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1. Uvod

S rozvojem technologickych procest se do Zivotniho pro-
stiedi zacaly dostdvat a postupné se v ném i hromadit cizorodé
latky (xenobiotika), se kterymi se organismy diive nesetkaly.
Jde o slouceniny cilené produkované a vyuzivané v primyslu
nebo zemédelstvi. Na zdravotn{ stav organismu, vcetné ¢lo-
veka, vSak nemaji vzdy pozitivni vliv. V tomto sméru jsou
nejvétsim problémem slouceniny, které jsou pro organismy
potencidlné toxické, a ddle ty, které se v prostiedi bioakumu-
luji.

Rada xenobiotik (napf. ropné derivaty, polycyklické aro-
matické uhlovodiky, halogenované uhlovodiky) nachazi,
vzhledem ke svym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem,
Siroké uplatnéni v mnoha priimyslovych odvétvich. Nanestésti
vSak byly tyto latky doneddvna pouzivany bez podstatnych
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znalosti o jejich vlastnostech a chovani v Zivotnim prostiedi,
nebyl kontrolovan ani jejich tinik do prostfed{ ani [jejich pliso-
beni na Zivé i nezivé slozky zivotniho prostfedi’. Dnes tyto
latky v fadé pripadi predstavuji, diky vysoké toxicité a perzis-
tenci, zdvazny problém pro piirodu a jejich odstranéni je
z mnoha hledisek velmi ndro¢né.

V minulosti jiz byly navrzeny specifické technologie,
které by mély takové ldtky z Zivotniho prostiedi odstraniovat.
Klasické fyzikalné-chemické metody jsou vétSinou ekono-
micky nakladné. Snahou je proto vyuZzivat nejen postupy
levnéjsi, ale pro Zivotni prostiedi i pfirozenéjsi a Setrné€jsi, jako
jsou biologické dekontaminace prostiedi pomoci mikroorga-
nismu ¢i rostlin. Ty jsou v soucasnosti oznacované jako bio-
remediace. Pro vyuziti zelenych rostlin k odstranéni, zneskod-
néni nebo zadrzeni kontaminantt Zivotniho prostiedi se uziva
specidlnéjsi oznaceni — fytoremediacez’gl. Vedle praktického
vyuZivani jsou uvedené procesy predmétem zajmu i teoretic-
kych obort. Jde pfedev§sim o pozndni chemismu dekonta-
minace a pozndni enzymt, které jsou v mikroorganismech
arostlindch za metabolismus xenobiotik zodpovédné. Znalost
enzyml preménujicich xenobiotika je pro jejich efektivni
odstranéni stéZejni, nebof muze poslouzit k vybéru organismd,
v nichZ jsou pravé takové nejefektivnéjsi enzymové systémy
hojné zastoupeny. Zatimco u mikroorganismi jsou metabo-
lické cesty odbourdvani fady xenobiotik dobfe prozkoumadny,
u rostlin jsou informace o pfeméné cizorodych litek stdle
dosud nedostacujici.

Rostlinnd burika obsahuje pestrou $kdlu enzymd, které
jsou potencidlné schopné metabolizovat xenobiotika. Je tomu
tak proto, Ze v rostlinnych buiikdch je syntetizovdna fada
sloucenin slozitych struktur v mnohych smérech podobnych
strukturdm latek cizorodych.

2. Preména xenobiotik v rostlinach

Za biotransformaci xenobiotik jsou oznacovdny procesy,
které by mély véstk jejich snadnému vylouceni nebo potlaceni
jejich negativniho plisobeni v organismech. Je ¢lenéna na dva
zdkladni sméry. V piipadeé, Ze biotransformacnimi reakcemi
dochdzi ke sniZeni toxicity sloucenin, je oznacovdna jako
detoxikace. JestliZze vSak dochazi k reakcim, které vedou ke
zvyseni toxického ucinku cizorodé létky, je biotransformace
oznacovdna jako aktivace xenobiotik. Jde zejména o metabo-
lickou aktivaci nemutagennich latek (promutagenti) na muta-
genni produkty. Tato oblast neni v tomto piehledu zahrnuta.
Zijemce najde podrobné informace v prehledném ¢lanku®.

Biotransformace xenobiotik v Zivocisnych organismech
probihd ve dvou fazich. V prvni fazi dochdzi k zabudovan{
funkcénich reaktivnich skupin do skeletu lipofilntho xeno-
biotika, ¢i demaskovdni funk¢nich skupin jiZ v molekule
xenobiotika pfitomnych. Proto je nékdy tato fize nazyvédna
funkcionaliza¢ni nebo derivatiza¢ni. Tim se zvySuje polarita
slouceniny a moznost pro ndslednou konjugaci (2. faze bio-
transformace). Pfevdzna vétSina reakci prvé faze probihd oxi-
dac¢né (C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace,
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dealkylace, deaminace, desulfurace a dals{). Nicméné nékteré
reakce probihaji i redukénim mechanismem (nitro, azoreduk-
ce) nebo hydrolyticky. Druhd faze biotransformace je ozna-
Covand jako konjugacni, nebof prfi ni dochdzi k navdzani
(konjugaci) endogennich molekul (glukurondtu, sulfatu z ak-
tivniho sulfétu, glutathionu, cysteinu, glycinu apod.) na reak-
tivni funkéni skupiny metabolitd zavedenych do molekuly
xenobiotika v prvni fazi biotransformace. Témito reakcemi se
jeste vice zvysi polarita molekuly ptivodné hydrofobni povahy
a usnadni se tim jeji eliminace z bunék a exkrece z organismu
moci a vykaly.

V metabolismu cizorodych latek v rostlindch nachdzime
nékolik odlisnosti od procesi, které probihaji v organismech
Zivocisnych. Pfeména cizorodych latek rostlinami mize byt
(na rozdil od Zivo&icht) ¢lenéna do tii fazi®, nebot zde nedo-
chézi ke skute¢nému, efektivnimu vylucovani metaboliti xe-
nobiotik. 1. faze (rovnéz oznaCovand jako derivatizacni) zahr-
nuje opét enzymove katalyzované zavedeni (¢i odkryti) polar-
nich skupin molekuly xenobiotika. U toxickych sloucenin
vedou reakce této faze (podobné jako u zivocichi) vétsinou ke
tvorbé detoxikac¢nich metabolitl. V fadé piipadi v§ak dochdzi,
jak jiz bylo vySe uvedeno, i k aktivaci xenobiotik za tvorby

Jestlize jiz cizorodd latka obsahuje vhodnou funkéni sku-
pinu, jeji biotransformace v rostlindch probihd reakcemi druhé
faze. Ta je v ptipadeé rostlin oznacovdna presnéji jako primarn{
konjugace. Poldrn€jsi metabolity jsou spojovany kovalentn{
vazbou s molekulami endogennich hydrofilnich sloucenin
jako jsou napft. neékteré sacharidy, aminokyseliny nebo gluta-
thion. V piipadé toxickych slou¢enin jejich toxicita reakcemi
této faze vyrazné klesa. Konjugaty jsou pak v rostlindch ukla-
dény v nékterych &astech buiiky. Uloznym mistem pro roz-
pustné konjugdty jsou vakuoly. Nékteré produkty konjuga¢ni
faze prochdzeji jesté fazi dalsi, oznacovanou za 3. fdzi bio-
transformace (nebo také za sekunddrni konjugaci), reakcemi
s nékterymi slozkami bunécné stény — s ligniny, pektiny,
hemicelulosami. UloZeni produktd vzniklych v druhé fézi ve
vakuole pfedchdzi transport konjugatd pres membranu vakuo-
ly. Bylo zjisténo, Ze podobné jako u zivocicht se i v rostlin-
nych bunkdch vyskytuje ATP-dependentni membranovy pie-
nasec, ktery se v rostlindch vyuZzivd pravé pro transport do
vakuol. Uvedeny prenaSe¢ konkrétné zprostfedkovava prenos
konjugdtt glutathionu vznikajicich v cytoplazmé do vnitfniho
prostoru vakuol. Prenasec je v rostlinach lokalizovan piimo
v membrané tonoplastu. Podobd se savéimu membranovému
prenaseci svoji citlivosti k vanadu a dal§im inhibitortim.

