hodnot§ch obsahu genisteinu po aplikaci 

roztoku s inhibitorem a genistinem a kontrolou G+ nebyly statisticky vĨznamn® a zvĨġily se 

opŊt po dvou a ļtyŚech hodin§ch. Vyġġ² koncentrace pak byla namŊŚena u vzorkŢ s inhibitorem. 
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6.3.4. Shrnut² 

Ve vġech vzorc²ch s pŚidanĨm genistinem byla namŊŚena jeho zvĨġen§ koncentrace ve 

vakuol§ch. V kontrole G+ se tato koncentrace pohybovala v ļase 0 h na podobn® ¼rovni u vġech 

vzorkŢ, v prvn²m mŊŚen² s MgATP byla tato koncentrace vyġġ². V dalġ²ch ļasovĨch intervalech 

pak obsah genistinu v pokusnĨch i kontroln²ch vzorc²ch klesl. V ļase 0 h byla koncentrace 

genistinu u MgATP G+ vyġġ² oproti kontrole G+, naopak inhibitory absorpci genistinu oproti 

kontrole sn²ģily.  

ZmŊny obsahu genistinu v experiment§ln²m a kontroln²m supernatantu je tŊģk® urļit s ohledem 

na vysok® rozd²ly namŊŚenĨch vĨsledkŢ u jednotlivĨch vzorkŢ. Ve srovn§n² s vakuolami byly 

hodnoty mezi kontroln²mi vzorky v poļ§teļn²m ļase 0 h v²ce rozd²ln® a v pŚ²padŊ bafilomycinu 

A1 pak byla koncentrace kontroly G+ vyġġ² oproti Baf G+. V  ļasov®m intervalu 24 h u MgATP 

G+, DCCD G+ a jejich kontrol byl namŊŚen vyġġ² obsah genistinu, coģ by odpov²dalo niģġ²m 

koncentrac²m u vakuol. Tyto rozd²ly mohly bĨt ve zkouġenĨch i v kontroln²ch roztoc²ch 

vyvolan® hydrolĨzou genistinu, jak je pops§no d§le. 

Obsah genisteinu ve vakuol§ch v kontrole G+ se s vĨjimkou vzorkŢ u pokusŢ s bafilomycinem, 

kde byl v ļase 0 h vyġġ² v porovn§n² s ostatn²mi stanoven²mi, pohyboval na podobn® ¼rovni a 

bŊhem prvn²ch ļtyŚ hodin nedoch§zelo k vĨraznĨm zmŊn§m jeho koncentrace. U MgATP G+ 

bylo poļ§teļn² mnoģstv² genisteinu niģġ² a i pŚes m²rnĨ n§rŢst nedosahoval jeho obsah v peletŊ 

koncentrace kontroly G+ (Graf 5.1.3.). U obou inhibitorŢ doch§zelo naopak k postupn®mu 

sniģov§n² koncentrace genisteinu v dalġ²ch ļasovĨch intervalech pŚi srovn§n² s ļasem 0 h i pŚes 

rozd²ly v poļ§teļn²m obsahu oproti kontrol§m (Graf 5.2.3 a 5.3.3.). 

Koncentrace genisteinu v supernatantu v kontroln²ch vzorc²ch s pŚidanĨm genistinem byla vŊtġ² 

pŚi porovn§n² s kontrolou G-. S vĨjimkou Baf G+ byl obsah genisteinu u pokusnĨch vzorkŢ 

s genistinem podobnĨ. V dalġ²ch ļasovĨch intervalech pak koncentrace aglykonu stoupala u 

vġech vzorkŢ s pŚidanĨm genistinem a u MgATP G+ a Baf G+ byly rozd²ly mezi pokusnĨmi a 

kontroln²mi vzorky vŊtġ² (Graf 5.1.4. a 5.2.4.). Po 24 hodin§ch se obsah genisteinu u vġech 

vzorkŢ sn²ģil. 

