MECHANISMUS PRIJMU TEZKYCH KOVU A
ORGANICKYCH LATEK ROSTLINAMI

1 Obecny mechanismus pfijmu a distribuce latek
rostlinami

Pfijem mineralnich zivin z pidniho roztoku rostlinami probiha proti koncentra¢nimu
gradientu. V kofeni ziviny pfechdzi ptfes plazmalemu pomoci transportnich proteint.
Nasledné jsou transportovany xylémem do nadzemnich ¢asti rostlin. V listech znovu
bilkovinovymi pienaseci preneseny do symplastu mezofylovych bunék. Rostliny piijimaji
ziviny ve form¢ iontl a vétSinou pfijimaji vSechny Zziviny nachazejici se v pudnim
substratu. Piijjem je omezen bunéénymi membranami, které umoziuji selektivni piijem
Zivin, a tak zptisobuji, ze koncentrace iontt je uvnitf rostlinné buiky vétsi nebo nizsi nez
v okolnim prostiedi. Selektivni transport zivin existuje také uvniti bunék, kde bariéru pro
vstup do jednotlivych kompartmenti predstavuji jednotlivé membrany.

Uvnitt  buniky v jednotlivych kompartmentech nebo v bunééné sténé jsou ionty
transportovany difusi. Tento pfenos je dostacujici pro pfenos Zivin na kratké vzdalenosti,
avsak pro selektivni pfenos iontl na delsi vzdalenosti mezi jednotlivé buriky a pro pfenos
1 proti koncentraénimu gradientu je tteba pfenos ptfes membrany. Obecné existuje nékolik
mechanismt selektivniho pienosu latek pfes membranu.

Nespecificky transport zahrnuje prostou difuzi latek pfes membranu nebo i bunécnou
sténu, ktera nasleduje po pfenosu latek pres plasmalemu. Propustnost bunééné stény je
vyrazné vEtsi nez propustnost plasmalemy. Druhou moznosti nespecifického transportu je
usnadnéna difuze. Tento transport probihd za ucasti transportnich molekul, které
usnadiiuji pienos latek pfes membrany tim, Ze selektivné poutaji ion. Vznikly komplex
projde membranou a na druhé strané¢ se komplex opét rozpadne na ion a pienaSec.
Usnadnéna difuze muze také probihat pomoci kanali v membrané, ptes které mohou
nckteré ionty difundovat. Velmi dileZity je transport latek tonoplastem, ktery probiha jak
prostou tak usnadnénou difuzi, protoZe vakuoly vysSich rostlin jsou dilezitymi zasobniky

jak ionth pfijatych z vnéjsiho prostiedi, tak pro produkty metabolismu.



Dal$im druhem transportu latek pfes membranu je aktivni transport. Pfi priméarnim
transportu jsou transportni procesy spojeny s hydrolyzou ATP nebo jinymi procesy, pfi
kterych se uvoliiuje energie. Sekundarni aktivni transport probiha diky gradientu
elektrochemického potencialu, jimz se zajistuje syntéza ATP.

Mineralni Ziviny se v bufice nachazeji na dvou mistech. V cytoplazmé nebo ve vakuole.
Vakuola slouzi jako zasobnik pro bézné ionty, ale také pro ostatni latky, které by mohly
mit nepfiznivé ucinky na rostlinnou buiku.

Samotné mechanismy transportu zivin mezi jednotlivymi organy rostlin dosud nebyly

pln¢ popsény.l

2 Prijem tézkych kovu rostlinami

Tézké kovy jsou pfirozenou soucasti pud, avSak diky lidskym aktivitdm se do pady
dostavd mnohem vétsi mnozstvi tézkych kovi, nez je ptirozené. Do prostiedi se dostavaji
napiiklad pfi tézb¢ a taveni zeleznych rud, pii vyrob¢ a likvidaci kovovych materialt, z
paliv, z odpadi ruznych primyslovych vyrob a dalSich lidskych ¢innosti. Patii tak mezi
jedny z hlavnich kontaminantli v Zivotnim prostiedi a diky své vysoké perzistenci
pfetrvavaji v prostiedi velmi dlouho.?

Ve vys$$im mnozstvi nebo pii dlouhodobém plisobeni pak mohou mit tyto latky toxické
uc¢inky na zivé organismy. Napiiklad rtutnaté ionty se vyznacuji vysokou afinitou
k sulthydrylové skupiné a v disledku toho mohou narusit téméf jakoukoliv funkci, ve
které jsou zapojeny nechranéné proteiny se sulthydrylovou skupinou.3 Olovo miize mit
neptiznivé ucinky na kliceni semen, rast rostlin, na proces fotosyntézy nebo na aktivitu
enzymu.

Nekteré tézké kovy, jinak oznacované také jako stopové prvky (Fe, Zn, Mn, Ni, Cu, a
Mo) jsou nezbytné pro spravny rist a vyvoj rostlin, jelikoz jsou souc¢asti mnoha enzymu a
jinych proteint a rostliny vyvinuly vysoce specifické mechanismy pro ptijem, translokaci
a ukladani téchto prvka.

Aby rostliny mohly piijimat t¢zké kovy, musi byt kovy biologicky dostupné. V piadé
kovy existuji jako Skala chemickych forem v dynamické rovnovaze tizené fyzikalnimi,

chemickymi a biologickymi procesy v ptid€. Biologicka dostupnost kovii zavisi na jejich



rozpustnosti v padnim roztoku. Jen kovy, které jsou ptitomny v pidnim roztoku jako
volné ionty a rozpustné kovové komplexy nebo kovy, které jsou adsorbovany na

anorganickych padnich &asticich na mistech iontové vymény jsou biologicky dostupné.*

2.1 Mechanismus prijmu tézkych kovu

Ptijem tézkych kovu rostlinami zahrnuje zachyt ionti kovl kofeny, vstup ionti kovl do
kofent a jejich translokaci do nadzemnich ¢asti rostlin pies difazi. Ptijem ionti kovi je
dosazen mobilizaci kovi vazanych na piidni ¢astice pomoci organickych sloucenin, které
chelatuji kovy a jsou sekretovany rostlinami do rhizosféry. Kovy, které jsou vazany
v komplexu kov-chelat, jsou pfeneseny pies plasmatickou membranu pomoci fady
specifickych transportnich mechanismt umisténych v plasmatické membrané. Elektricky
naboj brani iontiim kovi volné difundovat ptes lipofilni bunééné membrany do cytosolu,
a proto musi byt transport iontl do bunék fizen membranovymi proteiny s transportnimi
funkcemi.” Mechanismus vstupu iontd kovii do kofeni je specificky a zavisi na
jednotlivych typech kovu a druzich rostlin. Kovy vstupuji do kofenti bud’ ptes apoplast
nebo symplast.

Apoplast kofenového epidermu a kortexu je snadno propustny pro roztoky. Cesta pies
apoplast je pomérné neregulovana, protoZe voda a rozpusténé latky mohou plout a §ifit se
diftizi bez prekroCeni membrany. Apoplasticky transport je omezen vysokou kationtovou
vyménnou kapacitou bunécné stény. Jako bariéra proti vstupu iontt kovi do xylému
apoplastickou cestou slouzi endodermis, nebo spiSe Caspariho prouzky, které se
nachazeji v bunéénych sténach endodermalnich bunék.

VétsSinou tedy musi latky vstoupit do kotenll pfes symplast pfedtim, neZ vstoupi do
xylému. Pfi transportu symplastem se ionty pohybuji pfes plasmatickou membranu, ktera
ma obvykle velky zaporny potencidl, a to piiblizn€ 170 mV. Tento membranovy
potencidl poskytuje silny elektrochemicky gradient pro vnitini pohyb iontd kovi. VétSina
iontd kovii vstoupi do kofenovych bunck rostlin pomoci specifickych iontovych
pienagedii nebo kanali.?