Vakuoldrni pumpa je specifickd pro glutathionové konju-
gdty, vcetné oxidovaného glutathionu, glutathion (v reduko-
vaném stavu) nebo cysteinové konjugdty transportovany ne-
jsou4. Mechanismus pfenosu neni jasny. Pravdépodobné jsou
dva modely — model pumpy (transmembrdnové proteiny tvoi{
por, kterym mohou prochdzet hydrofilni substraty) a model
,flip-flop®, pfi kterém se substrdt vdZe na vnéjsi st membrd-
ny a pieklopenim se dostane do vakuoly®. Komplexy gluta-
thionu uloZené ve vakuole mohou podléhat dalsi dprave, pti
niz se uplatiuji predevsim hydrolytické enzymy. Jejich pro-
dukty se poté vétSinou uklddaji v bunécné sténé. Polocas roz-
padu glutathionovych konjugdtl ve vakuole zdvisi na struk-
tufe molekuly ptivodniho xenobiotika®.

Pro konjugac¢ni reakce xenobiotik v rostlindch svédcindlez
nékterych konjugdtl. Byly napt. izolovdny O-B-glukosylové
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a (O-malonyl)-O-B-D-glukosylové konjugdty herbicidu pen-
tachlorfenolu ¢i N-malonylové a N-glukosylové konjugaty
dalsich xenobiotik 4-chloranilinu a 3,4-dichloranilinu4. Rov-
néz enzymy odpovédné za tvorbu téchto konjugdth byly v rost-
linnych télech prokdzany, konkrétné v extraktech priprave-
nych ze soji a pSenice.

V rostlinnych burikdch se podafilo identifikovat urcité
enzymy obdobné tém, které se v sav¢ich jatrech dcastni deto-
xifika¢niho procesu. Z enzymii participujicich na 1. fizi bio-
transformace jsou to hlavné systémy monooxygenas (oxidas)
se smiSenou funkci s cytochromem P450 jako termindlni
oxidasou a popiipadé peroxidasy. Z konjugacnich enzymui
jsou podobné zivoc¢isnému enzymu rostlinné glutathiontrans-
ferasy® a eventudlng sulfotransferasy a N-acetyltransferasy.
Naopak O-glukosyl- a O-malonyltransferasy, ale také N-glu-
kosyl- a N-malonyltransferasy se specifitou napf. k chlorova-
nym xenobiotikiim®, ddle pak O- a N-glykosyltransferasy, jsou
specifické pro rostliny.

Neddvné studie prokdzaly, Ze v rostlinach jsou enzymy
biotransformujici xenobiotika pfitomny v mnoha izoenzymo-
vych forméch, které jsou uzeji substratové specifické nez je
tomu u vétsiny obdobnych enzymu ZivociSnych, v¢etné spe-
cifity k urcité poloze v molekule substratu a stereochemii
predpoklady, Ze xenobiotika jsou v rostlindch metabolizovdna
diky Siroké substratové specifité¢ enzymu sekunddrniho meta-
bolismu’.

Studium specifity rostlinnych enzymd, jejich molekulo-
vych hmotnosti, izoelektrického bodu a charakterizace jejich
cDNA, prokdzalo piibuznost nékterych skupin rostlinnych
enzymi Ucastnicich se metabolismu cizorodych litek s enzy-
my, které plni tutéz funkci v organismu mikrobidlnim i sav-
&im’® 1 kdyZ evolu¢ni piibuznost je zfejmd, mechanismus
a puasobeni selek¢niho tlaku, ktery prispél k evoluci téchto
enzymi v rostlindch, je zatim neznamy. Ucast uvedenych
rostlinnych enzyml na pfeméné cizorodych litek je o to
podivuhodnéjsi, kdyz si uvédomime, Ze xenobiotika se do
ptirody dostala az v tomto stoleti.

2.1. Enzymy prvni fdze
biotransformace xenobiotik

Biotransformacnich reakci prvni faze metabolismu xeno-
biotik rostlinami se tucastni nékolik enzymovych systému.
Z minoritné plsobicich enzymt je tfeba zminit fenoloxidasy
(lakasy) oxidujici fenoly a polyfenoly a tyrosinasy. Flavinové
monooxygenasy, které participuji na oxidaci xenobiotik v Zi-
vocisnych organismech a plisnich’, v rostlindch doposud na-
lezeny nebyly. Podstatnou ulohu pfi metabolismu xenobiotik
v rostlindch hraji monooxygenasy (oxidasy) se smiSenou funk-
ci (MFO — mixed function oxidases) s cytochromy P450 jako
termindlni oxidasou a ddle pak peroxidasy. Proto se v dals{
Casti prace vénujeme témto dvéma typim enzymad.

2.1.1. Cytochromy P450

Mikrosomdlni monooxygenasovy systém je systém en-
zymU vdzanych v membrdné hladkého endoplazmatického
retikula. Jako termindlni oxidasu obsahuje hemoprotein cyto-
chrom P450 (EC 1.14.14.1) (cit."%) . Porfyrinovy skelet (pro-
toporfyrin IX) je v proteinové molekule enzymu vdzan hydro-
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fobnimi silami a zdrovein prostfednictvim thioldtové siry sulf- komplexu (reakce 4). Posledné jmenovand reakce je findl-
hydrylové skupiny cysteinu pfitomné v aktivnim centru enzy- nim stupném tzv. aktivacni faze reak¢niho cyklu cytochromu
mu (péty ligand Zeleza protoporfyrinu 7X). Toto uspotfadani P450. Nésledné je Stépena biatomickd molekula kysliku, pfi-
umoziuje vyjimecné chovani uvedenych hemoproteint a od- ¢emz jeden atom kysliku je redukovan na vodu a druhy ziistane
liSuje je od hemoproteint ostatnich (odliSné spektrdlni a kata- vazdn na iontu Fe v hemu ve formé ferrioxenového komplexu
lytické vlastnosti)''™'>. Sestym ligandem je atom kysliku mo- (reakce 5). V dalsim kroku dochdzi k odstépeni vodikového
lekuly vody. atomu z molekuly substratu za vzniku radikdlu substratu a hy-
droxylového radikdlu vazaného na ion Zeleza hemu (reakce 6)
2.1.1.1. Mechanismus katalyzy cytochromy P450 (cit."). Po reakci radikald se uvoliiuje hydroxylovand mole-
kula substrdtu a nativni forma cytochromu P450 (obr. 1).
Cytochrom P450 spoluptisobi s dal§im enzymem lokalizo- Vedle kysliku mize cytochrom P450 pro oxidativni reakce
vanym v endoplazmatickém retikulu — NADPH:cytochrom
P450 reduktasou — nebo dal§imi enzymy mitochondrii. Vétsi- ROH RH
na reakct, které Ize sumarné vyjadfit jako .
e
RH + O, + NADPH + H — ROH + H,0 + NADP* (ROH)Fe™ 8 1 "RHEF -

zacina prenosem elektront z NADPH bud na NADPH:cyto- / 7 2\(
chrom P450 reduktasu v endoplasmatickém retikulu (kde je .
MFO systém lokalizovédn) nebo na ferredoxin reduktasu a ne- (Re*)(Fe-OH) (RH)Fe
hemovy Fe-S protein v mitochondriich, a poté na vlastn{
cytochromy P450. Redukovany cytochrom P450 pak aktivuje 6 _ 3 0,
molekulu kysliku, z niZ jeden atom je inkorporovén do mole- » XOH XOOH < ====_
kuly substradtu a druhy tvoii molekulu vody. Schéma reak¢niho RH(Fe-0) >N
y ¥ v o REFe'(0)
cyklu cytochromu P450 je uvedeno na obrazku 1. Reak¢ni sled H,0 2
pravdépodobné sestava alespon z osmi krokd. Nejprve se vaze
substrat na ferri formu cytochromu P450 (reakce 1), pfi¢emz - .
se mén{ konformace molekuly enzymu (Fe v hemu se z formy o u (RH)Fe™(O,) 4 (RH)F"" (09
hexakoordinované dostdava do formy pentakoordinované). Po- ¢ \

5

té dochdzi k prenosu elektronu z NADPH:cytochrom P450 - \

reduktasy a Fe®* cytochromu P450 je redukovano na Fe** (re- 0y

akce 2). Naion Zeleza této formy enzymu se pak vaze biatomicka H;0, \

molekula kysliku (ale téz jiné ligandy, napi. CO), za tvorby L | s
terndrnfho komplexu cytochrom P450-O,—substrit (reakce 3). > H,0,~-

Terndrni komplex piechdzi do jiného mezomerniho stavu, na Obr. 1. Reakéni cyklus cytochromu P450 (upraveno podle cit.');
ferri-superoxidovy komplex, ktery je déle redukovan NADPH: RH - substrdt, ROH — monooxygenacni produkt, XOOH — peroxy-