V minulosti byl zkoum§n mechanismus vakuol§rn²ho transportu nejen sekund§rn²ch 

metabolitŢ, kter® rostlina vytv§Ś², ale i l§tek poch§zej²c²ch z jinĨch druhŢ. Jak bylo pops§no 

v teoretick® ļ§sti, l§tky rostlinŊ vlastn² byly do urļit® m²ry nez§visl® na pŚid§n² MgATP, ale 

byly citliv® na inhibitory (bafilomycin A1, gramicidin, NH4Cl) ovlivŔuj²c² protonovĨ gradient, 

kterĨ zprostŚedkov§v§ transport pomoc² MATE transport. Naopak orthovanad§t jako inhibitor 
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ATPas potlaļoval absorpci spojenou s hydrolysou ATP. V nŊkterĨch pŚ²padech inhibitory 

pŢsobily do urļit® m²ry na oba zpŢsoby transportu, ale ¼ļinek jedn® skupiny l§tek byl 

dominantnŊjġ². 165, 201, 222 PŚi vĨzkumu transportu glukosidu kyseliny salicylov®, kter§ slouģ² 

jako sign§ln² molekula, byla tato l§tka u G. max a Beta vulgaris absorbov§na do izolovanĨch 

vakuol rŢznĨmi zpŢsoby. U G. max, podobnŊ jako zde v pŚ²padŊ genistinu, byl glukosid SA po 

pŚid§n² 3mM MgATP absorbov§n v prvn²ch 30 minut§ch a maxima dos§hl bŊhem prvn² hodiny, 

ale transport bez MgATP byl pouze okolo 16 %. Transport u B. vulgaris byl bez MgATP 

minim§ln². Aplikace inhibitorŢ uk§zala urļitĨ pokles aktivity u G. max po pŚid§n² bafilomycinu 

A1 (9 %) a gramicidinu (17%), ale zvĨġenou citlivost v z§vislosti na mnoģstv² vanad§tu. 

Naopak vanad§t nemŊl na rozd²l od bafilomycinu a gramicidinu na transport glukosidu SA u B. 

vulgaris vliv. 201 

Menġ² rozd²l v obsahu sekund§rn²ho metabolitu ze skupiny flavonoidŢ mezi kontrolou a 

vzorkem s 3mM MgATP byl pozorov§n u saponarinu u H. vulgare. Tento rozd²l ļinil zhruba 

22 %, zat²mco u A. thaliana, kter§ tento glukosid pŚirozenŊ neobsahuje a byla v pr§ci rovnŊģ 

pouģita, k transportu bez MgATP t®mŊŚ nedoch§zelo. Inhibitor NH4Cl a bafilomycin A1 

potlaļily transport saponarinu u H. vulgare, kdy NH4Cl mŊl silnŊjġ² ¼ļinek (pŚ²jem saponarinu 

vakuolami pouze 20 %), zat²mco bafilomycin A1 (81 %) sn²ģil absorpci zhruba jako d§le 

pouģitĨ vanad§t (85 %). Absorpce u druh® rostliny byla opŊt citliv§ na pŚ²tomnost vanad§tu 

(pŚ²jem saponarinu 34,7 %), nikoliv vġak l§tek naruġuj²c²ch H+ gradient. 165 

Na druhou stranu mŢģe bĨt i pŚenos l§tek rostlinŊ vlastn²ch z§vislĨ na MgATP a citlivĨ 

k vanad§tu. U Secale cereale nebyla absorpce jeho glukuronidu luteolinu s vĨjimkou 

valinomycinu l§tkami jako bafilomycin A1 pŚ²liġ ovlivnŊna. Afinita k ABC transport®ru pak 

byla pravdŊpodobnŊ d§na z§pornĨm n§bojem zpŢsobenĨm pŚ²tomnost² karboxylovĨch 

skupin. 223 

Transport sekund§rn²ch metabolitŢ ze skupiny flavonoidŢ se tak® ļasto zamŊŚuje na l§tky, kter® 

se pod²lej² napŚ. na zbarven² semen. U A. thaliana a dalġ²ch rostlin byla identifikov§na Śada 

proteinŢ, kter® jsou zapojeny do biosynt®zy a transportu tŊchto metabolitŢ. Inhibic² jejich genŢ 

pak vznikaj² mutanti, kteŚ² maj² poruchu zbarven² osemen² a odpovŊdn® proteiny jsou 

oznaļov§ny jako Ătransparent testañ. U A. thaliana byl identifikov§n pŚenaġeļ TT12 patŚ²c² do 

skupiny MATE, kterĨ byl odpovŊdnĨ za pŚenos glukosidŢ anthocyaninŢ. 166  

V Ăhairy rootsñ kultur§ch Medicago trunculata (Fabaceae) byl sledov§n pŚenos flavan-3-olŢ a 