Cast iontll navazanych na kofeny rostlin neprojde do bunék rostlin, ale je poutana na

zaporné naboje (COO) bunéénych stén.*



Poté, co kov vstoupi do kofenli, miize byt bud uloZzen v kotenovych bunkéach ve
vakuolach, nebo je xylémem transportovan do nadzemnich Casti rostlin. Primarni
transport v xylému, retranslokalizace ve floému a pienos z xylému do floému jsou
dilezité procesy pro redistribuci prvku uvniti rostliny. Transport V xylému sméfuje
z kofenti do nadzemnich ¢asti rostlin v transpiraénim proudu, zatimco transport floémem
probiha z hornich ¢asti smérem dolt a je vice selektivni. Rozpusténé latky mohou byt
selektivng pievedeny z xylému do floému a odvedeny smérem doli.°

Ptenos iontd kovi do xylému je obvykle zprostiedkovan pomoci membranovych
transportnich systémi. Byl popsdn i mechanismus pfenosu kovii do xylému fizeny
fytochelatiny. Do pienosu kovii miize byt zapojena také cela fada chelatort.

Poté, co kovy transportované xylémem dosahnou apoplastu listt, jsou polapeny rtiznymi
typy rostlinnych bunék a pohybuji se z buniky do bunky ptes plasmodesmu. K ukladani
kovii dochazi pravdépodobné piednostné v trichomech. Rozvod kovd probihda uvnitf
kazdé rostlinné bunky. Koncentrace kovli se tu udrzuje v rdmci specifick¢ho
fyziologického rozmezi, a je fizena specifickymi metalochaperony a transportéry
lokalizovanymi v endomembranach. Nadbytek kovu je sekvestrovan ve vakuolach uvniti

bunék listd.’

2.2 Prenasece kovu

V ptdnim roztoku se koncentrace volnych iontii kovii pohybuji od mikromolarniho po
nanomolarni rozmezi. Vysoka afinita systému pro piijem kovi v plasmatické membrané
umoznuje vstup kovill do bunék predevsim ze zasoby volnych kationti pfechodnych kovi
v pudnim roztoku.®

Kvili svému néboji se ionty tézkych kovli nemohou volné pohybovat pfes membrany,
coz jsou lipofilni struktury. Proto musi byt transport iontli kovil fizen membranovymi
proteiny s transportnimi funkcemi, obecné oznaCovanymi jako pienaSeCe nebo
transportéry. Transmembranové pienaseCe vlastni extracelularni vazebnou doménu, ke
které se ionty pfipoji tésné pred transportem, a transmembrdnovou strukturu, ktera
spojuje intracelularni a extracelularni prostfedi. Vazebna doména je receptivni jen

K ur¢itym iontim, a tak je zodpovédnd za specifitu pfenaseci. Transmembranova



struktura usnadiuje pievod navazanych iontl z extracelularniho prostoru pies hydrofobni
prostiedi membrany do buflky.4

Na zakladé dosud ziskanych tidajii se uvadi nékolik proteinovych transportnich rodin,
které se podileji na transportu kova uvniti rostlin. Do nejvétSich rodin patii NRAMP
(natural resistance associated macrophage protein), ZIP (zinc-regulated transporter, iron
regulated-transporter protein), YSL (yellow-stripe 1-like subfamily of the OPT
superfamily) proteiny, které patii do transportnich rodin pusobicich pfi influxu kovt do
bunék rostlin a P1gATPasy, CDF (cation diffusion facilitater), CAX (cation exchanger) a
ABC (ATP-binding cassete transporters) proteiny, patiici do proteinovych rodin
pusobicich pii efluxu iontl z rostlin. Kazdy transportni protein obvykle katalyzuje
transport nékolika iontd, ovSem s rozdilnou afinitou ke kazdému iontu. Mezi
transportnimi proteiny pro influx a eflux existuje rozdil. Bylo zjisténo, ze proteiny, které
exportuji kovy z cytoplazmy, maji vysokou specifitu, zatimco ty, které tidi influx, jako
napiiklad ZIP a NRAMP, se zdaji byt méné specifické. To znamend, Ze import iontl je
kontrolovan mén¢, coz pravdépodobné zajistuje dodavku vSech iontl nezbytnych pro
zajisténi fady funkci v riznych bunkach a tkanich. Nicméné v dusledku toho jsou také
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snadngji absorbovany neesencialni prvky.

2.2.1 Rodina ZIP transportnich proteint

ZIP transportéry jsou zapojeny v pienosu Zeleza, zinku, manganu a meédi. Jednotlivi
Clenové této skupiny se liSi v substratovém rozpéti a specifité. ZIP transportéry mohou
byt rozd€leny do ¢ty podskupin podle piredpokladané sekvence aminokyselin, ale zda se,
7e viechny geny vyssich rostlin spadaji do jedné skupiny.®

kationtli, pfevazné zinku a Zeleza. Nicméné v piipadé nékolika proteinii z riznych
rostlinnych druhti bylo prokazano, Ze jsou schopny pifijmout i kadmium. Napiiklad u ryze
je identifikovano 17 ZIP-kodujicich gend. Z nich ZIP1, ZIP3 a ZIP4 jsou spojeny
prevazné s transportem zinku.

Moreau a kol. ve své studii uvadi moznost zapojeni ZIP proteinu z rostlinného druhu

Glycine max pfevazné v transportu zinku a dale také kadmia. Ukéazalo se, ze GmZIP1 je



vysoce selektivni pro zinek a ze kadmium je jediny kov schopny inhibovat piijem zinku u
kvasinek.® !

ZNT1 by mohl hrat dilezitou roli v kofenovych a listovych transportnich procesech. Bylo
objeveno, ze exprese ZNT1 je lokalizovana v kofenovém kortexu, coz dale podporuje
teorii, ze tento transportér hraje roli v absorpci kovl rostlinami z pidy. ZNT1, zfejmé
hraje také vyznamnou roli také v hyperakumulaci téZkych kovi v T. caerulescens a
existence dalSich ptibuznych gend navic zvysuje pravdépodobnost, ze dalsi ¢lenové této
rodiny jsou v hyperakumulaci kovi také zapojeni.

PienaseCe kovi, které jsou regulovany zelezem (IRT), mohou fidit pfenos ruznych
dvojmocnych kovl v€etn€ kadmia. Bylo zaznamenéno, Ze rostliny rostouci v podminkach
s limitovanym obsahem Zeleza piijimaji a akumuluji vice kadmia. Studium rostliny A.
thaliana odhalilo, Ze AtIRT1 regulovany pfi nedostatku zeleza a primarné zodpovédny za
ptijem Zeleza do kofenového epidermis, muze také prenaset jiné ionty kovd, jako Mn?*,
Zn?* a Cd*, a je zodpovédny za zvysenou akumulaci kadmia. Podobné jako AtIRT], tak
i ZIP proteiny z ryze (Fe?* prenasece OsIRT1 a OsIRT2) jsou také zapojeny v pijmu a
translokaci kadmia, zvlasté pii nedostatku Zeleza. Studie distribuce a lokalizace v tkanich
naznacuje, ze OSIRT1 a OsIRT2 jsou zodpovédné za oboji, jak piijem tak distribuci
kadmia v t&le rostin.°

Pt1 studiu Zn/Cd pfijmu pres plasmatickou membranu kotfenovych bunék se zjistilo, Ze
Zn absorpce je fizena saturovatelnym transportérem s vysokou afinitou k Zn**, zatimco
pro Cd byly transportéry nesat?urujici.12

ZIP transportéry jsou povazovany za jedny z hlavnich proteinli zapojenych v piijmu
zinku rostlinami, a do dneska se jen u nékterych z nich prokazala schopnost pienaset také

kadmium a ostatni tézké kovy.

