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3. Z·vÏr

1. ⁄vod

S rozvojem technologick˝ch proces˘ se do ûivotnÌho pro-
st¯edÌ zaËaly dost·vat a postupnÏ se v nÏm i hromadit cizorodÈ
l·tky (xenobiotika), se kter˝mi se organismy d¯Ìve nesetkaly.
Jde o slouËeniny cÌlenÏ produkovanÈ a vyuûÌvanÈ v pr˘myslu
nebo zemÏdÏlstvÌ. Na zdravotnÌ stav organism˘, vËetnÏ Ëlo-
vÏka, vöak nemajÌ vûdy pozitivnÌ vliv. V tomto smÏru jsou
nejvÏtöÌm problÈmem slouËeniny, kterÈ jsou pro organismy
potenci·lnÏ toxickÈ, a d·le ty, kterÈ se v prost¯edÌ bioakumu-
lujÌ.

ÿada xenobiotik (nap¯. ropnÈ deriv·ty, polycyklickÈ aro-
matickÈ uhlovodÌky, halogenovanÈ uhlovodÌky) nach·zÌ,
vzhledem ke  sv˝m  fyzik·lnÌm a chemick˝m  vlastnostem,
öirokÈ uplatnÏnÌ v mnoha pr˘myslov˝ch odvÏtvÌch. NaneötÏstÌ
vöak byly tyto l·tky doned·vna pouûÌv·ny bez podstatn˝ch

znalostÌ o jejich vlastnostech a chov·nÌ v ûivotnÌm prost¯edÌ,
nebyl kontrolov·n ani jejich ˙nik do prost¯edÌ ani jejich p˘so-
benÌ na ûivÈ i neûivÈ sloûky ûivotnÌho prost¯edÌ1. Dnes tyto
l·tky v ¯adÏ p¯Ìpad˘ p¯edstavujÌ, dÌky vysokÈ toxicitÏ a perzis-
tenci, z·vaûn˝ problÈm pro p¯Ìrodu a jejich odstranÏnÌ je
z mnoha hledisek velmi n·roËnÈ.

V  minulosti jiû byly navrûeny specifickÈ technologie,
kterÈ by mÏly takovÈ l·tky z ûivotnÌho prost¯edÌ odstraÚovat.
KlasickÈ fyzik·lnÏ-chemickÈ metody jsou vÏtöinou ekono-
micky  n·kladnÈ.  Snahou  je proto vyuûÌvat nejen  postupy
levnÏjöÌ, ale pro ûivotnÌ prost¯edÌ i p¯irozenÏjöÌ a öetrnÏjöÌ, jako
jsou biologickÈ dekontaminace prost¯edÌ pomocÌ mikroorga-
nism˘ Ëi rostlin. Ty jsou v souËasnosti oznaËovanÈ jako bio-
remediace. Pro vyuûitÌ zelen˝ch rostlin k odstranÏnÌ, zneökod-
nÏnÌ nebo zadrûenÌ kontaminant˘ ûivotnÌho prost¯edÌ se uûÌv·
speci·lnÏjöÌ oznaËenÌ ñ fytoremediace2,91. Vedle praktickÈho
vyuûÌv·nÌ jsou uvedenÈ procesy p¯edmÏtem z·jmu i teoretic-
k˝ch obor˘. Jde p¯edevöÌm o pozn·nÌ chemismu dekonta-
minace a pozn·nÌ enzym˘, kterÈ jsou v mikroorganismech
a rostlin·ch za metabolismus xenobiotik zodpovÏdnÈ. Znalost
enzym˘ p¯emÏÚujÌcÌch xenobiotika je  pro  jejich  efektivnÌ
odstranÏnÌ stÏûejnÌ, neboù m˘ûe poslouûit k v˝bÏru organism˘,
v nichû jsou pr·vÏ takovÈ nejefektivnÏjöÌ enzymovÈ systÈmy
hojnÏ zastoupeny. ZatÌmco u mikroorganism˘ jsou metabo-
lickÈ cesty odbour·v·nÌ ¯ady xenobiotik dob¯e prozkoum·ny,
u rostlin jsou informace o p¯emÏnÏ cizorod˝ch l·tek st·le
dosud nedostaËujÌcÌ.

Rostlinn· buÚka obsahuje pestrou ök·lu enzym˘, kterÈ
jsou potenci·lnÏ schopnÈ metabolizovat xenobiotika. Je tomu
tak proto, ûe v rostlinn˝ch buÚk·ch je syntetizov·na ¯ada
slouËenin sloûit˝ch struktur v mnoh˝ch smÏrech podobn˝ch
struktur·m l·tek cizorod˝ch.