tak® glukosidu daidzinu, jako z§stupce isoflavonŢ. PŚ²jem tohoto isoflavonu do vezikul byl do 
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urļit® m²ry ovlivnŊn l§tkami, kter® naruġuj² protonovĨ gradient, nicm®nŊ jeho absorpce byla 

vĨznamnŊ sn²ģena aģ po aplikaci vanad§tu. Naopak metabolity jako epikatechin-3Ë-O-glukosid 

nebo katechin-3Ë-O-glukosid byly citliv® na bafilomycin A1 nebo gramicidin. Z vĨsledkŢ byl 

uļinŊn z§vŊr, ģe transport daidzinu u M. trunculata prob²h§ sp²ġe pomoc² ABC pŚenaġeļe, 

zat²mco pro flavan-3-oly byl identifikov§n MATE1 transport®r. S ohledem na to, ģe pŚid§n² 

genistinu ovlivnilo obsah daidzinu ve smyslu kompetice, mohl by bĨt genistin u M. trunculata 

rovnŊģ transportov§n podobnĨm mechanismem. 222 N§sleduj²c² studie identifikovala v 

M. trunculata MATE2 pŚenaġeļ, kterĨ slouģ² jako transport®r pro acylovan® flavonoidy. 

VyŚazen²m jeho genu sice doġlo ke sn²ģen² obsahu formononetin-7-O-glukosid malon§tu 

v kvŊtech, ne vġak v listech. Mnoģstv² dalġ²ho isoflavonu genistein-7-O-glukosid malon§tu tak® 

nebylo ovlivnŊno. Nav²c u nŊkterĨch isoflavonŢ doġlo ke zvĨġen² jejich obsahu (7-O-glukosidy 

biochaninu A a formononetinu). 224 

Hodnoty, kter® byly namŊŚeny v t®to pr§ci zkoumaj²c² vakuol§rn² transport u  T. pratense (Graf 

5.1.1.) ukazuj², ģe po aplikaci MgATP doġlo ke zvĨġen² obsahu genistinu v peletŊ, nicm®nŊ i 

bez jeho pouģit² absorpce glukosidu prob²hala podobnŊ jako v pŚ²padŊ saponarinu u H. vulgare. 

Inhibitor V-ATPasy bafilomycin A1 (0,03 mM) zpŢsobil podobnŊ pouze 15% pokles (Graf 

5.2.1), coģ vzhledem k vysok® odchylce nebylo prŢkazn®. V nŊkterĨch studi²ch byl transport 

jednotlivĨch metabolitŢ, z§vislĨ na protonov®m gradientu, ovlivŔov§n bafilomycinem A1 v 

rŢzn® m²Śe i pŚi pouģit² stejn® koncentrace. 165, 222 Pouģit² dalġ²ho inhibitoru protonovĨch pump, 

DCCD, pŚineslo podobnĨ, ale statisticky vĨznamnĨ rozd²l (19 %) v obsahu absorbovan®ho 

genistinu mezi kontroln²mi a pokusnĨmi vzorky s t²mto inhibitorem (Graf 5.3.1.). Nicm®nŊ se 

ned§ s jistotou potvrdit nebo vyvr§tit vliv V-ATPasy a protonov®ho gradientu na transport. Je 

tak® moģn®, ģe pouģit§ koncentrace sice inhibovala tento enzym, ale nebyla dostateļn§ k vazbŊ 

na V-PPasu, kter§ tak mohla udrģovat do urļit® m²ry protonovĨ gradient. To by z§roveŔ 

vysvŊtlovalo zachovanou absorpci genistinu u bafilomycinu A1.  

V souļasn® dostupn® literatuŚe nebyla nalezena pr§ce, kter§ by se zaj²mala pouze o transport 

glykosidŢ isoflavonŢ dovnitŚ vakuoly. U vĨġe zm²nŊn®ho M. trunculata byly testovan® MATE1 

a MATE2 pŚenaġeļe nalezeny pomoc² sekvence transport®ru z A.thaliana pro anthocyaniny. 