2.2.2 Cu transportéry

COPT1 v Arabidopsis je potencialni transportér médi, protoze se podili na piijmu médi
pii jejim nedostatku. Nicméné mRNA neni v kofenech detekovatelna, coz naznacuje
moznost, ze pii transportu médi v kofenech plisobi jiny pfenase¢, ktery zatim nebyl

identifikovan.'®



COPTI1 ma velmi podobnou sekvenci jako CTR2, potencialni transportér médi s nizkou
afinitou, ktery byl objeven v kvasinkach. Oba jsou ¢leny Siroké rodiny eukaryotickych
transportéri médi — CTR transportérd. Kvasinky také obsahuji dva vysoce afinitni
transportéry médi - CTR1 a CTR3. V Arabidopsis byla identifikovana péti¢lenna rodina
potencionalnich pienaseci médi COPT1-5, které také obsahuji jiz zminény COPT]I.
COPTI, 2, 3 a 5 byly schopny funk¢né dopliiovat transport médi a vykazovaly transportni

aktivitu.©

2.2.3 Rodina NRAMP transportnich protein

NRAMP je rodina transportnich proteinti, které se nachdzeji v plasmatické membrané¢ a
jsou zapojeny v prenosu iontll pfes membranu nejen u rostlin, ale 1 u zvitat, bakterii a
hub.

Rodina NRAMP transportnich proteint, ktera byla nedavno popsana v ryzi a Arabidopsis
byla na zakladé porovnani sekvence rozdélena na dvé tfidy transportéri. Jedna sestava z
NRAMP1 a druha z NRAMP2-5 .13 V A. halleri a T. caerulescens se NRAMP3
vyskytuje v kotfenech, ale také v nadzemnich ¢éstech rostlin. NRAMP1 a NRAMPS se v
T. caerulescens vyskytuji v nadzemnich ¢astech rostliny.8

Dosud provedené studie ukazuji, ze rdzni Clenové NRAMP rodiny maji rizné
fyziologické funkce a Ze pfinejmensim nékteré jsou zapojeny v piijmu a homeostazi
zeleza a kadmia. Dukazy ziskané z experimenti provedenych u kvasinek a savct vSak
naznacuji, Ze NRAMP transportni proteiny u rostlin by mohly mit Sir§i substratovou
specifitu, nez je zatim potvrzeno.

NRAMP3 je zapojen v pifjmu Cd*. U kvasinek byly identifikovany tii NRAMP
transportéry, SMF1-3, které fidi pfijem Mn?*, Cu?*, Co?, Cd** a Fe*".1°

2.2.4 ATPasy: P;gATPasy

P-typ ATPas tvofi rozmanitou rodinu transportért, které Cerpaji fadu kationtd pies
bun&éné membrany. Patii sem H*-ATPasy rostlin a hub, Na*/K*-ATPasy zvifat a Ca®'-
ATPasy, které byly nalezeny u mnoha organismii. Sdileji spolecny enzymaticky
mechanismus, ktery zahrnuje tvorbu fosforylovaného meziproduktu, odtud tedy oznaceni

P-typ. ATPasova rodina transportéri P-typu je rozdélena do péti dalsich rodin, z nichz



kazda je rozdélena do dvou nebo vice podskupin, které jsou seskupené podle jejich
transportni speciﬁty.10

Velmi dulezita je P1gATPasova rodina transportért, jinak nazyvana CPx-ATPasy, fidici
pfenos riiznych piechodnych kovii vietng Zn?* a Cd?*. O funkci t&chto proteind se zatim
ptili§ nevi, ale v ryzi byly objeveny tii tyto proteiny: OsHMAS5, OsHMA6 a OsHMAJ,
které jsou regulovany zvySenou koncentraci kadmia a zinku. Podrobné&jsi vyzkum
OsHMAD odhalil, Ze tento protein je lokalizovan v plasmatické membran¢ a Ze je zapojen
v Cu?*, Zn**, Pb% a pravdépodobné i Cd** transportu a detoxifikaci.’

Analyza provedena v Arabidopsis odhalila dalsi HMA proteiny, HMA 5 a 8 pienasejici
Ag" a Cu*, zatimco HMAL1 - 4 pravdépodobné prenasi Zn?*, Co®", Cd*" a Pb**. AtHMA4
je produkovan v mnoha tkanich a nejvice v kofenech a reguluje se v kofenech
vystavenych zvySenym hladinam zinku a manganu. RAN1 (AtHMA?7) pravdépodobné
prendsi Cu’ pies membranu do Golgiho aparitu, aby se vytvotily funkéni ethylenové
receptory. PAA1 (AtHMAG6) nejspiS pfenasi méd’ pies membranu (:h101r0plas‘a°1.10

HMAA4 proteiny také mohou v T. caerulescens a A. halleri. ptispivat k toleranci zinku a

kadmia Fizenim cytoplasmatického efluxu kovii v buiikéch kofenii a listi.

2.2.5 Rodina CDF transportnich proteint

CDF rodina proteinti je zapojena v pienosu dvojmocnych kationtl, hlavné zinku, ale
prenasi 1 Cd*, Fe**, Co™, Ni* a Mn*. V rostlinach byl poprvé CDF transportni gen
charakterizovan v Arabidopsis a byl pojmenovan ZAT. ZAT je produkovan uvnit celé
rostliny a je indukovan zvySenymi koncentracemi zinku. Pfedpoklada se, ze ZAT je
zapojen ve vesikularni/vakuolarni sekvestraci zinku a tudiz je zapojen v toleranci a
homeostazi zinku.

ZAT gen ZTP1 byl nalezen v hyperakumulatoru Thlaspi caerulescens. Vyskytuje se
predevsim v listech, ale 1 v kofenech. Nejvice se vyskytuje v rostlinach rostoucich na
padach obohacenych olovem, zinkem a kadmiem v porovnani s rostlinami rostoucimi na
niklem obohacenych pidach nebo pidach neobsahujicich zvySené mnozstvi tézkych
kovi.

V hyperakumulatoru, Thlaspi goesingense, byl charakterizovan MTP1, u néhoz se

pfedpoklada podil na akumulaci ionth kovli ve vakuolach v nadzemnich castech rostlin.



Tento CDF transportér byl objeven také v hyperakumulatoru Stylosanthes hamata, ktery
roste v kyselych, na Mn®* bohatych pidach.’® V A. thaliana je MTP1 lokalizovan ve
vakuolarnich membranach bunék kotfenu a listli, coz naznacuje jeho roli v sekvestraci
zinku ve vakuolach.’

Do skupiny CDF transportnich proteint patii také CzcD z Ralstonia eutropha, ktery fidi
eflux Zn** iontd, a proteiny COT1 a ZRC1 z S. cerevisiae. Ty umoziuji rostlinam, pokud
jsou produkovany v nadbytecném mnozstvi, tolerovat kobalt a zinek/kadmium. Oba tyto

proteiny jsou lokalizovany v tonoplastu a nabizi se tak jejich role v sekvestraci kovi."?

2.2.6 Kationt/H" antiportéry

Tonoplast rostlin obsahuje vysoky pocet kationt/H™ antiportért. V Arabidopsis byly
nalezeny dva geny pro CAX1 a CAX2. Piedchozi studie pfinesly myslenku, ze Cd**/H*
antiportér by mohl byt zapojen v akumulaci kadmia ve vakuolach, a existuje dikaz, ze by
to mohl byt CAX2. Tabakové rostliny, které produkuji CAX2 jsou schopné akumulovat
zvySena mnoZzstvi Ca?*, Cd** a Mn? a to také vede ke zvySenému transportu v
kofenovém tonoplastu. Byly charakterizovany také dal$i CAX geny a dal$i charakterizace
téchto transportérii by mohla odhalit jejich Sirsi roli v homeostazi t€zkych kovi. Nicméné

dodnes byl potvrzen pouze CAX2 transportér schopny vakuoldrniho transportu Mn?®* 10

2.2.7 Rodina ABC transportnich proteinu

HMT1 protein patfici do rodiny ABC transportéra je pravdépodobné zodpovédny za
prenos fytochelatinti (PC) do vakuoly. Pfijem PC vakuolarnimi vacky je, jak se zda,
pohanén energii ptimo z hydrolyzy ATP, coz se u ABC typu transportérti pfedpoklada.
HMT]1 je schopny pienaset jak apo-PC tak PC-Cd komplexy. HMW (vysokomolekularni)
PC-Cd-S* komplex je také piijiman vakuolarnimi vacky obsahujicimi HMTI, i kdyz s
mensi €innosti.