N

cytochrom P450 reduktasou (nebo jinym enzymem NADH: sloucenina (alternativni donor kysliku), Fe — atom hemového Zeleza
cytochrom by reduktasou), za vzniku ferro-superoxidového  enzymu
s R R’ R .
llz homolytické I L~ H ! A
AH R'OOH He -0 H=A geni © Hi O H—A  Hi o7 H—A S O~y
N—/—N v vazby O-O \
7\ 4 LA_» Ne=N """ "3 NiE=N -g—3p NFT=N NA&=N
N / 111 7 / ll// / F 7/ —_— / F 7/
=F|‘e“ 1 N_/_FE_N 2 /_Fg.N N& seN 3 N& se
e 7 /s / /

nativni stav

H A Ho .. A rekombinace H A AOH

Q iy radikali ~o” AN
. . .
NERS it =t i
R'OH S / 4 /

nativni stav

Obr. 2. Pravdépodobny mechanismus peroxidasové aktivity cytochromu P450; R’OOH - organicky peroxid nebo H,0,, AH — substrit,
R’OH - alkohol vznikly redukci hydroperoxidu nebo voda vznikld redukci H,O,, AOH — oxidovand molekula substrdtu
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vyuzivat peroxidy a peroxikyseliny. Ty se stdvaji donorem
atomu kysliku. Podobné mohou reagovat i hydroperoxidy
vzniklé peroxidaci lipidd, napf. hydroperoxid kyseliny lino-
leové. BéZné pouZivanym substrdtem cytochromu P450 je
kumoylhydroperoxid, v jehoZ pfitomnosti dochdzi napt. k N-
-demethyla¢nim reakcim. Podobnad stereochemie i regioselek-
tivita NADPH-dependentni a hydroperoxid-dependentni oxi-
dace katalyzované cytochromy P450 naznaétiie, Ze aktivovand
forma enzymu je u obou mechanismii stejna'* (obr. 1). Sumar-
ni rovnice peroxidasové aktivity cytochromii P450 je potom
ndsledujici:

RH + R’O0H — ROH + R’OH

kde RH je substrat, R”OOH je hydroperoxid, ROH hydroxy-
lovany produkt reakce a R’OH alkohol vznikly redukei hy-
droperoxidu. Pfedpoklddany mechanismus peroxidasové ak-
tivity cytochromu P450 je podrobnéji zobrazen na obrazku 2.
Nejprve se na nativni cytochrom P450 vdZe hydroperoxid
a oxidovany substrdt (reakce 1). Nasledné dochdzi k homoly-
tickému $tépeni vazby O-O v hydroperoxidu, za vzniku hy-
droxylového radikdlu (ktery je vdzan na Fe hemu) a prislusné-
ho alkoxylového radikdlu (reakce 2). Tento alkoxylovy radikal
odstépi atom vodiku z molekuly substratu za vzniku radikdlu
substrdtu (reakce 3). Redukovany hydroperoxid se uvolni
z enzymu (reakce 4). Hydroxylovy radikdl a radikdl substratu
spolu reaguji za vzniku hydroxylovaného substrdtu (reakce 5),
ktery se uvolni a cytochrom P450 se vrati do nativniho stavu
(reakce 6) (cit.").

Reakce s organickymi hydroperoxidy probihd, na rozdil
od reakce v ptitomnosti NADPH a O,, neusporddanym me-
chanismem, takZze vazba peroxidu neni zdvisld na vazbé sub-
stratu. Nékteré hydroperoxidy mohou dokonce slouzit jako
redukovatelné i oxidovatelné substrity. U¢innost oxidace or-
ganickych substrati peroxidasovou aktivitou cytochromu P450
je obvykle nizsi nez reakce za pfitomnosti NADPH a O,, a to
predevsim z dGivodi vyznamné destrukce enzymu. Bylo napf.
zjisténo, Ze inaktivace cytochromu P450 ptsobenim H,O,
nebo kumoylhydroperoxidu je zpisobena degradaci hemu na
reaktivni fragmenty. Tyto fragmenty se pak mohou kovalentné
vazat do aktivniho centra enzymu, a tak jej ireverzibilné
inaktivovat'®,

Cytochromy P450 se vyskytuji v riiznych formdch (izoen-
zymech, izoformach), které jsou fazeny do genetickych rodin
a podrodin podle miry (stupn€) homologie jejich primdrni
struktury (poradi aminokyselin) proteinovych molekul. Rodi-
ny cytochromt P450 jsou ozna¢ovany prvnim ¢islem za zkrat-
kou P450. Nisleduje velké pismeno oznacujici podrodinu'’.
Jednotlivé izoenzymy jsou pak oznaceny ¢islem za pismenem
podrodiny. Napf. izoenzym P450 1A2 je ¢lenem podrodiny A
ndlezejici do enzymové rodiny 1. Do stejné rodiny nalezi
cytochromy P450, u kterych byla nalezena vice nez 40 %
homologie aminokyselinové sekvence jejich proteind, do stej-
né podrodiny pak ty, které vykazuji homologii vice nez 60 %
(cit."®). Pro zjednoduseni Nebert a spolupracovnici navrhli
nové systematické nazvoslovi genti a forem P450 (cit.'®), ve
kterém se formy P450 oznacuji zkratkou CYP (CYtochrome
P450), za niZ pak ndsleduji oznaceni rodin a podrodin podle
vySe uvedenych kriterii. Vysledné oznaceni pfislusného enzy-
mu je pak napi. pro cytochrom P450 1A2 zkracovdno na
CYP1A2. Oznaceni rostlinnych cytochromi P450 je obdobné.
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Vedle CYP51 jsourostlinné cytochromy P450 fazeny do rodin
CYP71 az CYP97 (tab. I). Za &islo rodiny jsou opét fazena
pismena podrodin a ¢islo ur¢itého enzymu podrodiny.
Cytochromy P450 byly nalezeny v mnoha rostlinich, a Ize
predpoklddat, ze alespon neékteré z nich jsou ptitomné praktic-
ky ve vSech rostlinngch druzich (napt. CYP51 katalyzujici
biosyntézu sterol)**~. Stéle vice piikladi také ukazuje, Ze se
cytochromy P450 v rostlindch vyskytuji v mnoha formach
(izoenzymech), nen{ v§ak doposud zndmo, zda jejich multipli-
cita je tak vysoka jako v zivocisnych tkdnich. Dodnes rovnéz
neni pfesné zndmo, zda maji cytochromy P450 rostlin tak
Sirokou substratovou specificitu jako enzymy zivocisné. Jak
jiz bylo vySe zminéno, v soucasnosti se fada laboratofi spiSe
ptiklani k ndzoru o vyskytu mnoha izoenzymt cytochromi
s pomérné vyhranénou substratovou specifitou. Ale ani toto
tvrzeni neni konecné, nebot rostlinné cytochromy P450 nejsou
jesté z hlediska substratové specifity dostatecné prozkoumd-
ny. Navic, zdaleka ne v§echny dosud zndmé izoenzymy byly
také z rostlin izolovany a kineticky charakterizovany. Identi-
fikace gent rostlinnych cytochromii P450 a poznéni bioche-
mickych funkci téchto enzymi je v soucasnosti centrem po-
zornosti vétsiny vyzkumu tykajicich se rostlinnych cytochro-
mi P450. Ironif téchto vyzkumd je vSak skutecnost, Ze vétSina
gend cytochromti P450 nebyla jesté klonovéna a navic, i v pii-
padé téch gen, které jiz klonovédny byly, nebyla dosud uréena
prirozend funkce prislusného enzymu in vivo (tab. I) (cit.??).

2.1.1.2. Detoxika¢ni reakce cytochromu P450

Ekonomicky vyznamnou funkci rostlinnych cytochromt
P450, ktera je pouze Cdstecné vysvétlena, je jejich tloha v de-
toxikaci herbicidd®>". Selektivni aktivita cytochromi P450
vysvétluje selektivitu herbicidt u riznych rostlinnych druhd.
Vybava jednotlivych rostlinnych druht specifickymi cytochro-
my P450 umoziiuje u jednoho druhu rostlin herbicidy detoxi-
kovat, zatimco u druhych zistdavaji bud ve formé piivodni nebo
se metabolizuji na dokonce biologicky aktivnéjsi formu.