Zde testovanĨ daidzin a dalġ² isoflavony nebyly prim§rnŊ pomoc² tŊchto proteinŢ pŚen§ġeny, 

ale byly sp²ġe odk§z§ny na pohyb pŚes ABC pŚenaġeļe. Nicm®nŊ u M. trunculata bylo pops§no 

okolo 40 moģnĨch MATE transport®rŢ. 222 Moģn§ identifikace konkr®tn²ho transport®ru pro 

genistin u T. pratense by byla vĨznamnĨm pŚ²nosem do problematiky, nicm®nŊ pŚesahuje 

souļasn® moģnosti pracoviġtŊ. 
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PŚ²tomnost genisteinu ve vakuol§ch a supernatantu je moģn® vysvŊtlit ļinnost² ɓ-glukosidas, 

kter® se nach§zej² v cytoplazmŊ nebo jsou souļ§st² membr§n vļetnŊ tonoplastu. 225 Pouģit® 

roztoky mŊly pH vyġġ² neģ pŊt a byly pŚid§ny k vakuol§m v kr§tk®m ļase po jejich pŚ²pravŊ. 

S ohledem na to, ģe byly pouģity experiment§ln² i kontroln² roztoky o stejn®m sloģen² jako 

v pr§ci Ludmily Chl§dekov®, kter§ nav²c hydrolĨzu j² pouģit®ho flavonoidn²ho glykosidu 

baicalinu nepopsala, je moģn®, ģe k uvolnŊn² genisteinu doġlo ļinnost² tŊchto enzymŢ. 226 

HydrolĨza glykosidŢ isoflavonŢ byla pozorov§na i u potravin§ŚskĨch produktŢ, z²sk§vanĨch z 

plodŢ G. max a vznikaj²c²ch bŊhem jejich zpracov§v§n². Na procesu ġtŊpen² se mohou pod²let 

napŚ. nŊkter® mikroorganismy z rodu Rhizopus, slouģ²c² k fermentaci s·ji. Z tohoto rodu jsou 

sice z²sk§v§ny i nŊkter® enzymy pouģ²van® pŚi z²sk§v§n² protoplastŢ, ale kontaminace vzorkŢ 

zbytkem roztoku cellulas a pektinas je vysoce nepravdŊpodobn§. ɓ-glukosidasy jsou rovnŊģ 

souļ§st² semen a hydrolĨza tak mŢģe prob²hat bŊhem jejich m§ļen². 227 

Isoflavony jsou tak® exportov§ny do vnŊjġ²ho prostŚed² buŔky, kdy byl na plazmatick® 

membr§nŊ jiģ pops§n export®r ze skupiny ABC. 208 PŚesnĨ zpŢsob exportu na vakuol§rn² 

membr§nŊ nen² zn§m, ale pŚedpokl§d§ se podobnĨ mechanismus. PŢsoben²m MeJA jako 

sign§ln² molekuly reaguj²c² na poranŊn² vyvolalo u M. trunculata zvĨġenou transkripci genŢ 

pro ɓ-glukosidasy a tak® pro ABC proteiny. 225 Je tedy teoreticky moģn®, ģe u T. pratense mohlo 

doj²t v prŢbŊhu izolace protoplastŢ k indukci tvorby tŊchto enzymŢ, kter® n§slednŊ 

hydrolysovaly genistin pŚ²tomnĨ v roztoku nebo uvolŔovanĨ z vakuol. 

Ve studi²ch sleduj²c²ch transport flavonoidŢ dovnitŚ vakuol, je pozornost zamŊŚena sp²ġe na 

jejich glykosidy, ale pŚenos aglykonŢ nebo jejich absence byl tak® zaznamen§n. U vĨġe 

zm²nŊnĨch MATE1 a 2 nebyly aglykony pouģitĨch metabolitŢ tŊmito transport®ry pŚen§ġeny. 

Na rozd²l od genistinu pak aglykony genistein a daidzein vĨznamnŊ neovlivnily pŚ²jem daidzinu 

do vakuol. 222 U mate2 rostlin pak doġlo k poklesu aglykonŢ, nicm®nŊ nebylo uvedeno jasn® 

vysvŊtlen² tohoto poklesu. 224 

V pr§ci, kter§ byla provedena u isoflavonov®ho deriv§tu medikarpinu, nedoch§zelo u 

samotn®ho aglykonu k transportu pŚes vakuol§rn² membr§nu pŚed i po pŚid§n² MgATP. Teprve 

jeho nav§z§n² na GSH pomoc² glutathiontransferasy vedlo k jeho absorpci, kterou inhibovala 

pŚ²tomnost vanad§tu. Na tomto typu pŚenosu spojen®ho s GSH se pod²lej² zejm®na proteiny ze 

skupiny ABC z podskupiny MRP. 228, 163  

V r§mci pozorov§n² glukosidu SA v G. max, byl zmŊŚen i obsah samotn® salicylov® kyseliny. 