HMT1 nemusi byt zapojen jen v mechanismech tolerance rostlin pro t€zké kovy (Cd).
Mize pienaset také PC komplexy vytvoiené s esencidlnimi prvky jako je méd nebo
zinek. Pc-Cu a PC-Zn komplexy, které mohou aktivovat nékteré apo-metaloenzymy
stejné ucinné jako volné kovy, se ukéazaly jako méné toxické kofaktory nez volné ionty
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kovu.



Dosud je znamo jen velmi malo sekvenci HMT1 v rostlindich a za pravdépodobnéjsi
prenasece PC-Cd komplext pies tonoplast jsou povazovany MRP transpor‘[éry.13

Vyzkum genomu Arabidopsis odhalil, ze obsahuje 53 domnélych ABC transportnich
genl. Nicméné¢ lokalizace a funkce téchto gentl nejsou zatim pfili§ znamy. VétSina dosud
identifikovanych ABC transportéri byla lokalizovana ve vakuoldrni membrané a jsou
pravdépodobné zodpoveédné za vakuolarni sekvestraci cytotoxind.

ABC transportéry v plasmatické membrané mohou byt zapojeny v sekreci obrannych
metabolitil a jejich exprese mize byt regulovana koncentraci téchto metaboliti. AvSak

pro potvrzeni této teorie jsou potieba dalsi dﬁkazy.15

2.2.8 Dalsi prenasece tézkych kov

V Arabidopsis bylo identifikovano dvacet genomickych GNGC sekvenci. Tyto proteiny
obsahuji Sest domnélych transmembranovych domén a vazebné misto pro kalmodulin,
které ptrekryva to pro cyklickou vazbu nukleotidu. Tyto kanaly jsou zfejmé lokalizované
v plasmatické membrané a jsou neselektivni, propustné jak pro jednomocné tak pro
dvojmocné kationty.

NtCBP4 nalezeny v tabaku vykazoval zvysenou toleranci na Ni* a hypersenzitivitu k
Pb*. Je viak potieba provést dalsi studie, aby se objasnila celkova substratova specifita
pro tento kanal. AtMHX transportér, objeveny v A. thaliana, je lokalizovan ve vakuolarni
membrang a zprostiedkovava vyménu H* za Zn** nebo Mg?*. V Arabidopsis byla dale
objevena skupina transportéri AtMGT, které koduji domnélé Mg®* prenasece. AtMGT1
je umistén v plasmatické membrand a vykazuje nejvyssi afinitu k Mg*. Ale existuji
dikazy, zZe 1 Ni**, Ca?*, Fe**, Mn** a Cu* jim mohou byt také pienaseny, i kdyz je
potieba, aby byly pfitomny ve vyS$$i koncentraci. DalSi transportér s potencialni roli v
piijmu Ca?* a Cd** je LCT1 nalezeny v psenici.™

YCF1 je vakuolarni transportér pohanény energii z MgATP zodpovédny za sekvestraci
smési po jejich S-konjugaci s glutathionem v S. cerevisiae. Zvysena exprese YCF1 genu
v A. thaliana vyvolala ctyfnasobné vyssi piijem komplexu glutathion-Cd v YCF1
transgennich rostlindch nez u divoce rostoucich rostlin. To naznacuje, ze exprese YCFI

vyrazné zvysuje transport kadmia.*®
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3 Mechanismus detoxifikace tézkych kovu

Ackoliv mikroziviny jako jsou zinek, mangan, nikl a méd’ jsou nezbytné pro spravny rust
a vyvoj rostlin, vysoké koncentrace téchto iontli uvniti bun¢k rostlin mohou byt toxické.
Aby se rostliny vyrovnaly s timto rizikem, vyvinuly né¢kolik mechanism, které kontroluji
homeostazi téchto iontt uvnitf bun¢k. Tyto mechanismy zahrnuji regulaci iontového
influxu (stimulace transportérové aktivity pii nizkém obsahu iontl uvnitf buné€k a inhibici
pfi vysokych koncentracich) a vytlacovani iontd kovii pfitomnych uvniti bun¢k zpét do
vnéjsiho roztoku. Rostliny schopné pfijimat vétsi mnozstvi kovili nez je obvyklé, znamé
jako hyperakumulatory, vlastni jest¢ dalsi detoxifikaéni mechanismy.

Je dulezité poznamenat, ze z celkového mnozstvi kovii pfijatych kofeny rostlin, je jen
¢ast téchto kovlu absorbovana do bunék. Zna¢na cast ionti kovl je absorbovéna do
bunéénych stén kotfenl rostlin. Takto vazané ionty kovii nemohou byt pfeneseny do
nadzemnich ¢asti rostlin.

Vazba do bunécnych stén ale neni jediny rostlinny mechanismus zodpovédny za
imobilizaci kova v kofenech a naslednou inhibici pfenosu iontd kovli do nadzemnich
¢asti rostlin. Kovy mohou byt také vazany do komplexti a sekvestrovany v bunéénych
strukturach jako jsou napiiklad vakuoly. *

Poté, co se ionty kovi dostanou do cytosolu jsou chelatovany riznymi chelatory jako
jsou organické kyseliny, aminokyseliny, peptidy a proteiny. Mezi nejdilezitéjsi ligandy,
které, jak se zda, hraji nejvétsi roli v toleranci a akumulaci tézkych kovi patii glutathion
(GSH), fytochelatiny (PC), metalothioneiny (MT), histidin, nikotinamin a organické

kyseliny jablecna a citronova.®

3.1 Vakuolarni sekvestrace

Kompartmentace kovu ve vakuole je proces, ktery zabranuje volnym iontam kovi, aby se
voln¢ vyskytovaly Vv cytosolu a zatlaCuje je do omezeného prostoru. Bylo popsano
nékolik pfenasect fidicich prenos kovi pfes bunétné membrany vcetné tonoplastu.
Komplexy fytochelatin-Cd jsou transportovany specifickymi  pienaSeC¢i proti
koncentracnimu gradientu pies tonoplast. Akumuluji se ve vaccich tonoplastu. Uvnitt

rostlinnych bunék jsou komplexy PC-kov nebo jen PC dopraveny do vakuol pomoci
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ABC-typu transportnich proteini umisténych v tonoplastu. Dodnes nejlépe popsany
vakuolarni transportér a kanal zapojeny v toleranci kovt je jiz vySe popsany YCF1.2

Detailni informace o transportnich systémech tézkych kovii v tonoplastu jsou omezené.
Dva jiz zminéné geny CAX1 a CAX2 izolované z Arabidopsis, jsou lokalizované ve
vakuole a kromé pienosu ca®t byly nalezeny diikazy, ze pfenasi i Cd*. Domnénky, ze
prenasi také nikl se nepotvrdily a vakuola pravdépodobné nebude mistem akumulace

niklu.®

3.2 Fytochelatiny

Fytochelatiny vznikaji z glutathionu pasobenim y-glutamylcysteinyltranspeptidasy,
neboli fytochelatin syntazy. Fytochelatiny hraji roli v detoxifikaci kovid. Naptiklad
mutanty A. thaliana, které maji bud’ nedostatek fytochelatinti nebo glutathionu, jsou
citlivé na kadmium. Nicmén¢ v piirozené toleranci zinku a kadmia je jejich role otazkou
a naptiklad v S. vulgaris neni zvySena produkce fytochelatini mechanismem, ktery tvoii
zéklad pro piirozenou toleranci kadmia nebo zinku.’