Velké mnozstvi rostlinnych cytochromt P450 participuje
na biosyntetickych reakcich sekunddrnich rostlinnych meta-
bolitti jako jsou terpeny, alkaloidy, ligniny, fytosteroly, f%to-
alexiny, pigmenty, gibereliny a eventudln& i dalgich®*?*-3!,
V posledni dobé byla také prokdzdna katalytickd aktivita rtz-
nych cytochromt P450 v metabolismu xenobiotik. V fadé
piipadd byla tcast rostlinnych cytochromd P450 na oxidaci
xenobiotik prokdzdna pouze nepiimo, s vyuZitim mikroso-
malni frakce pfipravené z rostlinnych pletiv a inhibitord uve-
denych enzymﬁ23 24293233 Cinit zavéry pouze z takovych
experimentd je vSak ponékud nepresné. Rostlinné mikrosomy
obsahuji totiZ vedle cytochrom(i P450 jest¢ dal$i enzymy,
konkrétné peroxidasy, které mohou byt za oxidaci xenobiotik
také zodpovédné® 3+,

Preména xenobiotik purifikovanymi cytochromy P450 v re-
konstituovaném systému s NADPH:cytochrom P450 redukta-
sou (EC 1.6.2.4.) byla prokdzana pouze v né¢kolika pripadech.
Cytochrom P450 izolovany z avokdda, za piftomnosti NADPH:
cytochrom P450 reduktasy, katalyzoval oxidaci (N-demethy-
laci) xenobiotika 4-chloro-N-methylanilinu®’. Rychlost de-
methylace vSak byla fddoveé vyssi za katalyzy peroxidasovou
aktivitou tohoto enzymu s kumoylperoxidem jako kosubstra-
tem, neZ v rekonstituovaném systému s reduktasou. Demethy-
lace tohoto substrdtu byla také méfena v kvasinkach transfor-
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Tabulka I

Klonované geny rostlinnych cytochromt P450

Referaty

Rodina/podrodina Ndzev enzymu Rostlinny druh
cytochromu P450

CYP51 obtusifoliol 14a-demethylasa Sorghum bicolor
CYP71A1 d Persea americana
CYP71A2 4 Solanum melongena
CYP71A3 a Solanum melongena
CYP71A4 a Solanum melongena
CYP71A5 a Nepeta racemosa
CYP71A6 a Nepeta racemosa
CYP71Bl1 a Thlaspi arvense
CYP71B7 a Arabidopsis thaliana
CYP71C1 HBOA-N—synthasab Zea mays

CYP71C2 2-0OI hydroxylasa® Zea mays

CYP71C3 HBOA-N-hydroxylasa Zea mays

CYP71C4 2-OI hydroxylasa Zea mays

CYP71D6 N Solanum chacoense
CYP71D7 4 Solanum chacoense
CYP72A1 a Catharanthus roseus
CYP73A1 cinnamat 4-hydroxylasa Helianthus tuberosus
CYP73A2 cinnamat 4-hydroxylasa Phaseolus aureus
CYP73A3 cinnamat 4-hydroxylasa Medicago sativa
CYP73A4 cinnamat 4-hydroxylasa Catharanthus roseus
CYP73AS5 cinnamadt 4-hydroxylasa Arabidopsis thaliana
CYP73A9 cinnamat 4-hydroxylasa Pisum sativum
CYP73A10 cinnamadt 4-hydroxylasa Petroselinum crispum
CYP73A12 cinnamat 4-hydroxylasa Zinia elegans
CYP73A13 cinnamat 4-hydroxylasa Populus tremuloides
CYP73A16 cinnamadt 4-hydroxylasa Populus kitakamiensis
CYP73A? cinnamat 4-hydroxylasa Populus kitakamiensis
CYP73A? cinnamdt 4-hydroxylasa Populus kitakamiensis
CYP74A1 allenoxid synthasa Linum usitatissimum
CYP74A2 ,Tubber particle protein* Parthenium argentatum
CYP74A3 allenoxid synthasa Arabidopsis thaliana
CYP74B lyasa hydroperoxidu mastnych kyselin Capsicum annuum
CYP75A1 flavonoid 3’5’-hydroxylasa Petunia hybrida
CYP75A2 flavonoid 3’5’-hydroxylasa Solanum melongena
CYP75A3 flavonoid 3’5’-hydroxylasa Petunia hybrida
CYP75A4 flavonoid 3’5’-hydroxylasa Gentiana triflora
CYP76A1 a Solanum melongena
CYP76A2 a Solanum melongena
CYP76B1 a Helianthus tuberosus
CYP77A1 a Solanum melongena
CYP77A2 i Solanum melongena
CYP78A1 a Zea mays

CYP78A2 a Phalaenopsis sp.
CYP79 tyrosin-N-hydroxylasa Sorghum bicolor
CYP80 berbamuninsynthasa Berberis stolonifera
CYP82 N Pisum sativum
CYP383 a Arabidopsis thaliana
CYP84 feruldtsynthasa Arabidopsis thaliana
CYP85 # (syntéza brassinosteroidi?) Lycopersicon esculentum
CYP86 4 Arabidopsis thaliana
CYPS8S8  (syntéza gibberellini?) Zea mays

CYP89A2 a Arabidopsis thaliana
CYP90 kathasteron 23-hydroxylasa Arabidopsis thaliana
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Tabulka I — pokracovani

Referaty

Rodina/podrodina Ndzev enzymu Rostlinny druh
cytochromu P450

CYP92A2 a Nicotiana tabacum
CYP93A1 d Glycine max
CYP93A2 d Glycine max
CYP97B1 a Pisum sativum

*Neznamy, " HBOA — 2-hydroxy-1,4-benzoxazin-3-on, © 2-OI hydroxylasa — indolin-2-on hydroxylasa, upraveno podle cit.?

movanych rekombinantnim cytochromem P450 CYP71A1
7z avokada®®, coz potvrdilo, ze CYP71A1 avokdda je za deme-
thylaci uvedeného substritu zodpovédny. Rekombinantn{
rostlinnd cinnamét-4-hydroxylasa CYP73A (EC 1.14.13.11.)
(z hliz Helianthus tuberosus) produkovanad také v kvasinkach
je sice vysoce specifickd k piirozenému substratu’>¥40 ale
demethyluje rovn&z herniarin®**°, hydroxyluje 2-naftoovou
kyselinu®**'a oxygenuje daliich pét xenobiotickych substrati
zahrnujicich herbicid chlorotoluron®**’. Podobné jako fada
zivocisnych cytochromid P450, jsou i rostlinné cytochromy
P450 inducibilnimi enzymy. Takovym zdstupcem je napf.
inducibilni CYP76B1, jenz byl izolovan z Helianthus tubero-
sus. Je enzymem, ktery katalyzuje dealkylaci modelového
xenobiotika 7-ethoxykumarinu a metabolizuje také xenobio-
tika dalsi (alkoxykumariny, alkoxyresorufiny) a nékolik her-
bicidii na bazi fenylmocoviny*. Daliim zistupcem rostlin-
nych enzymu, ktery oxiduje herbicidy skupiny fenylmoco-
viny, je produkt genu CYP cDNA pro CYP71A10 (cit.*?).
Cytochrom P450 izolovany z mikrosomu cibulek tulipand
(Tulipa fosteriana) rekonstituovany s NADPH:cytochrom
P450 reduktasou katalyzuje oxidaci xenobiotik N-nitrosami-
nd, azobarviv a aminopyrinu36’44’46. S prudkym rozvojem mo-
lekuldrni biologie 1ze jen doufat, Ze bude pfipraveno daleko
vEtsi mnozstvi rekombinantnich rostlinnych cytochromii P450,
které mohou byt snadnéji purifikovdny, a u nichz mize byt
presnéji objasnéna jejich substratova specifita vici cizorodym
substratim.

2.1.2. Peroxidasy

Peroxidasy (EC 1.11.1.7) jsou enzymy, které redukuji
peroxid vodiku (nebo jiné peroxidy) za soucasné oxidace dalsi
slouceniny (endogenni i xenobiotika). Funkci spole¢nou pro
vSechny peroxidasy je schopnost detoxikovat H,O,. Spektrum
sloucenin, které se spoluticastni rozkladu H,O, je velmi Siroké.
Svou sirokou substratovou specifitou se peroxidasy blizi MFO
systému obsahujicimu cytochrom P450 jako termindlni oxida-
su. Substraty jsou latky organické i anorganické. Mezi nejlepsi
substraty peroxidas lze fadit fenoly a aromatické aminy*’*®
Dlouhou dobu nebyly peroxidasy pfimo zafazovdny mezi
enzymy 1. faze biotransformace xenobiotik, v soucasnosti je
vSak zndmo, Ze svymi reakcemi na metabolismu xenobiotik
participuji, a to jak v organismech Zivocisnych (napt peroxi-
dasa prostaglandin H synthasa ledvin a mocového méch}ffe)49,
tak predevsim v rostlindch. Jejich obsah v rostlindch je totiz
vysoce vyznamny.

