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Mezidruhoveée rozdily
v metabolismu xenobiotik

= cilové species - zeduélske plodiny

= experimentalni species Arabidopsis
thaliana, Tabaccum




rostlina

Solanum aviculare

Rheum palmatum
Saponaria officinalis

Helianthus annuus
Populus nigra

Populus tremula
Panax gingsen
Armoracia rusticana
Linum usitatissimum
Phragmites australis
Juncus glaucus

Typha platifolia
Carex gracillis

poc.koncentrace produkty (mg/l)

typ kultury TNT Cas |[TNT |TNB [4ADNT |2ADNT
suspenzni kultura 50]|24hod 0,0 0,0 45 1,7
12dni 0,0 0,0 2,8 11
suspenzni kulturg 50]|24hod 0,0 0,0 1,3 04
suspenzni kulturg 100| 7hod 1,2 04 115 0,0
kalusova kultura 10048 hoq 9,5 8,5 6,3 3,0
50{48hod 4,5 4,5 3,4 1,7
2548 hog 2,0 1,0 0,8 0,5
hydroponie 100[13dni 56,2 0,0 04 0,5
suspenzni kulturg 100{8hod 15 0,0 3.8 0,9
sterilne kultiv. ros 30| 15dni 0,0 18 12 0,7
60([ 15dni 0,0 49 1,7 1,8
sterilne kultiv. ros 30{15dni 0,0 0,0 6,8 0,0
60([ 15dni 0,0 00 124 0,0
suspenzni kulturg 100| 7hod 18,9 0,0 15 1,8
100{24hod 3,3 0,0 3,0 1,8
kofenova kultura 100{8 hod 41,0 0,0 0,0 0,0
100|24 hoq 37,3 0,0 0,0 0,0
suspenzni kulturg 100|8hod 15,8 0,0 0,7 5,7
sterilne kultiv. ros 100| 7dni 1,7 0,0 0,8 0,6
sterilne kultiv. ros 100(7dni 2,0 0,0 0,8 0,0
sterilne kultiv. ros 100| 7dni 14,6 0,0 1,6 0,0
sterilne kultiv. ros 100| 7dni 4,9 0,0 14 0,0




» Rozdily v aminokyselinovém slozeni
— Rozdily v expresi ged

m Disledek:
— Rozdily v biotransformaci xenobiotika

— Rozdily v odpowdich na pritomnost induktoru,
Inhibitoru

= Problematicka extrapolace dat

Mezidruhove rozdily v zastoupeni,
aktivit € a vlastnostech enzym
m Pric¢ina:
— Rozdily v genetické vyba¥
.



Vyznam mezidruhového porovnani
ur éité metabolické premény

= vybér modelového systému pro predikci téeto
biotransformace u cilove species (mechanismus,
vliv faktor i)

= vybér biologického systému pro biosyntézu
jinak nedostupnych metaboliti




Experimenty In vivo —postup

m Vybér species
= Aplikace

m Odbér

m Davka

— Zavisi na typu experimentu, toxici€,
rozpustnosti

= Casové intervaly odtEr

m Extrakce

= Analyza (HPLC, GC-MS, NMR)
— Modifikace analytické metody




Experimenty In vivo -vyuziti

m stanoveni metabolii podaného xenobiotika

m studium indukéniho nebo inhibiéniho vilivu xenobiotika
na biotransformacni enzymy




Experimenty In vivo —
vyhody, nevyhody

= Vyhody:

— Nezastupitelnost-rada ziskanych informaci a
vysledki neni nahraditelna experimentyin vitro

= Nevyhody:
— vysokeé naroky nacas, pd@&asi, prostory..
— Naroéna manipulace, zpracovani
— Omezené provedeni u cilovych species




Typy In vitro modelovych systeni

Volba zavisi na:
-studovaneé problematice

-technickem vybaveni a finainich
moznostech pracovist




Explantatové kultury

‘tkanové kultury
*bunéénée kultury

°In vitro semend&ky, regeneranty

Totipotence

— schopnost obnovit v ptibéhu
diferenciacnich procedi
specializované funkce a postuph
regenerovat ve fertilni rostlinu




Kultivace (péstovani)TK

m Sterilni prostredi
m Zivna média

m Pasazovani

m Typy kultur

m Zpiusoby kultivace




cytokoniny
kys.abscisova
ethylen
gibereliny
"Vitaminy
"Cukry

Kultiva éni media
"Makroelementy
"Mikroelementy
"Risrove regulatory — auxiny

]



Slozeni kultivéniho média MS pro in vitro kultivace.