Jej² absorpce byla po pŚid§n² MgATP zhruba poloviļn² oproti glykosidu. Na druhou stranu byl 
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aglykon absorbov§n dvakr§t v²ce neģ glykosid v nepŚ²tomnosti MgATP. U B. vulgaris k 

transportu samotn®ho aglykonu doch§zelo minim§lnŊ v obou stanoven²ch. Ostatn² inhibitory 

pak u SA zkouġeny nebyly. 201 

V prvn²m odbŊru vzorkŢ ihned po pŚid§n² genistinu byl pozorov§n jeho n§rŢst ve vakuol§ch po 

aplikaci MgATP. Nicm®nŊ u kontroly bez MgATP byl tak® namŊŚen vyġġ² obsah genistinu 

oproti vzorkŢm bez tohoto isoflavonu. Pouģit² inhibitorŢ protonovĨch pump jako je 

bafilomycin A1 a DCCD, pak vedlo k poklesu mnoģstv² genistinu ve srovn§n² s kontrolou bez 

tŊchto l§tek, kde byla koncentrace opŊt vyġġ² oproti vzorkŢm bez genistinu. Transport genistinu 

pŚes vakuol§rn² membr§nu T. pratense se tak mŢģe odehr§vat pomoc² MATE transport®rŢ. Ty 

jsou z§visl® na ļinnosti protonovĨch pump, kdy ļinnost V-ATPasy mŢģe bĨt tak® podpoŚena 

pŚid§n²m MgATP. Inhibice jednoho typu protonov® pumpy pot® nemusela bĨt dostateļn§ 

k zablokov§n² cel®ho mechanismu. Vzhledem k n§rŢstu obsahu genistinu po pŚid§n² MgATP 

vġak nen² zcela vylouļena ani moģnost ¼ļasti ABC tranport®ru. 
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7. ZĆVŉR 

V proveden® studii byla pozornost zamŊŚena na transport isoflavonŢ pŚes membr§ny u 

Trifolium pratense a Genista tinctoria. BŊhem teoretick® pŚ²pravy byla vypracov§na reġerġe 

zabĨvaj²c² se transportn²mi mechanismy u rŢznĨch sekund§rn²ch metabolitŢ. V prŢbŊhu 

experiment§ln² pr§ce bylo dosaģeno tŊchto vĨsledkŢ: 

1) Statisticky vĨznamnĨ vliv slouļenin vanadu na uvolŔov§n² isoflavonŢ do media oproti 

kontrole byl nalezen u T. pratense i u G. tinctoria. Mnoģstv² jednotlivĨch isoflavonŢ 

v kultur§ch bylo ovlivnŊno rŢznĨmi koncentracemi pouģitĨch elicitorŢ a tak® dobou kultivace 

tŊmito l§tkami. U obou suspenzn²ch kultur byl pro n§sleduj²c² experimenty jako elicitor vybr§n 

NH4VO3 o koncentraci 1 mM (G. tinctoria) a 10 mM (T. pratense), se kterĨm byly rostliny 

kultivov§ny po dobu 24 hodin.  

2) Obsah isoflavonŢ v mediu a suġinŊ byl u T. pratense po elicitaci NH4VO3 ovlivnŊn u 

jednotlivĨch isoflavonŢ pŚev§ģnŊ inhibitory pŢsob²c²mi na ABC transport®ry ze skupiny MRP 

jako je probenecid nebo glibenklamid. ZmŊna koncentrace genisteinu v mediu nastala i po 

aplikaci verapamilu, kterĨ ovlivŔuje sp²ġe ABC transport®ry ze skupiny MDR. KromŊ toho byla 

koncentrace v mediu ovlivnŊna brefeldinem A, kterĨ pŢsob² na vezikul§rn² transport. 