Typickou vlastnosti peroxidas je schopnost katalyzovat
velké mnozstvi riznych typi reakci:

klasické peroxidasové redoxni reakce (vedouci k dehy-

drogenaci),

— halogenace a dehalogenace (halogenperoxidasy, thyroid
peroxidasa),

— oxidace halogenidti (myeloperoxidasa),

— oxidaéni kondenzace aromatickych amind,

— oxidaéni polykondenzace fenolu a jeho derivdti (vznik
ligninu),

— dekarboxylacéni reakce (napfi. dekarboxylace kyseliny in-
dolyloctové),

— oxidaéni stépeni azoskupiny (vznik diazoniového iontu),

— disproporcionace peroxidu vodiku (peroxidasy a neddvno
nalezend katalasa-peroxidasa),

— oxygenace, hydroxylace,

— N- a O-demethylace.

Peroxidasy jsou vétsinou hemoglykoproteiny®’, jejichz pro-
stetickou skupinu tvoif obvykle ferriprotoporfyrin IX. Zelezo
této skupiny je pentakoordinované®'2 pii¢em? pity ligand
tvoii dusik histidinového zbytku proteinové ¢dsti enzymu.
Existuji peroxidasy s pozménénym porfyrinovym skeletem
nebo v nich porfyrinovy skelet dokonce chybi. Takové pero-
xidasy obsahuji napf. ionty manganu (Mn>*) nebo vanadu
(V> (cit.>). Pravé podle charakteru aktivniho mista jsou
peroxidasy ¢lenény do tf skupin — hemové peroxidasy, vana-
na peroxidas, jejichz katalytické centrum obsahuje hem.

Obsah sacharidi se u jednotlivych peroxidas velmi 1isi.
Relativni molekulovd hmotnost funkéni peroxidasy se pohy-
buje v rozmezi 42 000-158 000 (cit.so).

O peroxidasich je zndmo, Ze se vyskytuji ve velkém
mnozstvi forem (pravdépodobné izoenzymii). Napiiklad kre-
nova peroxidasa (HRP —horseradish peroxidase) se vyskytuje
ve Ctrndcti formdch, laktoperoxidasa v Sesti az deseti, myelo-
peroxidasa ve tiech®®>*. Jsou-li tyto formy skute¢nymi izoen-
zymy, které jsou ddny i geneticky podminénymi rozdily v pri-
marni sekvenci aminokyselin nebo jsou to formy vzniklé
posttranslacnimi modifikacemi neni zndmo. Dokonce se zva-
Zuje, nejednd-li se i o arteficidlni rozdily zpisobené extrakct,
izolaci &i zptisobem stanoveni™”.

Rostlinné peroxidasy vykazuji jasnou piibuznost, cozZ vy-
plyva z jejich aminokyselinovych sekvenci. Peroxidasy kienu,
tuffnu, tabdku a brambor jsou homologni v rozmezi 36-50 %
(cit.’"). Mezi kationtovou peroxidasou fedkve a kienovou
peroxidasou typu C byla dokonce nalezena 73—-81 % homolo-
gie. Kationtové peroxidasy jsou vice konzervovany béhem
evoluce nez aniontové.

V rostlinnych buiikdch jsou peroxidasy bohaté zastoupe-
ny. Mohou byt bud volné (pfitomné v cytoplazmé, vakuoldch,
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mezibunécném prostoru) nebo vdazané (v bunécné sténé, plaz-
matické membrané nebo organelovych membrdndch). Vazba
miZe byt iontova, ale i kovalentni. Distribuce souvisi s bazi-
citou peroxidas. Ve volné formé jsou pfedevsim aniontové
formy, zatimco kationtové jsou spise vdzané ve strukturdch.
Peroxidasy byly nalezeny prakticky ve vSech rostlinnych ple-
tivech (kofeny, stonky, listy, jehlice a dals{). Je zajimavé, ze
se peroxidasovd aktivita v rostlindch zvySuje v pribéhu stdr-
nuti a jako reakce na stres (bioticky jako virovd, mikrobidln{
infekce, pozer hmyzem aj., ¢i abioticky, napf. vysokd koncen-
trace soli, pfitomnost tézkych kovi, organickych toxickych
litek apod.)>”%° Dal3i funkei peroxidas v rostlindch je zapo-
jeni do regulace rustu. Peroxidasy zifejmé soustavnou reakci
reguluji hladinu ristového hormonu auxinu®® a jsou rovné&z
klicovymi molekulami v procesech rychlé adaptace rostlin pii
zméng vnéjiiho prostiedi*®. Peroxidasy lokalizované v bun&g-
né sténé se podileji na vychytdvdni radikald, které poskozuji
membrany. Hraji také vyznamnou roli pfi vSech oxidacné-
-kondenzacnich procesech tj. predevsim procesech lignifika-
ce. Pfi rGistu bunécné stény jsou do ni upeviiovany monomery,
které se prostiednictvim peroxidasy fetézi, poté zesituji, a tak
formuji matrix bunécné stény. Jiné peroxidasy (ligninperoxi-
dasa, manganperoxidasa) maji schopnost lignin depolymero-
vat. Tyto enzymy jsou sekretovdany dievokaznymi houbami
(napi. Phanerochaete chrysosporium)®. Jsou G&inné v pfemé-
né fady substratt, které jsou typickymi xenobiotiky (napf.
benzola]pyren, pyren, benzo[a]anthracen, anthracen, poly-
chlorované fenoly, azobarviva)®’. Neddvno byly uvedené pe-
roxidasy detegovany i v rostlinnych buiikdch®. Jejich pfima
uloha pfi biotransformaci xenobiotik v rostlindch vSak dopo-
sud nebyla prokdzdna.

Zajimavy je enzym nalezeny v plisni bilé hniloby, pfemé-
fiujici derivat anthracenu — barvivo Remazol Brilliant Blue R
(RBBR) (cit.%?). 1 kdyz je v literatufe oznacovan jako RBBR-
-oxidasa nebo RBBR-oxygenasa, dlikaz, ze skute¢né patii do
skupiny oxidas ¢i oxygenas dosud chybi. Vzhledem k tomu,
Ze k preméné RBBR jako substritu je nezbytnd pfitomnost
peroxidu vodiku, existuje redlny predpoklad, Ze jde o zvlastn{
typ peroxidasy®?. Pfesny mechanismus, stejn& jako struktura
enzymu, nejsou dosud znamy. Enzym vykazujici aktivitu k uve-
denému substratu (RBBR) byl nalezen i v bunkdch urcitych
rostlinnych druht®.

V praxi byly nékteré rostlinné peroxidasy uzity pii dekon-
taminaci pid obsahujicich fenolové slouceniny. V jinych ex-
perimentech byl detoxikac¢ni efekt zprostiedkovany peroxida-
sami obsaZenymi v rostlinné tkdni zji§tén nejen pro fenoly®*®>
ale i pro aromatické aminy“. Uvedené slouceniny byly oxido-
vdny na volné radikdly nebo na chinony a chinoniminy. Tyto
reaktivni oxida¢ni produkty ddle reagovaly a poskytovaly
oligomery nerozpustné ve vodé. V pidnim prostiedi se pak
takové produkty vdzaly na humus, ¢imz vyrazné poklesla
toxicita vychozich latek®”%%. Klibanov se spolupracovniky
(cit.%%) navrhli, Ze by oxidac¢ni reakce zprostfedkovdvané kie-
novymi peroxidasami mohly byt vyuzivdny pro odstranéni
fenold, anilinG a jinych aromatickych slouc¢enin z vodnych
roztokd. Stejné reakce byly také testovany pii dekontaminaci
ptdnich sedimentt. Zpétné uvoliiovani detoxikovanych polu-
tantd z oligomeri nebo humusu probihd jen ve velmi malém
méfitku, proto by oxidacni reakce mohly byt povazovdny za
snadny a bezpec¢ny zptisob dekontaminace. Kfenové peroxi-
dasy jsou rostlinnymi enzymy, které jsou v soucasnosti nejvice
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Referaty