V nékterych rostlinnych druzich byly nalezeny dalSi strukturni varianty fytochelatind,
jako (y-Glu-Cys)n—B-Ala, (y-Glu-Cys)n—Ser a (y-Glu-Cys)n—Glu. Fytochelatiny jsou
indukovany $irokym rozmezim iontl tézkych kovii. Enzym fytochelatin syntaza je y-Glu-
Cys dipeptididyl transpeptidaza a katalyzuje transpeptidaci y-Glu-Cys poloviny
glutathgionu bud’ na dal§i molekulu glutathionu, ktera vytvofi fytochelatin (n+2), nebo na
molekulu fytochelatinu, ktera vytvoii PC (n+1) oligomer. Fytochelatin syntaza je
aktivovana riznymi ionty tézkych kovi.

Mechanismus, kterym je PC syntaza aktivovana se zdd byt relativné nespecificky s
ohledem na aktivujici ionty kovii, ackoli nékteré kovy jsou vice u¢inné nez jiné. Jeden
model funkce PC syntazy je, ze konzervovana amino-terminalni doména udé€luje tomuto
enzymu katalytickou aktivitu. Aktivace pravdépodobné vyplyva z interakce mezi rezidui
v této doméné a volnymi ionty kovii nebo komplexy kov-GSH. Je mozné, ze karboxy-
termindlni doména se chova jako lokalni senzor tim, Ze vaze ionty tézkych kovi a ptivadi
je do kontaktu s aktivaénim mistem v amino-terminalni katalytické doméné. Ackoli PC

syntaza muze vazat ionty kadmia v neptitomnosti GSH, zajimavym a zatim nevyfeSenym
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problémem zlstava, zda jsou kademnaté ionty vyhradné zapojeny v aktivaci enzymu
nebo zda tvoii integralni slozku substratu.’

V rostlinach jsou vzniklé PC-Cd komplexy sekvestrovany do vakuol. V S. cerevisiae
YCF1 a v S. pombe HMTI1 kéduji ¢leny ABC skupiny membranovych ptenasecu, které
prenaseji GSH-Cd a PC-Cd komplexy do vakuoly a hraji dulezitou roli v detoxifikaci
kadmia a dalsich t&zkych kovi.'’

PC-Cd komplexy mohou byt bud’ vysokomolekularni (s vysokou Mr(HMW)) nebo
nizkomolekularni (s nizkou Mr (LMW)). Ve vakuole jsou nezbytnou soucasti PC-Cd
komplext sulfidové ionty. Obecné je pomér S¥:Cd*" vyssi v HMW komplexech v
porovnani s LMW komplexy. Zabudovani sulfidi do HMW komplext zvySuje jak
mnozstvi kadmia na molekulu tak stabilitu komplexu.

Zatim neexistuje piili§ dikazu, které by podporovaly teorii, ze PC piusobi pii detoxifikaci
jesté jinych kovu nez kadmia. Pfi provedenych experimentech PC tvofilo komplexy s
olovem, stiibrem a rtuti v in vitro podminkach a jediné PC komplexy identifikované v in
vivo podminkach byly s ionty kadmia, stiibra a médi. Je zfejmé, ze mechanismus
detoxifikace kovu je vice komplexni neZ jen prosta chelatace iontti kovu fytochelatiny.
Iont kovu musi aktivovat PC syntazu, poté je chelatovan pomoci syntetizovanych PC, a
nasledné je pravdépodobné transportovan do vakuol napiiklad se sulfidy nebo s
organickymi kyselinami. Zda ke stejnému sledu krokti dochéazi a zda je nutny 1 pro ionty

e o I .1
jinych kovi neni jasné. 8

3.3 Metalothioneiny

Metalothioneiny jsou malé na cystein bohaté proteiny, které mohou ucinné vazat kovy
skrz thiolatové klastrové formace. Role metalothioneind v hypertoleranci kadmia a zinku
je pravdépodobné velmi mald. Metalothioneiny typu 1,2 a 3 maji zfejmé funkci
v akumulaci mé&di a transportu mé&di ve floému.’

MT typicky obsahuji dvé na cystein bohaté domény s vazebnym mistem na kov, které
davaji témto metaloproteinim konformaci ve tvaru cinky. MT proteiny jsou
klasifikovany na zaklad¢ uspotfadani cysteinovych zbytkt. Ttida I obsahuje 20 vysoce
konzervovanych cysteinovych zbytki, vyskytuje se ptivodné u savct a je velmi rozsifena

1 u obratlovcl. MT bez tohoto piesného uspofadani cysteintll jsou oznacovany jako tiida I1
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a jsou obsazeny jak u rostlin a hub, tak u bezobratlych zivoc¢ichi. Ttida II MT proteint

muze byt dale klasifikovana na zaklad¢ sekvence aminokyselin.

V psenici nalezeny MT protein Typu 4, ktery byl schopny vazat zinek, byl prvnim

dikazem, Ze rostliny obsahuji nejen PC, ale i MT jako ligandy kovii obsahujici cystein.

Dukazy pro pfitomnost nékolika dal§ich MT proteint byly ziskany z Arabidopsis.

U zvifat MT funguji jako ochrana pied toxickym kadmiem, ale u rostlin tuto funkci

zastavaji PC. Existujici dikazy podporuji hypotézu, ze MT jsou v rostlinach zapojeny v

toleranci a homeostazi médi. PC navic v Arabidopsis nejsou soucasti mechanismu

tolerance vuci médi, coz naznacuje moznost zapojeni jiného mechanismu, pravdépodobné

zahrnujiciho MT.

Ackoliv jsou MT v rostlinach produkovany a uchovavany, jejich funkce zatim zlstava

tém&f neznama. ™

3.4 Dalsi chelatory pusobici pri detoxifikaci tézkych kovi v
rostlinach

Glutathion (yGlu-Cys-Gly) je hlavni bunéény antioxidant, ktery mtize véazat nékolik
kovi, a je hlavnim prekursorem fytochelatinli. Glutathion je také kosubstratem pro
konjugaci mnoha organickych xenobiotik. Nedavné vysledky studii s niklem a kadmiem
ukazuji, Ze by mohl byt zapojen v hyperakumulaci, pravdépodobné diky své antioxidaéni
aktivité.

komplext s niklem, kadmiem a zinkem. Bylo zaznamenano, ze hyperakumulace niklu v
Alyssum lesbiacium se uskuteéiiuje diky komplexaci niklu histidinem. Vysledky u
ostatnich druhd celedi Brassicaceae nabizeji moznost, ze piechod niklu do xylému se
zapojenim histidinu nemusi byt univerzalni.

Nikotinamin je syntetizovan ze tii molekul S-adenosyl-L-methioninu nikotinamin
syntazou a tvoii komplexy s vétSinou ionti piechodnych kovi. Piedpokladad se, ze
pomahd pohybu mikroprvkil uvnitt rostlin. Existuje neptimy dikaz, Ze nikotinamin by
mohl byt zapojen v hyperakumulaci kovt v A. halleri a T. caerulescens.

Organické Kkyseliny a aminokyseliny mohou byt potencialnimi ligandy pro chelaci

tézkych kovi, vzhledem k mnozstvi iont kovi, které jsou schopny reagovat s S, N a O.
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Citrat, malat a oxalat jsou zapojeny v fadé procest, vcetné tolerance rostlin k riznym
kovam, transportu kovi xylémem a vakuolarni sekvestraci kovii. Kyselina citronova je
povazovéna za hlavni Cd** ligand pii nizkych koncentracich Cd®*. Také tvoii komplexy s
Ni* v Ni-akumulujicich rostlinich a je mozné, Ze prispiva k akumulaci zinku a toleranci.
U malatu se piedpoklada, ze ptisobi jako chelator zinku v Zn-tolerantnich rostlinach. U
kyseliny salicylové byla zjisténa role v udrzeni homeostaze kovu v sazenicich Medicago

sativa vystavenych kadmiu nebo Zelezu.'®

3.4.1 Transport chelatorl a chelatd kovu

FRD3 je produkovan v kofenovém pericyklu a pracuje jako efluxér citratu. Je mozné, Ze
FRD3 v A. halleri a T. caerulescens pfispiva k homeostazi Zeleza a ¢ate¢né k jeho
mobilit¢ v pritomnosti zinku v xylému v koncentracich podstatné vysSich nez v
neakumujicich druzich, jako je A. thaliana. Nelze vyloudit, ze FRD3 pfispiva k
homeostazi dalsich kovl véetné zinku.