3) Urļen² transportn²ho mechanismu u isoflavonŢ G. tinctoria bylo obt²ģnŊjġ² vzhledem 

k namŊŚenĨm vĨsledkŢm, kter® bohuģel nepŚinesly vĨznamn® rozd²ly mezi inhibovanĨmi a 

kontroln²mi vzorky. Vzhledem k poznatkŢm o transportu pŚes plazmatickou membr§nu u 

jinĨch rostlin je ale moģn®, ģe k pŚenosu isoflavonŢ doch§z² tak® pomoc² ABC transport®rŢ. 

4) Ze suspenzn² kultury T. pratense byly izolov§ny protoplasty a n§slednŊ vakuoly, na jejichģ 

membr§nŊ byl sledov§n transport genistinu. Z poklesu tohoto isoflavonu ve vakuol§ch po 

aplikaci inhibitorŢ jako bafilomycin A1 nebo DCCD oproti kontrole se d§ usuzovat, ģe na jeho 

pŚenosu se pod²lej² protonov® pumpy a MATE transport®ry. N§rŢst genistinu v peletŊ, kterĨ 

nastal po aplikaci MgATP, mohl bĨt zpŢsoben jednak aktivac² V-ATPasy, ale teoreticky tak® 

¼ļast² ABC transport®ru. 

KromŊ genistinu byl ve vakuol§ch a supernatantu namŊŚen i zvĨġenĨ obsah genisteinu. 

Z vĨsledkŢ vyplĨv§, ģe genistein byl do vakuol transportov§n mechanismem z§vislĨm na 

protonovĨch pump§ch. ZvĨġen§ koncentrace tohoto aglykonu v supernatantu mohla bĨt 

zpŢsobena vyġġ² nab²dkou genistinu, kterĨ nebyl absorbov§n v dŢsledku pouģitĨch inhibitorŢ. 
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V pŚ²padŊ MgATP mohlo doj²t k aktivaci hydrolĨzy glykosidick® vazby na vnŊjġ² stranŊ 

vakuol§rn² membr§ny. 

5) U suspenzn² kultury G. tinctoria nedoġlo pŚi pouģit² standardn²ch metod k dostateļn®mu 

uvolnŊn² protoplastŢ a n§slednŊ vakuol. Transport isoflavonŢ pŚes tonoplast u t®to kultury tak 

nemohl bĨt sledov§n. 

ObjasnŊn² mechanismu transportu pro sekund§rn² metabolity pŚes plazmatickou nebo 

vakuol§rn² membr§nu pŚedstavuje prvn² krok k identifikaci konkr®tn²ho transport®ru a jeho 

zapojen² do metabolismu a vyuģit² dan® l§tky rostlinou. Ve studi²ch zamŊŚenĨch na identifikaci 

transport®ru se n§sleduj²c² postup vŊnuje nalezen² co nejvŊtġ² shody v genomovĨch datab§z²ch 

mezi jiģ identifikovanĨm transport®rem (napŚ. AtTT12) a hypotetickĨm pŚenaġeļem 

(MATE 1), kterĨ mŢģe bĨt odpovŊdnĨ za pŚenos studovan®ho sekund§rn²ho metabolitu. 222 Po 

izolaci a ¼pravŊ pŚ²sluġn® genetick® informace z rostlinn®ho materi§lu pro danĨ transport®r ji 

lze vloģit do vhodn®ho vektoru. Po transformaci vektoru s napŚ. buŔkami kvasinek je moģn® 

sledovat pŚenos metabolitu dovnitŚ cytoplasmy. OvŊŚen² totoģnosti a funkce transport®ru je tak® 

moģn® ovŊŚit vytvoŚen²m mutantn² rostliny, kde je tento protein zablokov§n. V pŚ²padŊ ¼spŊġn® 

identifikace a vyŚazen² pŚenaġeļe pak k transportu testovan®ho metabolitu nedoch§z². Tento 

vĨzkum vġak vyģaduje speci§lnŊ vybaven® pracoviġtŊ, nicm®nŊ jeho z§klad tvoŚ² pr§vŊ pozn§n² 

mechanismu transportu jednotlivĨch l§tek.  
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8. POUĢIT£ ZKRATKY 