studovdny z hlediska jejich potencidlniho vyuziti k odstraiio-
vani polutanti z prostedi.
2.1.2.1. Mechanismus katalyzy peroxidasami
Charakteristickym rysem hemovych peroxidas je jejich schop-
nost existovat v riznych oxidacnich stavech. Dosud byly v li-
teratufe popsany nasledujici oxidacni stavy peroxidas®®’%"3
1. Nativni peroxidasa [hemové Zelezo je v tomto stavu pero-
xidasy ve ferri formé (Fe*")].
Redukovand forma molekuly peroxidasy. V té je hemové
zelezo ve ferro formé (Fe?*). Efektivni oxida¢ni &islo hemu
jedve.
Sloucenina /. Pii interakci nativniho enzymu s H,0O, nebo
jinym peroxidem (ROOH) se tvofi intermedidt o dva oxi-
dacni ekvivalenty vyssi nez nativni (klidovy) stav mole-
kuly. Jednd se tedy o efektivni oxidacni ¢islo pét. Tento
intermedidt je pokldddn za oxyferryporfyrinovy m-kation
radikdl, ve kterém je jeden oxidacni ekvivalent obsazen ve
ferrylovém Zeleze (Fe*") a druhy ekvivalent je v porfyri-
novém skeletu jako m-kation radikal’*">. Slou¢enina / je
nestabiln{ intermedidt s polo¢asem rozpadu mensim nez
minuta. Tento intermedidt je typicky pro mechanismus
pasobeni HRP a md charakteristickou zelenou barvu.
Sloucenina ES. Tato forma peroxidas vznikd obdobné jako
sloucenina /1. Tvoii se pouze v nékterych peroxidasach
(napf. v cytochrom c peroxidase) a md charakteristickou
cervenou barvu. Sloucenina ES md také o dva oxida¢ni
ekvivalenty vice nez piislusnd nativni peroxidasa. Jeden
oxida¢nf ekvivalent je obsaZen v iontu Fe*', ale druhy je
nesen nékterou aminokyselinou proteinové ¢asti molekuly
(napf. v cytochrom c peroxidase je to Trp 191, v prosta-
glandin H synthase Tyr 385) (cit. 677,
Sloucenina II. Vznikd jednoelektronovou redukci slouce-
niny / nebo slouceniny ES. Celkové efektivni ¢islo je ¢tyfi.
Polocas zZivota uvedeného intermedidtu je vétsi nez jedna
hodina. Sloucenina /I kifenové peroxidasy md cervenou
barvu.
Sloucenina I/1. Pti reakci nativniho enzymu se superoxi-
dovym anion radikdlem (O5 ) nebo pfi reakci redukované
(ferro) formy peroxidasy s molekuldrnim kyslikem vznika
sloucenina III (oznaovand té7 jako oxyperoxidasa)’®.
Sloucenina X. Tato forma peroxidas vznikd reakci nati-
vniho enzymu s chloritanem (C10O5; ). Poloc¢as slouceniny
X je n€kolik dni.
Slouc¢enina EOX. Sloucenina EOX vznikd interakci ha-
logenidi (X") se slouceninou 1.
Neékteré vySe zminéné stavy peroxidas jsou uvedeny na
obrdzcich 3-5.

2.

2.1.2.1.1. Reakce katalyzované peroxidasami vyuZzivajici
H,0, v nepfitomnosti O,, vyuZivajici O,
a vyuzivajici H,0,i O,

Vazbou H,O, nebo jiného peroxidu (ROOH) na nativni
peroxidasu se tento enzym aktivuje. Vznikd sloucenina 7 (pfi-
padné sloucenina ES), kterd je o dva oxidacni ekvivalenty nad
nativnim enzymem’*’>, Tato slou¢enina nese aktivovany k?/s—
lik. V nativni peroxidase je Zelezo pentakoordinované®>?
proximdlnim ligandem je dusik histidylového zbytku protei-
nové molekuly. Po reakci s H,O, vznikd ferrylporfyrinovy
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Obr. 3. Reakéni mechanismus peroxidasy za vcasti H,0,

nt-kation radikal (sloucenina /), ve kterém je na misté Sestého
ligandu vdzdn aktivovany kyslik. Vzhledem k tomu, Ze Zelezo
v oxida¢nim c¢isle pét (V) neni stdlé, vyskytuje se ve slouceni-
né /1 ES v oxida¢nim Cisle ¢tyfi (IV) a chybéjici ekvivalent je
pfitomny bud na hemu (v pfipadé slouceniny /) nebo na
aminokyselinovém zbytku proteinu, nejcastéji Trp a Tyr (v pii-
pade¢ slouceniny ES).

Reakci slouceniny / (ptipadné ES) se substratem (donorem
elektront) vznikd sloucenina II (cit.”*”) a radikdl substratu.
Timto elektronem se doplni deficit na porfyrinovém skeletu
nebo na aminokyselinovém zbytku. Bylo zjisténo, Ze slouce-
nina / oxiduje substrdt 10-100x rychleji nez sloucenina I/
(cit.”). Cyklus se uzavird reakci sloueniny /7 s dalii moleku-
lou substrdtu, pficemz se obnovi peroxidasa v zdkladnim,
nativnim stavu (obr. 3).

Radikaly vzniklé jednoelektronovou oxidaci substrdtu pak
mohou reagovat bud za vzniku polymeracnich nebo oxidac-
nich produkti:

2 AHe — AH-AH
2 AHe — A-A +H,

2 AHe — A + AH,

Peroxidasovy cyklus odpovidd modifikovanému ping-pon-
govému mechanismu, kterého se tcastni dvé molekuly reduk-
¢niho a jedna molekula oxidac¢niho substrdatu. Oxidace sub-
stratu (AH,) peroxidasami je zprostiedkovdna dvéma jedno-
elektronovymi prenosy. Existuji vSak vyjimky. Bylo totiz
zjisténo, ze napt. jodidy jsou oxidovédny slouceninou / thyroid-
peroxidasy reakci prendsejici dva elektrony. V tomto pripadé
neni sloucenina // intermedidtem reakce. Podobné mohou byt
oxidovdny i aromatické sulfidy na sulfoxidy. Stabilita slou-
Ceniny [ zdvisi na koncentraci H,0,. V nepiitomnosti re-
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Obr. 5. Vznik superoxidového anionradikalu reakci radikalu s ky-
slikem

dukcniho substratu je peroxidasa velkym mnoZstvim peroxidu
degradovdna.
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Nékteré slouc¢eniny mohou byt oxidovdny peroxidasou
i v nepiitomnosti peroxidu. Jednd se napi. o hydrochinony,
naftochinony a kyselinu indolyloctovou 081, MozZny mecha-
nismus reakci je zndzornén na obrdzku 4. Pfedpoklddd se
participace slouceniny /11.

Reakce, pfi kterych se vyuzivd H,0, i O, jsou zdrojem
fetézovych reakci. Radikdly vzniklé z donord elektrond jed-
noelektronovou oxidaci za ptitomnosti H,O, jsou nestabilni
a je-li pritomen kyslik, reaguji s nim. Tato reakce ndsledné
generuje superoxidovy anionradikdl, ktery sdm oxiduje jiné
molekuly donorti elektrond. Uvedenym zptisobem jsou zaha-
jovdny fetézové reakce volnych radikdl (obr. 5). Naptiklad
oxidace NADH na NAD" miZe probihat touto cestou, pficemz
enzymova oxidace NADH je daleko méné efektivni nez radi-
kélové fetézové procesy. Vznikly radikal (NADe) redukuje O,
na O5 * za vzniku NAD", ndsleduje jednoelektronovd oxidace
dalsi molekuly NADH pomoci O; ¢ za vzniku NADe a cely
cyklus se opakujegz.

O peroxidasdch (konkrétn€ napi. HRP) je zndmo, Ze za
piitomnosti H,0, i O, katalyzuji také reakce, pii nichz dochdzi
k inkorporaci kysliku do molekuly substrdtu (hydroxyla¢n{
a oxygenacni reakce). Nekteré takové reakce vyzaduji ptitom-
nost kosubstratu, pfi¢emz zahrnuji jednoelektronovou oxidaci
tohoto kosubstrdtu na radikdl. Ten pak reaguje s biatomickou
molekulu kysliku za tvorby peroxylového radikdlu (ROOe),
jenz je zodpovédny za inkorporaci kysliku do molekuly sub-
stratu®>3%. HRP také katalyzuje nékteré reakce typické pro
cytochrom P450 (napf. N-dealkylace, hydroxylace benzylme-
thylenové skupiny). Ve vétSiné téchto piipadl neni zdrojem
inkorporovaného atomu kysliku peroxid vodiku ani moleku-
larni kyslik. Pfedpoklada se, Ze pro takové reakce je jako zdroj
kysliku vyuzivdna molekula Vody85 .

2.2.Vyznam cytochromt P450
a peroxidas v oxidaci xenobiotik
v rostlindch

Ptesnd funkce a tic¢innost rostlinnych peroxidas a cytochro-
mil P450 v prvé fazi biotransformace xenobiotik neni dosud
zcela jasnd. Je stédle otevienou otdzkou, zda za oxida¢ni reakce
v rostlindch zodpovidaji pfedevsim cytochromy P450, podob-
né jako u zivocCicht, nebo hraji v oxidaci xenobiotik majoritn{
dlohu peroxidasy“’%‘%’gg.