NH4NO; 1650
o KNO; 1900
Makroziviny
3 _ KH.PO, 170
[mg.dmi® media]
CaCh x 2 HO 332
MgSO, x 7 HLO 74
H3BO, 6.200
Kl 0.830
NaoMoO,x 2 H,O 0.250
Mikroziviny CoCbx 6 H,O 0.025
[mg.dm® media] MnSQO, x 5 H,O 24.00d
ZnSO, x 7 H,O 8.600
CuSQ x 5 H,0 0.025
NaEDTA 37.300
FeSQ x 7 H,0O 27.800
Vitaminy _
3 _ inositol 100.G
[mg.dm*” media]
thiamin 0.4
Cukr
[g.dm-3 media] sacharosa 3040
pH 5.7




Kultivace in vitro (semenky,
regeneranty)

S S



Korenove kultury




Kalusové kultury




Suspenzni (buicné) kultury
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Bioreaktor (fermentor)

EEY




Vyuziti

m Mikropropagace

m Prenos gesd

m Produkce prirodnich latek
m Biotransformace xenobiotik
m Modelovy system




Mikropropagace

Somaticka
embryogeneze

i Smrk ztepily(Picea abies)



Produkce

m Predpoklad produkce stejnych latek jako
u vychozi rostliny

m Nezavislost na klimatickych podminkach
m Moznost nadprodukce
m Rychly narust biomasy ve fermentorech




Primarni metabolity

nepostradatelné pro vSechny druhy vyssich rostlin

«Sacharidy
*Mastné kyseliny
Lipidy
Aminokyseliny
*Néktere proteiny
*Kyselina Sikimova
*Kyselina skaricova




Sekundarni metabolity

velké mnozstvi¢asto specifické pro jednotlive druhy

m Glykoproteiny
= Alkaloidy

= |soprenoidy
= Flavonoidy




Funkce sekundarnich metabolit

m Rustové inhibitory

m Insekticidy

m Antiviralni slou ¢eniny

m Bakteriocidni a fungicidni slou¢eniny
m Antitumoroveé sl.

m anti-feedant”




Skupina latek

Patet znamych

Rozsteni v biosfée

zastupé (1984) mikroorganismy rostliny Zivocichové
A. Latky odvoditelné od sacharidi
Polysacharidy 300 + + +
heteroglykosidy 110 + + +
B. Derivaty kyseliny octové
derivaty acetylenu 750 + + -
polyketidy 500 + + -
C. Isoprenoidy
monoterpeny 1 000 + + +
seskviterpeny 1 000 + + +
diterpeny 1 000 + + +
karotenoidy 600 + + -
steroidy 1 000 + + +
D. Latky odvozené od dehydrochinové, Sikimové a chorism@ kyseliny
naftochinony 3 000 + + -
antrachinony + + -
fenoxyaziny + + -
chinoliny + + -
akridiny + + -
benzodiazepiny + + -
flavonoidy + + -
E. Derivaty aminokyselin
nekédované
aminokyseliny 700 + + +
aminy 30 + + +
kyanogenni glykosidy 30 - + +
glukosinolaty 80 - + -
kumariny 800 - + -
lignany 50 - + +
F. Alkaloidy 7 000 - + -
G. Antibiotika 6 00( + - -




Prirodni latky jako zdroje novych IéCiv v
obdobi 19812002

S 51%

P - prirodni latka

PM - semisynteticky modifikovanaipodni latka

S - synteticka latka

S* - syntetickd latka fipravena na podle vzordipodni latky




Prirodni cytostatika

Sekundarni metabolity rostlin

. Vinca minor
. vinka alkaloidy

Camptotheca acuminata
camptotecin

Taxus brevifolia
taxol




Postup @ hledani I&iv z rostlin

[ Sker a identifikace }
rostlinného materialu

— [ Testovani biologické aktivity } ~—

'

L |zolace a identifikace J

aktivnich latek
v

[ Studium vztahu J

Struktura - aktivita

y

Farmakologické hodnoceni
(véetné klinickych studii)

!