2,4-D ï 2,4-dichlorofenoxyoctov§ kyselina 

4CL ï 4-kumar§t:CoA ligasa 

ABC ï ATP-binding cassette 

ACC ï Acetyl-CoA karboxylasa 

ADP ï Adenosindifosf§t 

ARF ï ADP ribosylation factorr 

ALF5 ï Aberrant lateral root formation 

ATDTX1 ï A. thaliana detoxification 1 

AtPDP1 ï A. thaliana P-glykoprotein 

homolog 1 

AtTT12 ï A. thaliana Transparent Testa 12 

ATP ï Adenosintrifosf§t 

AM ï anthoMATE 

Baf ï Bafilomycin A1 

BAP ï 6-benzylaminopurin 

Br ï Brefeldin A 

BY-2 ï Bright Yellow-2 

CYP ï Cytochrom P 

C4H ï Cinam§t-4-hydroxylasa 

DAD ï Diode array detector 

DCCD ï N,NË-dicyklohexylkarbodiimid 

DMID ï DMI dehydratasa 

DMSO - Dimethylsulfoxid 

E2 - 17ɓ-estradiol 

E1 ï NH4VO3 ï Metavanad§t amonnĨ 

E2 ï VOSO4 ï S²ran vanadylu 

EstR ï EstrogenovĨ receptor 

Gl ï Glibenklamid 

Gr ï Gramicidin 

GSH ï Glutathion 

GST ï Glutathiontransferasa  

GTP ï Guanidintrifosf§t 

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

ethanesulfonic acid) 

HI4ËOMT ï Hydroxyisoflavanon 4ËO-

methyltransferasa 

HPLC/UPLC ï High/Ultra-Performance 

Liquid Chromatography 

CHI - Chalkonisomerasa 

CHR ï Chalkonreduktasa  

CHS ï Chalkonsynthasa 

IFS/2HIS ï Isoflavonsynthasa/ 

2-hydroxyisoflavanonsynthasa 

JA ï Jasmonov§ kyselina 

LPH ï Laktasa florizin hydrolase 

MAPK ï Mitogen activated proteinkinase 
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MATE ï Multidrug and toxin extrusion 

protein 

MeJA ï Methyljasmon§t 

MeOH ï Methanol 

MDA ï Malonylaldehyd 

MDR ï Multidrug resistence homologs 

MRP ï Multidrug resistence-associated 

protein 

MS ï Murashige & Skoog 

NtNUP1 ï N. tabacum Nicotin Uptake 

Permease 

Ort ï Orthovanad§t sodnĨ 

PAL ï Fenylalaninamoniumlyasa 

P-gp ï P-glykoprotein 

PM H+ATPasa ï Plasmatic mmembrane 

H+ATPase 

Pr ï Probenecid 

PTP ï Protein-fosfotyrosinov§ fosfat§sa 

SGLT1 ï Sodium/glucose transporter 

SH ï Schenk & Hildebrandt 

NBD ï Nucleotide binding domain  

Nt-JAT1 ï N. tabacum jasmonate-inducible 

alkaloid transporter 

Nt-NUP ï N. tabacum nicotin uptake 

permease 

PDR ï Pleiotropic drug resistence protein 

PP ï Pyrofosf§t 

ROS ï Reactive oxygen species 

rpm ï Rotation per minute 

SNARE ï Soluble NSF attachment protein 

receptor  

SUR ï Sulfonylurea receptor 

TMD ï Transmembrane domain 

TT ï Transparent testa 

V-ATPase ï Vacuolar H+ ATPAse 

Ver ï Verapamil 

V-HPO ï Vanad dependent haloperoxidase 

https://en.wikipedia.org/wiki/N-ethylmaleimide_Sensitive_Factor_or_fusion_protein
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N§zev disertaļn² pr§ce: Transportn² mechanismy sekund§rn²ch metabolitŢ pŚes membr§ny 

rostlinnĨch bunŊk 

 

V r§mci studia metabolismu isoflavonŢ byla pozornost zamŊŚena na zpŢsob jejich transportu 

v rostlin§ch nebo in vitro kultur§ch. Tento vĨzkum zahrnuje identifikaci mechanismu pŚenosu 

pŚes membr§ny bunŊk nebo vakuol, kterĨ se odehr§v§ pomoc² transportn²ch proteinŢ nebo 

vezikul. PŚenos pŊti isoflavonŢ (genistin, genistein, biochanin A, daidzein a formononetin) do 

ģivn®ho media byl sledov§n u suspenzn²ch kultur Trifolium pratense L. a Genista tinctoria L. 