2. P¯emÏna xenobiotik v rostlin·ch

Za biotransformaci xenobiotik jsou oznaËov·ny procesy,
kterÈ by mÏly vÈst k jejich snadnÈmu vylouËenÌ nebo potlaËenÌ
jejich negativnÌho p˘sobenÌ v organismech. Je ËlenÏna na dva
z·kladnÌ smÏry. V p¯ÌpadÏ, ûe biotransformaËnÌmi reakcemi
doch·zÌ ke snÌûenÌ toxicity slouËenin, je oznaËov·na jako
detoxikace. Jestliûe vöak doch·zÌ k reakcÌm, kterÈ vedou ke
zv˝öenÌ toxickÈho ˙Ëinku cizorodÈ l·tky, je biotransformace
oznaËov·na jako aktivace xenobiotik. Jde zejmÈna o metabo-
lickou aktivaci nemutagennÌch l·tek (promutagen˘) na muta-
gennÌ produkty. Tato oblast nenÌ v tomto p¯ehledu zahrnuta.
Z·jemce najde podrobnÈ informace v p¯ehlednÈm Ël·nku92.

Biotransformace xenobiotik v ûivoËiön˝ch organismech
probÌh· ve dvou f·zÌch. V prvnÌ f·zi doch·zÌ k zabudov·nÌ
funkËnÌch reaktivnÌch  skupin  do skeletu lipofilnÌho xeno-
biotika,  Ëi demaskov·nÌ  funkËnÌch skupin jiû  v  molekule
xenobiotika p¯Ìtomn˝ch. Proto je nÏkdy tato f·ze naz˝v·na
funkcionalizaËnÌ nebo derivatizaËnÌ. TÌm se zvyöuje polarita
slouËeniny a moûnost pro n·slednou konjugaci (2. f·ze bio-
transformace). P¯ev·ûn· vÏtöina reakcÌ prvÈ f·ze probÌh· oxi-
daËnÏ (C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace,
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dealkylace, deaminace, desulfurace a dalöÌ). NicmÈnÏ nÏkterÈ
reakce probÌhajÌ i redukËnÌm mechanismem (nitro, azoreduk-
ce) nebo hydrolyticky. Druh· f·ze biotransformace je ozna-
Ëovan· jako konjugaËnÌ, neboù p¯i nÌ doch·zÌ k nav·z·nÌ
(konjugaci) endogennÌch molekul (glukuron·tu, sulf·tu z ak-
tivnÌho sulf·tu, glutathionu, cysteinu, glycinu apod.) na reak-
tivnÌ funkËnÌ skupiny metabolit˘ zaveden˝ch do molekuly
xenobiotika v prvnÌ f·zi biotransformace. TÏmito reakcemi se
jeötÏ vÌce zv˝öÌ polarita molekuly p˘vodnÏ hydrofobnÌ povahy
a usnadnÌ se tÌm jejÌ eliminace z bunÏk a exkrece z organismu
moËÌ a v˝kaly.

V metabolismu cizorod˝ch l·tek v rostlin·ch nach·zÌme
nÏkolik odliönostÌ od proces˘, kterÈ probÌhajÌ v organismech
ûivoËiön˝ch. P¯emÏna cizorod˝ch l·tek rostlinami m˘ûe b˝t
(na rozdÌl od ûivoËich˘) ËlenÏna do t¯Ì f·zÌ3, neboù zde nedo-
ch·zÌ ke skuteËnÈmu, efektivnÌmu vyluËov·nÌ metabolit˘ xe-
nobiotik. 1. f·ze (rovnÏû oznaËovan· jako derivatizaËnÌ) zahr-
nuje opÏt enzymovÏ katalyzovanÈ zavedenÌ (Ëi odkrytÌ) pol·r-
nÌch skupin molekuly xenobiotika. U toxick˝ch slouËenin
vedou reakce tÈto f·ze (podobnÏ jako u ûivoËich˘) vÏtöinou ke
tvorbÏ detoxikaËnÌch metabolit˘. V ¯adÏ p¯Ìpad˘ vöak doch·zÌ,
jak jiû bylo v˝öe uvedeno, i k aktivaci xenobiotik za tvorby
toxiËtÏjöÌch produkt˘.