Po srovndni metabolismu benzo[a]pyrenu rostlinnymi mi-
krosomdlnimi enzymy a peroxidasami byla jiz v roce 1991
vyslovena hypotéza o majoritni tloze peroxidas pfi transfor-
maci tohoto a eventudlné i dal$ich xenobiotik v rostlindch.
Hypotéza byla zaloZena na nékolika faktech. Reakéni i sub-
stratova specifita rostlinnych peroxidas vici sloucenindm,
které jsou pro rostliny xenobiotiky, jsou velice Siroké. Naopak
membrdnovy systém rostlinnych cytochromt P450 vykazuje
uzsi substrdtovou specifitu. Cytochromy P450 se vyskytuji
pouze v mikrosomdlni bunécné frakci, a navic ve velmi niz-
kych koncentracich. Naproti tomu se peroxidasy nachdzeji ve
vSech cdstech rostliny a v daleko vyssich koncentracich. Jsou
pfitomny v intraceluldrnim i extraceluldrnim prostoru a jsou
dokonce Casto transportovdany i do mista ptisobeni. Afinita
rostlinnych peroxidas k exogennim substratiim je vysokd. Pii
studiu metabolismu xenobiotik rostlinnymi systémy byla po-
zorovana vétsi podobnost metabolitd nékolika xenobiotik
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(napf. praveé uvedeného benzo[a]pyrenu) in vivo s metabolity
vytvofenymi in vitro peroxidasami nez s produkty cytochromu
P450 (cit.™).

Zda-li skutec¢nost odpovida uvedenému hypotetickému
predpokladu neni vSak dosud experimentdlné dostatecné oveé-
feno. Hypotéza byla podpofena napi. vysledky zjiSt€énymi
v nasi laboratofi. Jednd se o ndlez, Ze aktivita peroxidas rost-
linnych bunék v tkdfiovych kulturdch koreluje se schopnosti
oxidovat polychlorované bifenyly (PCB) (cit.®*). Vysledky
je vSak nutné doplnit poznatky o obsahu a aktivité cytochro-
mi P450 v uvedenych tkdfovych kulturdch a jejich vzta-
hu k degradaci PCB a o pozndni oxidace téchto latek izolo-
vanymi enzymy in vitro. Situace v rostlinnych burikdch je

opak prokazuji, Ze za oxidaci jinych xenobiotik (N-nitrosami-
nll a azobarviva Sudanu I) jsou v rostlinnych mikrosomech
zodpovédné predevsim cytochromy P450 (cit.*®). Tato studie
tedy naopak svéd¢i o vétSim vyznamu rostlinnych cytochromt
P450.

Pro vysvétleni piesné tilohy peroxidas a cytochromti P450
v metabolismu endogennich a exogennich substratd u rostlin
jsou tedy rozhodng nutné dali studie'®. Nezodpovézené otdz-
ky se tykaji pfedev§im piesné substratové specifity izolova-
nych cytochromd P450 a izolovanych rostlinnych peroxidas
a srovnani metabolismu nékolika dalSich typt xenobiotik in
vivo s konverzi téchto sloucenin izolovanymi rostlinnymi
enzymy in vitro. Jednad se o studium udlohy praveé uvedenych
dvou hemovych enzymi (cytochrom P450 a peroxidas) rost-
lin, a to pfi biotransformaci vybranych typt xenobiotik; i) vy-
soce toxickych (karcinogennich) sloucenin a ii) rekalcitrant-
nich chemikalii, které patii mezi tézko odbouratelné residudln{
kontaminanty ve slozkdch zivotniho prostiedi.

3. Zavér

Pozndn{ ulohy rostlinnych enzymu (cytochromt P450 a pe-
roxidas) pii pfeméné riznych typl chemickych sloucenin in
vitro, zapojeni téchto enzymt do metabolismu cizorodych
latek v rostlinnych buiikédch in vivo a uréeni metabolitd téchto
reakci a jejich potencidlni toxicity, je dtlezité nejen pro za-
kladni vyzkum, ale je vyznamné i z praktického hlediska. Je
totiz mozné do budoucna pocitat s vyuzitim poznatkt z této
oblasti predev$im k odstraiiovani cizorodych latek z rozlic-
nych slozek Zivotniho prostiedi. Bioremediace prostiednic-
tvim mikroorganismi je v dne$ni dobé pouZivdna v Sirokém
méfitku v zahrani¢i i v na$i republice. Vyuziti rostlin pro
podobné ucely — fytoremediace — v§ak zatim tak Siroké uplat-
néni nenasla, je v§ak povazoviana ze velice perspektivni oblast
vyzkumu i aplikace (cit.”"). Je tomu tak proto, Ze metabolismus
cizorodych latek v rostlinich nebyl zdaleka tak podrobné
studovdn a vhodné rostlinné druhy tak ani nemohly byt pro
remediaci vybrdny. Poznani osudu xenobiotik pfi jejich bio-
transformaci v rostlindch je tedy pro moznost a urychleni
praktického vyuZiti rostlin a popfipadé jejich enzymového
aparatu samotného v remediaci nezbytné.

Autofi dékuji za podporu Grantové agentuie CR (grant
203/99/1 628) and Ministerstvu Skolstvi, mlddeZe a télovycho-
vy CR (grant VS 96141).



Chem. Listy 95,212 — 222 (2001)

LITERATURA

1.
2.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.

28.

29.

Sandermann H.: TIBS /7, 82 (1992).

Cunningham S. D., Ow D. W.: Plant. Physiol. 770, 715
(1996).

Sandermann H.: Pharmacogenetics 4, 225 (1991).
Marrs K. A.: Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.
47,127 (1996).

Coleman J. O. D., Blahe-Kalff M. M. A., Davies T. G. E.:
Trends Plant Sci. 2, 146 (1997).

Kreuz K., Tommasini R., Martinoia E.: Plant Physiol.
111,349 (1996).

Toungh Y.-P.S., Hsieh T.S., Tu C.P.D.: Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 87, 31 (1990).

La Roche S. D., Leisinger T.: J. Bacteriol. /72, 164
(1990).

Sariaslani F. S.: Crit. Rev. Biotechnol. 9, 171 (1989).
Stiborovd M., Hudecek J., Hodek P., Frei E.: Chem. Listy
93,229 (1999).

Anzenbacher P., Dawson J. H., Kitagawa T.: J. Mol.
Struct. 274, 149 (1989).

Anzenbacher P., Hudecek J., Stiborovd M., Larroque C.,
Lange R., Heibel G., Hildebrandt P., v knize: Cytochrome
P-450. Biochemistry and Biophysics (Archakov A. 1.,
Bachmanova G. 1., ed.), str. 1. INCO-TNC, Moscow
1992.

Hudecek J., Baumruk V., Anzenbacher P., Munro A. W.:
Biochem. Biophys. Res. Commun. 243, 811 (1998).
Coon M. J., Ding X., Pernecky S.J., Vaz A.D.N.: FASEB
J. 6,669 (1992).

Hollenberg R. F.: FASEB J. 6, 686 (1992).

He K., Bornheim L. M., Falick A. M., Maltby D., Yin H.,
Correia M. A.: Biochemistry 37, 17448 (1998).

Nelson D. R., Kamataki T., Waxman D. J., Guengerich
F. P., Estabrook R. W., Feyereisen R., Gonzales F. J.,
Coon M. J., Gunsalus I. C., Gotoh O., Okada K., Nebert
D. W.: DNA Cell Biol. 72, 1 (1993).

Spatzenegger M., Jaeger W.: Drug Metab. Rev. 27, 397
(1995).

Nebert D. W., Nelson D. R., Adesnik M., Coon M. J.,
Esrabrook R. W., Gonzales F. J., Guengerich F. P., Gun-
salus I. C., Johnson E. F., Kemper B., Levin W., Phillips
J. R, Sato R., Waterman M. R.: DNA Cell Biol. 8, 1
(1989).

Riviére J. L., Cabanne F.: Biochimie 69, 743 (1987).
Werck-Reichhardt D.: osobni sdé€leni.

Chapple C.: Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.
493,311 (1998).

Moreland D. E., Corbin F. T., McFarland J. E.: Pestic.
Biochem. Physiol. 45, 43 (1993).

Moreland D. E., Corbin F. T., McFarland J. E.: Pestic.
Biochem. Physiol. 47, 206 (1994).

Bolwell P., Bozak K., Zimmerlin A.: Phytochemistry 37,
1491 (1997).

Frear D. S.: Drug Metabol. Drug Interact. /2, 329 (1995).
Thies F., Backhaus T., Bossmann B., Grimme L. H.: Plant
Physiol. 112, 361 (1996).

Durst F., Benveniste I.: Handbook Exp. Pharmacol. /05,
293 (1993).

Durst F., O’Keefe D. P.: Drug Metabol. Drug Interact. /2,
171 (1995).

221

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.
48.