Registrace
(patent)




(Panax ginseng

Sen

Zen




Initiation of
adventitious root
culture

Bioreactor

system




Biotransformace

.chemické reakce, kterym podléhaji organické
latky pusobenim enzyni nebo enzymovych
systémi zivych organismi

‘premeny se \tsinou tykaji jen nékterych casti
molekuly, velmi ¢asto se neréini jeji skelet



*Glykosylace
*Hydrolyza
*Esterifikace
*Epoxidace
slsomerizace
*Methylace

Biotransformacni reakce
*Hydroxylace
*Oxidac¢ni a redukéni
*Redukce dvojne vazby C=C
N



Substraty

*Xenobiotika (syntetické latky, chemicka
analoga, sekundarni metabolity jinych
rostlin nebo zivatichii)-detoxikaéni reakce,
neznamy produkt

*Prirozeny s- produkt znamy (neplati u
TK)




Proteomika

B —
Ea
S
Atag16000;
matti-localized MAR

| ~ DhA-hinding
protein-related (Tigr 5.0)




Transkriptom
Proteom ﬂﬂ §
Jadro / \4]
Membréﬁ& Mitochondrie
= soubor v3ech protdin ER PROTEOM
citeh té Golgi D &
uréitého systému g 3 > S

0 &
- organely, biky, pletiva, Q ‘\&

- organu, organismu Chloroplast vakuola

- zahrnuje i vSechny stavy protéi(posttranslani
modifikace = protein kddovany jednim genem je fitgmen
ve vice funkn¢ odliSnych formach)

- Arabidopsis thaliana- 25 500 gei, ~ 100 tis. proteiin
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000)

l (¢lovek cca 30 tis. geina cca 500 tis. proteir)




Faktory ovliviujici proteom bunky

Interakce s okolim
Faze buacného cyklu !

\ Teplota

7~
)]

Stres
Bunecné specificka
genova exprese

1

Genom Proteom se dynamicky dni v pribéhu
buré¢ného cyklu, vyvoje, v reakci na 2my
v metabolismu, prosdi, ...

Fyziologicky stav biiky




Cile proteomiky

|dentifikace vSech proteinprodukovanych witou burkou, tkani

nebo organismem, s naslednym stanovenim:
a) jejich exprese viznych buikach daného
organismu
b) jejich subcelularni lokalizace uznych organelad
C) jejich posttransknich modifikaci
d) jejich vzajemnych interakci
e) vztahu mezi strukturou a funkci




{a)

Saparation
in first
dimension
{by charge)

Separation
in second
dimension
by size)

Apply first gel

to top of second

gelu

2D elektroforeza

pH 4.0 m kombinuje pouziti IEF a SDS-PAGE

. dodnes nefekonany komplexni Zfsob
soelactric
focusing (IEF) Separace prOtailn

oH 10,0 sn¥s proteirii nejprve separovana IEF v

pritomnosti m@oviny na tzv. stripu

IEF gel je penesen na plochy gel pro SDS-
PAGE

elektroforéza

s0s
electrophoresis

timto zpisobem Ize separovat 1000 - 2000 prateirzavislosti na formatu



Schéma proteomického experimentu

pletivo “vy Fiznuti
I’ované | - vybranych
anel 7 proteinovych
Y © skvrn”
proteinovy 2D elektroforéza o
extrakt rozstépen
trypsinem

| ‘ »
»

500 1000 1500 m/z

vnani velikosti peptidovych
Stépu s databazemi

hmotova spektrometrie



Experimentalni usparadani pro DIGE

Znaeni a
michani Cvd o%®e Cvs @ @
y *‘ y @

vzorki o % l /

2 DE
separace

Ziskavani
proteinove
mapy

Analyza
proteinovych
map B A




Vyuziti proteomiky v praxi

overeni zneény v poloze nebo expresi protéin

porovnani standardnich organisuild-type) s mutanty
porovnani vyslecikinhych odfid
hodnoceni stresu

priprava transformovanych rostlin s pozadovanymi
vlastnostmi

studium fytoremediace — nalezeni a identifikace pndte
ucastnicich se prosesu fytoremediace