Jestliûe jiû cizorod· l·tka obsahuje vhodnou funkËnÌ sku-
pinu, jejÌ biotransformace v rostlin·ch probÌh· reakcemi druhÈ
f·ze. Ta je v p¯ÌpadÏ rostlin oznaËov·na p¯esnÏji jako prim·rnÌ
konjugace. Pol·rnÏjöÌ metabolity jsou spojov·ny kovalentnÌ
vazbou s molekulami  endogennÌch hydrofilnÌch  slouËenin
jako jsou nap¯. nÏkterÈ sacharidy, aminokyseliny nebo gluta-
thion. V p¯ÌpadÏ toxick˝ch slouËenin jejich toxicita reakcemi
tÈto f·ze v˝raznÏ kles·. Konjug·ty jsou pak v rostlin·ch ukl·-
d·ny v nÏkter˝ch Ë·stech buÚky. ⁄loûn˝m mÌstem pro roz-
pustnÈ konjug·ty jsou vakuoly. NÏkterÈ produkty konjugaËnÌ
f·ze proch·zejÌ jeötÏ f·zÌ dalöÌ, oznaËovanou za 3. f·zi bio-
transformace (nebo takÈ za sekund·rnÌ konjugaci), reakcemi
s nÏkter˝mi sloûkami bunÏËnÈ stÏny ñ s ligniny, pektiny,
hemicelulosami. UloûenÌ produkt˘ vznikl˝ch v druhÈ f·zi ve
vakuole p¯edch·zÌ transport konjug·t˘ p¯es membr·nu vakuo-
ly. Bylo zjiötÏno, ûe podobnÏ jako u ûivoËich˘ se i v rostlin-
n˝ch buÚk·ch vyskytuje ATP-dependentnÌ membr·nov˝ p¯e-
naöeË, kter˝ se v rostlin·ch vyuûÌv· pr·vÏ pro transport do
vakuol. Uveden˝ p¯enaöeË konkrÈtnÏ zprost¯edkov·v· p¯enos
konjug·t˘ glutathionu vznikajÌcÌch v cytoplazmÏ do vnit¯nÌho
prostoru vakuol. P¯enaöeË je v rostlin·ch lokalizov·n p¯Ìmo
v membr·nÏ tonoplastu. Podob· se savËÌmu membr·novÈmu
p¯enaöeËi svojÌ citlivostÌ k vanadu a dalöÌm inhibitor˘m.

Vakuol·rnÌ pumpa je specifick· pro glutathionovÈ konju-
g·ty, vËetnÏ oxidovanÈho glutathionu, glutathion (v reduko-
vanÈm stavu) nebo cysteinovÈ konjug·ty transportov·ny ne-
jsou4. Mechanismus p¯enosu nenÌ jasn˝. PravdÏpodobnÈ jsou
dva modely ñ model pumpy (transmembr·novÈ proteiny tvo¯Ì
pÛr, kter˝m mohou proch·zet hydrofilnÌ substr·ty) a model
Ñflip-flopì, p¯i kterÈm se substr·t v·ûe na vnÏjöÌ Ë·st membr·-
ny a p¯eklopenÌm se dostane do vakuoly5. Komplexy gluta-
thionu uloûenÈ ve vakuole mohou podlÈhat dalöÌ ˙pravÏ, p¯i
nÌû se uplatÚujÌ p¯edevöÌm hydrolytickÈ enzymy. Jejich pro-
dukty se potÈ vÏtöinou ukl·dajÌ v bunÏËnÈ stÏnÏ. PoloËas roz-
padu glutathionov˝ch konjug·t˘ ve vakuole z·visÌ na struk-
tu¯e molekuly p˘vodnÌho xenobiotika3.

Pro konjugaËnÌ reakce xenobiotik v rostlin·ch svÏdËÌ n·lez
nÏkter˝ch konjug·t˘. Byly nap¯. izolov·ny O-β-glukosylovÈ

a (O-malonyl)-O-β-D-glukosylovÈ konjug·ty herbicidu pen-
tachlorfenolu Ëi N-malonylovÈ a N-glukosylovÈ konjug·ty
dalöÌch xenobiotik 4-chloranilinu a 3,4-dichloranilinu4. Rov-
nÏû enzymy odpovÏdnÈ za tvorbu tÏchto konjug·t˘ byly v rost-
linn˝ch tÏlech prok·z·ny, konkrÈtnÏ v extraktech p¯iprave-
n˝ch ze soji a pöenice.