Transportéry transportni rodiny YSL, které ftidi bunéfny piijem kov-nikotinamin
komplext, byly charakterizovany v A. thaliana. YSL6 byl identifikovan v nadzemnich
castech A. halleri a YSL7 v kotenech T. caerulescens. Dosud byly YSL transportéry
spojovany hlavné s homeostazi zeleza a je stale nejasné, zda ptispivaji také k homeostazi
a akumulaci zinku a kadmia nebo k fyziologické rovnovaze jinych dvojmocnych kationti

kovi.®

4 Prijem organickych slouéenin rostlinami

Existuje nékolik mechanismi, jak rostliny pfijimaji a pfeméiuji organické latky. Tato
kapitola se vénuje piijmu koteny. Kdyz rostliny pifimo absorbuji latky kofeny, hydrofobni
organické latky se vazi na povrch kotenid. Pokud jsou rozpustnéjsi, jsou akumulovany v
kofenech a transportovany pies membrany do rostlinné tkané. Latky mohou byt v
rostlinach skladovany bud’ v ptivodni form€, nebo mohou byt pomoci detoxifikacniho
mechanismu transformovany. Ty jsou ulozeny na rGznych mistech v bunce rostlin,
naptiklad ve vakuolach. Kromé& toho mohou byt organické latky metabolizovany,

rozlozeny na oxid uhli¢ity a vodu nebo mohou byt volatilizovany.
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Aby mohly byt organické latky pfijimany a transformovany rostlinami, musi byt
biologicky dostupné. Jejich dostupnost zavisi na lipofilité¢ latek, na typu pady, ve které se
latky vyskytuji a na dobg, po kterou byly organické latky ve styku s padou. Cim déle jsou
latky v piidé, tim pevnéjsi je jejich vazba na castice piidy a tim nizsi je jejich biologicka
dostupnost.

Organické polutanty mohou vstoupit do kotena rostlin bud’ pasivnimi a/nebo aktivnimi
procesy, a poté se pohybovat v transpira¢nim proudu rostlin do jinych rostlinnych ¢asti.
Hodnoty koncentraci latek, které nejsou v rostlinach ve formé iontt, ve vztahu k vné&jsi
koncentraci ve vodé (nebo pidnim roztoku) ukazuji, Ze vétSina téchto latek vstupuje do
rostlin pfedev§im diky pasivnimu transportu. K aktivnimu transportu, ktery muze
probihat proti gradientu elektrochemického potencidlu, dochdzi u nékterych zivin a u
dalsich (anorganickych i organickych) ionti. Rozsah a G¢innost piijmu zavisi na zdroji
kontaminantu, na vlastnostech kontaminantu, na druzich rostlin, na dobé expozice a
jinych systémovych proménnych.

Predchozi studie ukazaly, Ze mirné¢ rozpustné organické slouCeniny byly malo
translokovany uvnitt rostlin a byly omezeny pievazné do spodnich c¢asti rostlin.
Napiiklad polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) a dioxiny se soustiedily pfedevsim
ve slupce spiSe neZ v jadie mrkve, rostouci na kontaminovanych ptadach. Pfi vyzkumu
pfijmu a pohybu anthracenu a fenanthrenu z kontaminované ptidy do nemodifikovanych
zivych kotent kukufice a pSenice byly PAU detekovatelné jak v bunéénych sténach, tak v
bunéénych vakuolach. Apoplasticky tok pfes vice bunéénych stén ovladal translokaci
PAU. Jen mald frakce sloucenin je transportovana do bunécnych vakuol pies
symplasticky pohyb. Nicméné u vice rozpustnych organickych latek jako je atrazin je
Znamo, Ze jsou uvnitf rostlin snadno translokovany. Obecné je potieba pocitat s rliznymi
transportnimi cestami organickych latek v rostlinach.?’

Xenobiotika jsou absorbovana kofeny pfes cesty vyuzivané zivinami a jsou pienasena do
nadzemnich c¢asti rostlin transpiraénim proudem pohybujicim se skrz xylém. Kdyz
sloucenina vstoupi do kotfene, mlze byt pfijata do cytoplasmy epidermalnich bunék nebo
muze difundovat skrz prostor apoplastu do buniky. Ze symplastu jsou latky vedeny do

xylému a transportovany do nadzemnich &asti.”®
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Akumulace hydrofobnich slou¢enin v pudé rostlinami se odehrava ve ¢tyfech kritickych
krocich: (1) desorpce hydrofobnich sloucenin z ptidnich ¢astic do ptidniho roztoku, (2)
absorpce do kotenti, (3) translokace do nadzemnich ¢asti rostlin a (4) metabolicka
stabilita v rostlinach. Provedené studie ukazaly, ze volny dieldrin v kiemenném pisku byl
snadno absorbovan rostlinami japonské hotcice, Spenatu, s6jovych bobii a rajcete, které
obvykle nemohou akumulovat dieldrin v pudé. Tyto vysledky naznacuji, Ze uvolnéni
hydrofobnich sloucenin z pidnich ¢astic je klicovym krokem pro absorpci.

Mezi malo akumulujicimi a vysoce akumulujicimi rostlinami mohou byt rozdily s
ohledem na translokaci hydrofobnich slouc¢enin. Za aktivni pienos hydrofobnich
slou¢enin do nadzemnich ¢asti rostlin se zdaji byt odpovédné proteiny floému. Nicméné
neexistuji zadné zpravy o vztahu mezi vysokou akumulaci vysoce akumulujicich rostlin a
specifickou existenci floémovych proteint.?

Pfedpoklada se, Ze ptenos xenobiotik z piidy do rostlin probiha spontanné a je fizen difuzi
pro slouceniny S lipofilitou blizkou kofeniim danych druhl. Piijem lipofilnich a
amfifilnich slouéenin z riznych prostiedi byl intenzivné studovan pii vyzkumu pesticid.
Kofenovy koncentra¢ni faktor (root concentration factor — RCF) popisuje potencial
daného xenobiotika akumulovat se v kofeni rostlin, bez rozliSovani mezi povrchovou
akumulaci a pfijmem do kofenovych tkani. RCF je siln€ zavisly na log Kow. Slouceniny s
nizkym Kow ( tj. < 1) budou stézi pronikat kofenovym epidermis, ktery obsahuje tuky,
zatimco slouceniny s log Koy > 3 Vv tucich kofenového epidermis a organické hmoté
obklopujici koteny snadno zadrzeny v dusledeku jejich vzristajici hydrofobity. V tomto
ptipadé by mohl byt piijem mizivy, pokud by byl viibec zjistitelny.

Ptijem a translokace riznych organickych polutanti se také 1iSi mezi jednotlivymi
rostlinnymi druhy. Pfijem nezévisi jen na lipofilit¢ polutant, ale také silné na
vlastnostech samotnych kofenti u riznych druhti a na zapojenych transportnich
mechanismech uvnitt tkani.

Da se predpokladat, ze metabolismus xenobiotik v rostlindch je omezen na tkané kotenti
a listl a jen stézi by probihal béhem transportu v cévnim systému rostlin.’