Po aplikaci roztokŢ NH4VO3 (1 a 10mM koncentrace) doġlo u G. tinctoria a T. pratense po 

24 hodin§ch k zvĨġen² obsahu isoflavonŢ v ģivn®m mediu. Tento n§rŢst byl inhibov§n l§tkami, 

kter® ovlivŔuj² aktivitu rŢznĨch transportn²ch mechanismŢ. Na koncentraci vŊtġiny isoflavonŢ 

v mediu s kulturou T. pratense pŢsobily pŚev§ģnŊ l§tky inhibuj²c² ABC proteiny z podskupiny 

MRP, kdy obsah genisteinu byl sp²ġe ovlivnŊn MDR inhibitory. Na pŚ²tomnost isoflavonŢ 

v mediu tak® negativnŊ pŢsobil brefeldin A, kterĨ inhibuje vesikul§rn² transport. V suġinŊ byl 

pot® pozorov§n vzestup obsahu nŊkterĨch tŊchto isoflavonŢ. U kultury G. tinctoria byl sn²ģenĨ 

obsah isoflavonŢ v mediu po aplikaci inhibitorŢ pozorov§n ojedinŊle a nebylo tak moģn® uļinit 

pŚesnŊjġ² z§vŊr. Na koncentraci jednotlivĨch isoflavonŢ pŢsobily rŢzn® l§tky, jako v pŚ²padŊ 

NH4Cl u genistinu, kterĨ ovlivŔuje protonovĨ gradient. V suġinŊ nebyl vŊtġinou pozorov§n 

statisticky vĨznamnĨ n§rŢst obsahu sledovanĨch l§tek ve vzorc²ch oġetŚenĨch inhibitory. 

Transport genistinu byl zkoum§n i na vakuol§rn² membr§nŊ, kdy doġlo k poklesu jeho absorpce 

po aplikaci l§tek ovlivŔuj²c²ch protonovĨ gradient. PŚenos tohoto glykosidu tak prob²h§ 

pravdŊpodobnŊ pomoc² MATE transport®ru. V supernatantu i vakuol§ch byla tak® pozorov§na 

zvĨġen§ koncentrace genisteinu, kterĨ se bŊhem pozorov§n² uvolŔoval z pŚidan®ho glykosidu. 

PŚ²tomnost tohoto aglykonu ve vakuol§ch byla ovlivnŊna inhibitorem protonov® pumpy. 
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Supervisor: PharmDr. Lenka TŢmov§, CSc. 

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

plant cells 

An attention was focused on the metabolism of isoflavones in recent years, including their 

transport within plants and cultures in vitro. A research is focused on the transport mechanism 

identification across cell or vacuolar membrane. There are localized different transporters as or 

the transport of some metabolites can take place through membrane vesicules. The release of 

five isoflavones (genistin, genistein, biochanin A, daidzein and formononetin) into nutrient 

medium was observed in suspension culture of Genista tinctoria L and Trifolium pratense L. 

These cultures were treated with NH4VO3 solutions (1 a 10 mM concentration) when isoflavon 

content in medium was higher after 24 hours. This increased volume of isoflavones was 

supressed by different transport mechanism inhibitors. The transport of isoflavones in 

T. pratense was influenced by ABC inhibitors from MRP subfamily, but genistein 

concentration in medium was lower after treatment with MDR subfamily inhibitors. Brefeldin 

A, which blocks vesicular transport, also decreased concentration of isoflavones in nutrient 

medium. The transport mechanism of the observed isoflavones in G. tinctoria was not exactly 

described due to the results in nutrient medium. There was also lack of statistically significant 

increase of isoflavones amount in dry mass after inhibitors treatment. The volume of secondary 

metabolites was effected by different inhibitors, when genistin concentration in medium was 

decreased by NH4Cl application, which has impact on proton gradient and corresponding 

transporters. Genistin absorption was also observed in isolated vacuoles. Its transport into 

vacuoles was blocked by proton pumps inhibitors, which maintain proton gradient, thus the 

transport probably took place through MATE proteins. There was also measured higher 

concentration of genistein in supernatant and vacuoles in the samples. This aglycon was 

released from added genistin and its absorption by vacuoles was dependent on proton pump 

inhibitor. 
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