49.

50.

51.
52.

53.
54.
55.

56.
57.

58.

59.

60.

Referaty

Schuller M.: Crit. Rev. Plant Sci. 15, 235 (1996).

Tijet N., Helvig C., Pinot F., Le Bouaguin R., Lesot A.,
Durst F., Salaun J. P., Benveniste I.: Biochem. J. 332, 583
(1998).

Schalk M., Batard Y., Sever A., Nedelkina S., Durst F.,
Werck-Reichhardt D.: Biochemistry 36, 15253 (1997).
Batard Y., LeRet M., Schalk M., Robineau T., Durst F.,
Werck-Reichhardt D.: Plant J. /4, 111 (1998).
Stiborovd M., Anzenbacher P.: Gen. Physiol. Biophys.
10,209 (1991).

Chiapella C., Ysern P., Riera J., Llagostera M.: Mutat.
Res. 329, 11 (1995).

Stiborovd M., Schmeiser H. H., Frei E.: Phytochemistry,
v tisku.

O’Keefe D. P., Leto K. J.: Plant Physiol. 89, 1141 (1989).
Bozak K. R., O’Keefe D. P., Christoffersen R. E.: Plant
Physiol. 100, 1976 (1992).

Pierrel M. A., Batard Y., Kazmaier M., Mignotte-Vieux
C., Durst F., Werck-Reichhardt D.: Eur. J. Biochem. 224,
835 (1994).

Urban P., Werck-Reichhardt D., Teutsch H. G., Durst F.,
Regnier S., Kazmaier M., Pompon D.: Eur. J. Biochem.
222, 8812 (1994).

Durst F., Benveniste I., Schalk M., Werck-Reichhardt D.:
Methods Enzymol. 272, 259 (1996).

Robineau T., Batard Y., Nedelkina S., Cabello-Hurtado
F., LeRet M., Sorokine O., Didierjan L., Werck-Reich-
hardt D.: Plant Physiol. 778, 1049 (1998).

Siminzsky B., Corbin F. T., Ward E. R., Fleischmann T.
J., Dewey R. E.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96, 1750
(1999).

Hansikova H., Frei E., Anzenbacher P., Stiborova M:
Gen. Physiol. Biophys. 13, 149 (1994).

Hansikova H., Frei E., Schmeiser H. H., Anzenbacher P.,
Stiborova M: Plant Sci. 110, 53 (1995).

Stiborova M., Hansikova H.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 67, 1689 (1996).

Meunier B.: Biochimie 69, 3 (1987).

Stiborova M., Asfaw B., Anzenbacher P.: FEBS Lett.
232,378 (1988).

Eling T. E., Thompson D. C., Foureman G. L., Curtis J.
F., Hughes M. F.: Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 30, 1
(1990).

Neidelman S. L., Giegert J., v knize: Biohalogenation.
Ellins Horwood Limited, London 1986.

Smulevich G.: Biochemistry 33, 7398 (1994).
Smulevich G., English A. M., Martini A. R., Marzocchi
M. P.: Biochemistry 30, 772 (1991).

Hoyle M. C.: Plant Physiol. 60, 787 (1977).

Borchert R., Decedue C. J.: Plant Physiol. 62, 794 (1978).
Fujiyama K., Takemura H., Shinmyo A., Ohada H., Ta-
kano M.: Gene 89, 163 (1990).

Grison R., Pilet P.: J. Plant Physiol. 37, 1180 (1986).
Castillo F. J., Penel C., Grepin H.: Plant Physiol. 74, 846
(1984).

Van Huystee R. S., Chibbar R. N.: Cur. Top. Biol. Med.
Res. 13,155 (1986).

Farel R. L., Murtagh K. E., Tien M., Mosuch M. D., Kirk
T. J.: Enzyme Microb. Technol. 71, 322 (1989).

Field J. A., Jong E., Feijoo-Costa G., Bont J. A. M.:
TIBTECH 11, 44 (1993).



Chem. Listy 95, 212 — 222 (2001)

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.
77.

78.

79.
80.

81.

82.

KucerovaP., Polachova L., Macek T., Burkhard J., Ttiska
J., Mackovd M.: Int. Biodeterior. Biodegrad. 42, 250
(1998).

Vyas B.R. M., Molitoris H. P.: Appl. Environ. Microbiol.
61,3919 (1995).

Kucerova P., Mackova M., Polachova L., Burkhard J.,
Demnerova J., Macek T.: Collect. Czech. Chem. Com-
mun. 64, 1497 (1999).

DecJ.,BollagJ. M.: Biotechnol. Bioeng. 44, 1132 (1994).
Nicell J. A., Bewtra K., Biswas N., Taylor K. E.: Water
Res. 27,1629 (1993).

Klibanov A. M., Morris E. D.: Enzyme Microbiol. Tech-
nol. 3, 119 (1981).

Bollag J. M., Shuttleworth K. L., Auderson D. H.: Appl.
Environ. Microbiol. 54, 3086 (1998).

Shannon M. J. R., Bartha R.: Appl. Environ. Microbiol.
54,1719 (1988).

Klibanov A. M., Tu T. M., Scott K. P.: Science 221, 259
(1983).

Gaspar J., Penel C., Greppin H.: Bull. Groupe Polyphe-
nols 23, 259 (1986).

Nakamura M., Yamaruki J., Nahagava H., Ohtaki S.: J.
Biol. Chem. 258, 3878 (1983).

Dunford H. B.: Heme Peroxidases. Wiley-VCH, New
York 1999.

Stiborova M., Frei E., Schmeiser H. H., Wiessler M.:
Carcinogenesis /3, 1221 (1992).

Aasa R., Vangart T., Dunford M.: Biochim. Biophys.
Acta 391, 259 (1986).

Sitter A., Recrekts C., Terner J.: J. Biol. Chem. 260, 7517
(1985).

Mauro J. K.: Biochemistry 27, 6243 (1988).

Sivaraja M., Goodin D. B., Smith M., Hoffmann B. M.:
Science 245, 738 (1989).

Rodriguez-Lopez J. N., Smith A. T., Thorneley R. N.: J.
Biol. Chem. 272, 389 (1997).

Hayashi Y., YanazakiJ.: J. Biol. Chem. 254,9101 (1979).
Sukhybani A. A., Khowaiter S. H.: Acta Chim. Hung /20,
93 (1985).

Duran N., Brunet J., Gallardo H.: Biochem. Educ. /2,173
(1984).

Yokota K., Yamazaki J.: Biochemistry /6, 1913 (1977).

222

Referaty

83. Ortiz de Montellano P. R., Grab L. A.: Biochemistry 26,
5310 (1987).

84. MacDonald J. D., Dunford H. B.: Arch. Biochem. Bio-
phys. 272, 185 (1989).

85. Anzenbacher P., Niwa T., Tolbert L. M., Sirimanne S.R.,
Guengerich F. P.: Biochemistry 35, 2511 (1996).

86. Gichner T., Cabrera Lépez G., Wagner E. D., Plewa M.
J.: Mutat. Res. 306, 165 (1994).

87. Gichner T., Stavreva D. A., Cefovskd N., Wagner E. D.,
Plewa M. J.: Mutat. Res. 331, 127 (1995)

88. Plewa M. J., Wagner E. D., Stavreva D. A., Gichner T.:
Mutat. Res. 350, 163 (1996).

89. Macek T., Mackova M., Oc¢enaskova J., Demnerova K.,
Pazlarova J., Kien V., v knize: Plant Peroxidases (Obin-
ger C., Burner U., Ebermann R., Penel C., Grepin H., ed.).
Univ. of Geneva, Geneva 1996.

90. Mackova M., Ferri E. N., Demnerova K., Macek T.:
Chem. Listy 95, 130 (2001).

91. Macek T., Mackova M., Ka&s J.: Biotechnol. Adv. /8 (1),
23 (2000).

92. Plewa M. J., Wagner E. D.: Annu. Rev. Genet. 27, 93

(1992).

L. Chroma?®, M. Mackova?®, T. Macek®, V. Martinek®,
and M. Stiborova® (“Department of Biochemistry and Micro-
biology, Institute of Chemical Technology, Prague, "Institute
of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences
of the Czech Republic, Prague, ‘Department of Biochemistry,
Faculty of Natural Science, Charles University, Prague):
Plant Cytochromes P450 and Peroxidases and Their Role
in Degradation of Environmental Contaminants

Transformation of various xenobiotics by plant cells usu-
ally proceeds in three phases: derivatization of the xenobiotic
to a more polar and reactive agent (phase 1), conjugation
(phase 2) and secondary conjugation (phase 3) with endoge-
nous molecules. The mixed-function oxidases with cytochro-
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