Provedené studie ukazuji, Ze n€které rostliny, jako napfiklad tykvovité druhy, mohou ve
svych kofenovych exudatech produkovat molekuly, které pomahaji desorbovat a

rozpoustét hydrofobni latky z piidnich ¢astic a ponechavaji je tak vice dostupné pro
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piijem rostlinami. Ne&které dalsi studie ukazaly, Ze zaclenéni nizkomolekularnich
organickych kyselin jako je kyselina citronova, které jsou uvolnény v kofenovych
exudatech, do pudy zvysilo piijem perzistentnich organickych polutantd u rostlin
tykvovitych druhii. Tyto vysledky naznacuji, ze nizkomolekularni organické kyseliny
mohou byt dilezité latky rozpoustéjici kontaminanty v kofenovych exudatech
tykvovitych rostlin. Byla zaznamendna korelace mezi koncentracemi nizkomolekularnich
organickych latek v exudatech z kotent tykvi a koncentracemi desorbovaného chlordanu
V ptidnim roztoku. Tudiz se zda, ze nizkomolekularni organické latky hraji roli v desorpci
kontaminantl z pf’ldy.30

Pii studiu translokace insekticidu fipronilu do listd rostlin probé&hla jeho akumulace v
téchto rostlinnych orgénech piedev§im pres transport xylémem. Transport floémem byl
oproti xylému zanedbatelny. Vysledky tohoto experimentu tedy potvrzuji scénaf

pasivniho pfijmu a transportu latek se stfedni lipoﬁlicitou.31

5 Mechanismus detoxifikace organickych slou€enin

Metabolismus organickych latek v rostlinach mizeme rozdélit na tii faze: na transformaci
(faze 1), konjugaci (faze II) a ukladani (faze IIT) organickych latek. Béhem transformace
jsou hydrofobni polutanty pfevedeny na mén¢ hydrofobni metabolity pomoci N-, O- a S-
dealkylace, aromatické a alifatické hydroxylace, epoxidace, peroxidace, oxidativni
desulfurace, sulfoxidace nebo redukce cytochromem P450. Reakce katalyzované
cytochromem P450 jsou pocate¢ni nezbytné kroky vedouci k detoxifikaci, inaktivaci a
exkreci. Tato konverze obvykle poskytuje méné toxické metabolity. Pfi konjugaci jsou
organické polutanty nebo jejich metabolity z faze I pfimo konjugovany s glutathionem,
cukry nebo aminokyselinami a vznikaji hydrofilni slouc¢eniny. Nakonec, ve fazi III, jsou
konjugované metabolity uloZzeny ve vakuolach nebo bunécnych sténach. ¥ Rozpustné
konjugaty se v rostlinnych buiikach ukladaji ve vakuolach, nerozpustné v bunécéné sténé.

Rostliny obsahuji enzymy cytochrom P-450 monooxygenasy, glutathiontransferasy,
UDP-glukuronyltransferasy, O-glukosyl a O-malonyltransferasy, N-glukosyl a N-
malonyltransferasy se specifitou k chlorovanym xenobiotikiim a karboxylesterasy, které

pusobi pii detoxifikaci organickych xenobiotik.
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Detoxifikace zavisi na dostupnosti redukovaného glutathionu. Homeostaze glutathionu v
rostlinach je udrzovana slozitymi regulacnimi procesy vcetné syntézy, degradace a
transportu.

Zatimco rostliny vlastni pozadované tfidy enzymi, specifické aktivity jednotlivych
enzymul pro metabolismus odlisSnych chemickych latek nemusi byt pfitomny v kazdém
druhu. Piikladem je tieba selektivita herbicidl. SulfonylmocCoviny a triaziny jsou
detoxifikovany pouze druhy, které vlastni spravné izoformy P450 nebo glutathion S-

transferazy schopnych atakovat tyto pesticidy.®

5.1 Faze I: transformace

Faze 1 zahrnuje Konverzi/aktivaci (oxidace, redukce a hydrolyza) lipofilnich
xenobiotickych slouc¢enin. Béhem faze I molekuly nékterych xenobiotik podstoupi
oxidativni nebo hydrolytickou transformaci, zatimco nékteré organické latky jako
naptiklad nitroaromaty podléhaji redukénim procesim. Metabolické dréhy xenobiotik v
této fazi vedou k zavadéni funkcnich skupin do molekul polutantii, coz vede k tvorbé vice
polarnich, chemicky aktivnich a vice ve vodé rozpustnych slou¢enin. Reakce faze I jsou
dilezité pro fytoremediaci hydrofobnich chemicky stabilnich organickych polutantd, jako
jsou polycyklické aromatické uhlovodiky a polychlorované alifatické a aromatické
uhlovodiky. Féaze I je bioaktivacni faze metabolismu, béhem niz jsou v xenobiotikach
vytvorena reaktivni mista piidanim nebo expozici funkénich skupin (napi. hydroxylovych
nebo karboxylovych), které kontaminant pfipravi pro reakce ve fazi II. Oxidativni
metabolismus ve fazi I je fizen riznymi skupinami enzymd. Jestlize kontaminant jiz ma
funkéni skupinu vhodnou pro metabolismus faze II, miZe byt sloucenina pifimo vyuZzita
ve fazi Il bez toho, aby vstupovala do faze I.

Skupina enzymii monooxygenas, oznacovanych jako cytochrom P-450 tvofi rodinu
hemovych proteinli nezbytnych pro oxidativni, peroxidativni a reduktivni metabolismus
riznorodé skupiny latek, véetné endobiotik, jako jsou steroidy, Zlu¢ové kyseliny, mastné
kyseliny, prostaglandiny a leukotrieny a xenobiotik, véetn¢ vétSiny terapeutickych 1€ka a
latek zneciStujicich Zivotni prostfedi. Tyto enzymy jsou pfitomny v témét kazdém Zijicim

organismu ve vice neZ jedné formé, a tudiZ tvoti jednu z nejvétSich enzymovych rodin.
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Enzymovy systém je umistén v mikrozomech a sestava z nékolika izoforem cytochromu
P450 a nespecifické NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktasy.

Ackoli cytochrom P450 monooxygenasy hraji ve vysSich rostlinach dtlezitou roli v
oxidativnim metabolismu endogennich a exogennich lipofilnich slou¢enin, molekularni
informace o druzich cytochromu P450 metabolizujicich xenobiotika v rostlinach jsou
pomérné omezené. Na druhou stranu byl detekovan cely pocet druhi cytochromu P450 v
mikrozomech v lidskych jatrech, z nich bylo dosud identifikovano 11 druhi cytochromu
P450 zapojenych v metabolismu 1é¢iv. Tyto cytochromy P450 oxiduji uhlik a dusik. To
obvykle vede k vytvoreni hydroxylové skupiny a pfilezitostné k naslednému odstranéni
alkylovych skupin, coz se podoba metabolickym procesim probihajicim v rostlinach.*
Cytochrom P450 monooxygenasy jsou lokalizovany v membranovych ¢astech bunék.
Peroxidazy jsou enzymy sekundarniho metabolismu rostlin a je znamo, ze katalyzuji
oxidaci riznych organickych a anorganickych sloucenin, coz jim déva v rostlinach
vyznamnou funkci. Peroxidasy jsou v rostlinné tkéni schopny detoxifikovat fenol a
aromatické aminy na volné radikdly nebo na chinony a benzochinonové iminy. Jsou
zapojeny v lignifikaci a katabolismu kyseliny indol-2-octové. Kromé toho se také mohou
podilet na vzniku reaktivnich kyslikovych druhii jako ¢ast hypersenzitivni reakce. Jejich
aktivity byly obecné nizké v prozkoumanych tkénich, s vyS$imi hodnotami v
rhizomech..® Peroxidazy se nachéazeji v apoplastu a cytosolu.