Porovnani ziskanych proteinovych
~| map stresovanych rostlin

Fig. 1: Arabidopsis thaliana protein map Fig. 2: Arabidopsis thaliana protein Fig. 3: Arabidopsis thaliana protein
— control plant map — TNT stressed plant map — DNT stressed plant




Subcelularni frakce

mDiferen¢ni centrifugace
— 1 000g —zbytky buténé membrany, jadra
— 20 000g —mitochondrie
—105 000g —mikrosomy
—  zbytek —cytosol

Zakladni detekce metaboliti

Lokalizace a charakterizace metabolické
premény

Neprima identifikace enzymu
katalyzujiciho metabolickou preménu

— Specificky induktor, substrat, inhibitor
Inhibi ¢ni studie

Neprimé stanoveni aktivit
biotransformacénich enzymi

— Specificky substrat




|lzolované enzymy

m |zolace

— Klasicka z rostlinné tkané
— Exprese @rislusného genu v bakteriich, kvasinkach bui€nych

liniich a nasledna izolace z kultury — fgiprava
rekombinantnich enzymi

Inkubace
— lzolovany enzym s xenobiotikem
— Rekonstituovany systém s xenobiotikem

m Extrakce, analyza




|lzolované enzymy

m Uréeni struktury biotransforma ¢nich enzymi
= Studium vazebného a katalytického mista
m Sledovani interakce xenobiotika s enzymem

= Primy dikaz Géasti uréiteho enzymu na
metabolické preméné xenobiotika

m Priprava protilatek




Western blot

= umoznuje detekovat &ity protein ve srisi proteiri

Princip a postup

1.Elektroforéza:

negastji SDS-PAGE, vzorek riize obsahovat lkipiimo snés proteirii anebo se
muze jednat o vzorek tkérti buné¢ne kultury

2. Blotovani:

prenaseni proteinna membranu - n&sgji na nitrocelulosovou, pdapna PVDF-
membranu. Estroj ("blotator") je realizovan jako soustavy dagqspodni dil) a
katody (horni dil = viko). Na anodu se polozi pagimateny do pufru, na papir
membrana, pak gel a nakonec zase riamp papir. Vznikne sendva po zaklapnuti
vikem a spusghi se zapor&inabité proteiny &inkem el. pole fenesou z gelu na
membranu umishou pod gelem (jtahuje je klada nabita anoda twaéci dno
pristroje).

3. Reakce proteiri s protilatkou:

Po @enosu proteilina membranu se membrana necha inkubovatism co blokuje
nespecifické navazani protilatky na membranu.Poté&idé primarni protilatka, ktera
s naSim proteinem specificky interaguje. Po prongtirgla sekundarni protilatka, tj.
ktera je gjakym zpisobem zn&na

Klady a zapory:
+ pomérn é jednoznatna identifikace proteinu ve snési
- nutnost mit primarni protilatku, jinak je WB neusku te¢nitelny




Dot (Slot)-Blot

Product Name:
Minifold | Dot-Blot, Spot-Blot and Slot-Blot Systems

Product Description:

The Minifold | Systems consist of manifold devices for nuclacid and protein
dot and slot-blotting. The original 96-well dot-blotfieat generates even,
uniform dots and features an O-ring design which elitemgample cross-talk.
The 96-well spot-blot format offers a very small sizekmng it ideal for small
sample amounts. The 48-well slot-blot is compatible wéhsitometric
scanning. All three formats can be used with multi-cleapipettors.




|lzolované enzymy-
vyhody, nevyhody

= Vyhody
— Experimenty s jedinym enzymem
— Nezastupitelny modelovy systém

= Nevyhody
— Technicka naroénost izolatniho postupu
]

— Pri klasické izolaci velka spofeba materialu

— Rekombinantné pripraveny enzym nemusi mit
stejné vlastnosti jako ,nativni*

— Nalezené udaje nemusi odpovidat situaam vivo




Dékujl za pozornost