Dalsim enzymem zapojenym v transformaci xenobiotik v 1 fazi detoxifikacniho
mechanismu je nitroreduktasa, ktera se ucastni degradace nitroaromatt a rozbiji strukturu

aromatického kruhu.®

5.2 Faze ll: konjugace

Ve fazi II se aktivované metabolity xenobiotik vazou s cukrem nebo sulthydrylovou
skupinou glutathionu a tvofi se hydrofilni slou¢eniny. Konjugace vede ke vzniku méné
toxickych a vice polarnich latek s vy$§imi molekulovymi hmotnostmi v porovnéani s
pivodnimi latkami. S fazi I jsou spojeny enzymy jako glutathion S-transferaza, glukosyl
transferaza a N-malonyl transferaza. Konjugace metabolitl faze I se odehrava v cytosolu,

ale je nezadouci, aby se tyto slouceniny v cytosolu akumulovaly.®
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Dulezitym mechanismem pro detoxifikaci xenobiotik je konjugace s glutathionem.
Glutathion S-transferasy jsou rodina multifunkénich enzymi zapojenych v bunééné
detoxifikaci a exkreci mnoha fyziologickych a endogennich latek, které se nachazeji v
rostlindch, zvifatech a mikroorganismech. Kromé toho studie glutathion S-transferaz dale
charakterizuji jejich roli v detoxifikaci xenobiotik. Za normalnich podminek je glutathion
pievazné ptitomny ve své redukované forme, s jen malym mnozstvim pfitomnym ve
svém plné¢ oxidovaném stavu. Glutathion S-transferazy katalyzuji v organickych
slou¢eninach nukleofilni adici thiolu redukovaného glutathionu.

Glutathion nese dvé karboxylové skupiny, jednu amino skupinu a jednu thiolovou
skupinu a ma dvé peptidové vazby a tudiz je velmi hydrofilni. Konjugace glutathionu s
hydrofobnimi elektrofilnimi slou¢eninami povede ke ztraté jejich lipofility pfevedenim
puvodnich sloucenin na amfifilni reakéni produkty, které vlastni objemné hydrofilni
oblasti. Tato zména fyzikalné-chemickych vlastnosti zabrafiuje mobilité cizich slouc¢enin
a inhibuje dalsi déleni do biomembran stejné jako difiizi mezi bunécné kompalrtmenty.34
Takto vytvofené glutathion konjugaty jsou vice hydrofilni, coz usnadnuje jejich
vylucovani. V dal§im kroku jsou konjugaty glutathionu transportovany ABC
transportnim systémem umisténym v tonoplastu do vakuoly. Zde néasleduje dalsi
enzymaticka degradace konjugati glutathionu na pfislusné y-glutamyl cystein a cysteinyl
konjugaty. Tyto cysteinyl konjugaty jsou Casto roz$tépeny pomoci cystein S-lyaz za
vzniku pyruvatu, NHs; a thiolu pfislusného xenobiotika.”® A tak je Glutathion S-
transferdzou katalyzovand transformace jednim s prvnich krokd, ve kterém jsou
hydrofobni xenobiotika detoxifikovana a odstranéna z organismu. Nasleduje ATP-
dependentni efflux pumpa, ktera fidi export glutathion konjugatt z bunék.

Ptitomnost Sirokého poctu izoenzymi glutathion S-transferdz s rtiznou, piekryvajici se
selektivitou poskytuje organismu moznost detoxifikovat Siroké spektrum reaktivnich
xenobiotik tim, ze katalyzuji jejich konjugaci s glutathionem a nebo jejich zachyceni
kovalentni nebo nekovalentni vazbou. Rozsah, do kterého detoxifikace a/nebo aktivace
probiha, zavisi na poctu a mnozstvi specifickych izoenzymt ptitomnych v tkani.*?

Pti konjugaci s cukry, poté co jsou vytvofeny aktivované molekuly s -OH, -COOH, -NH
a —SH funk¢énimi skupinami, nasleduje rychld glykosylace. Nejbézné&jsi skupiny

konjugatt cukrd jsou odvozeny z UDP-glukdzy jako kosubstratu a predstavuji je 0-p-D-
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glukosidy, N-glukosidy a estery 1-O-glukézy. Tyto reakce jsou katalyzovany O-, S- a N-
glukosyltransferazami, které jsou bézné zapojeny v biosyntéze rtznych rostlinnych
sekundarnich produkti. VétSina cukernych konjugati je ziejmé transportovana do
apoplastu, kde jsou pievedeny na fadu riznych produkti, a poté sekvestrovany do casti
bunécné stény s hemicelulézou, pektinem a ligninem. Dalsi glukosidy jsou ukladany v
rostlinné vakuole podobn¢ jako fada sekundéarnich sloucenin, které maji specialni ukoly
ve vyvoji rostlin.?®

Jednoduché glukozové konjugaty jsou casto predmétem sekundarnich konjugaci a
vznikaji glukosylglukosidy nebo 6-O-malonylglykosidy. Piedpoklada se, ze tyto
oligosacharidové konjugaty jsou ve vakuole stabilni. 6-O-malonylglykosidy jsou
vytvoreny reakci malonyltransferdz. Glutathion konjugaty jsou metabolizovany béhem
nékolika dni na cysteinyl konjugéty. Tyto cysteinyl konjugaty maji klicovou pozici v
metabolismu glutathionylovych konjugatl, jelikoz se zde vétvi nékolik metabolickych
drah. Obecné& se predpoklada, ze cysteinyl konjugaty jsou umistény ve vakuole. S-
glukosidy byvalych glutathion konjugati zfejmé sdileji svlij osud S glukosidy z jinych
metabolickych drah. JestliZze nejsou ulozeny ve vakuole jsou vyvedeny pry¢ z cytosolu do
apoplastu, kde mohou podstoupit dalkovy transport nebo jsou zabudovany do bunécné

<y 28
stény.

5.3 Faze lll: ukladani

Béhem faze III jsou konjugovanad xenobiotika odstranéna ze slabych mist v cytosolu a
jsou ptenesena do vakuol nebo apoplastu transportéry vazanymi na membranu tonoplastu,
kde nebudou zasahovat do bunééného metabolismu. Vakuolarni kompartmentalizace je
hlavni krok pii detoxifikaci konjugatl xenobiotik v rostlindch. Hlavnimi enzymy
zapojenymi v tomto kroku jsou ATP fizené vakuolarni transportéry a dalsi zpracovani
konjugatii miiZe probihat v matrixu vakuoly.®

Akumulace konjugati mize vést k nepfiznivé situaci, protoze konjugaty by mohly
zpétnymi mechanismy nebo viceméné specifickymi vazbami inhibovat enzymy. Ale pii
fyziologickych podminkéach k tomuto ovlivnéni metabolismu buiiky nedochazi, protoZe
konjugaty jsou ptevadény do vakuoly. Transportéry, které konjugaty pienaseji do

vakuoly, jsou ziejmé specifické pro cukernou a glutathionovou slozku, ale ne pro
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xenobiotickou ¢ast molekuly. To vedlo k pfedpokladu, ze glutathion a cukry funguji na
molekule jako znacky, oznacuji ji pro vakuolarni sekvestraci.

Nekteti autofi popisuji rostlinnou vakuolu jako kone¢né ulozné misto v bufice, nicméné
literatura o metabolismu herbicidl uvadi, ze vétSina ne-li vS§echny glutathion konjugéty a
cely pocet glukosidii podstupuji v buiice dalsi metabolismus a kon¢i nakonec v apoplastu,
rhizosféte nebo dokonce atmosféfe. Tudiz vakuola mize byt jen piechodnym uloznym
mistem, pravdépodobné¢ aby ztlumila rozdily mezi rychlou mirou konjugace

detoxifikatnich enzymi a pomalejsim prib&hem dalsich metabolickych kroki.?®

6 Zaver

Ptijem a distribuce tézkych kovii a organickych latek v rostlindch probihd pomoci fady
specifickych mechanismu. Poté co jsou kovy pftijaty kofeny jsou chelatovany plisobenim
ruznych chelatort a jsou ulozeny ve vakuolach v kofenech nebo v nadzemnich ¢astech
rostlin. Organické latky jsou v rostlinach transformovény, konjugovany s glutathionem,
cukry nebo aminokyselinami a opét ulozeny ve vakuolach. Tyto mechanismy vSak dosud

nebyly plné popsany a je potieba jejich dalsi studium.
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