V rostlinn˝ch buÚk·ch se poda¯ilo identifikovat urËitÈ
enzymy obdobnÈ tÏm, kterÈ se v savËÌch j·trech ˙ËastnÌ deto-
xifikaËnÌho procesu. Z enzym˘ participujÌcÌch na 1. f·zi bio-
transformace jsou to hlavnÏ systÈmy monooxygenas (oxidas)
se  smÌöenou funkcÌ  s cytochromem  P450  jako termin·lnÌ
oxidasou a pop¯ÌpadÏ peroxidasy. Z konjugaËnÌch enzym˘
jsou podobnÈ ûivoËiönÈmu enzymu rostlinnÈ glutathiontrans-
ferasy6 a eventu·lnÏ sulfotransferasy a N-acetyltransferasy.
Naopak O-glukosyl- a O-malonyltransferasy, ale takÈ N-glu-
kosyl- a N-malonyltransferasy se specifitou nap¯. k chlorova-
n˝m xenobiotik˘m4, d·le pak O- a N-glykosyltransferasy, jsou
specifickÈ pro rostliny.

Ned·vnÈ studie prok·zaly, ûe v rostlin·ch jsou enzymy
biotransformujÌcÌ xenobiotika p¯Ìtomny v mnoha izoenzymo-
v˝ch form·ch, kterÈ jsou ˙ûeji substr·tovÏ specifickÈ neû je
tomu u vÏtöiny obdobn˝ch enzym˘ ûivoËiön˝ch, vËetnÏ spe-
cifity k urËitÈ poloze v molekule substr·tu a stereochemii
funkËnÌch skupin. Tyto studie vÌcemÈnÏ vyvr·tily d¯ÌvÏjöÌ
p¯edpoklady, ûe xenobiotika jsou v rostlin·ch metabolizov·na
dÌky öirokÈ substr·tovÈ specifitÏ enzym˘ sekund·rnÌho meta-
bolismu3.

Studium specifity rostlinn˝ch enzym˘, jejich molekulo-
v˝ch hmotnostÌ, izoelektrickÈho bodu a charakterizace jejich
cDNA, prok·zalo p¯Ìbuznost nÏkter˝ch skupin rostlinn˝ch
enzym˘ ˙ËastnÌcÌch se metabolismu cizorod˝ch l·tek s enzy-
my, kterÈ plnÌ tutÈû funkci v organismu mikrobi·lnÌm i sav-
ËÌm7,8. I kdyû evoluËnÌ p¯Ìbuznost je z¯ejm·, mechanismus
a p˘sobenÌ selekËnÌho tlaku, kter˝ p¯ispÏl k evoluci tÏchto
enzym˘ v rostlin·ch, je zatÌm nezn·m˝. ⁄Ëast uveden˝ch
rostlinn˝ch enzym˘ na  p¯emÏnÏ  cizorod˝ch  l·tek  je  o  to
podivuhodnÏjöÌ, kdyû si uvÏdomÌme, ûe xenobiotika se do
p¯Ìrody dostala aû v tomto stoletÌ.

2 . 1 . E n z y m y p r v n Ì f · z e
b i o t r a n s f o r m a c e x e n o b i o t i k

BiotransformaËnÌch reakcÌ prvnÌ f·ze metabolismu xeno-
biotik rostlinami se ˙ËastnÌ nÏkolik enzymov˝ch systÈm˘.
Z minoritnÏ p˘sobÌcÌch enzym˘ je t¯eba zmÌnit fenoloxidasy
(lakasy) oxidujÌcÌ fenoly a polyfenoly a tyrosinasy. FlavinovÈ
monooxygenasy, kterÈ participujÌ na oxidaci xenobiotik v ûi-
voËiön˝ch organismech a plÌsnÌch9, v rostlin·ch doposud na-
lezeny nebyly. Podstatnou ˙lohu p¯i metabolismu xenobiotik
v rostlin·ch hrajÌ monooxygenasy (oxidasy) se smÌöenou funk-
cÌ (MFO ñ mixed function oxidases) s cytochromy P450 jako
termin·lnÌ oxidasou a d·le pak peroxidasy. Proto se v dalöÌ
Ë·sti pr·ce vÏnujeme tÏmto dvÏma typ˘m enzym˘.

2.1.1. Cytochromy P450

Mikrosom·lnÌ monooxygenasov˝ systÈm je systÈm en-
zym˘ v·zan˝ch v membr·nÏ hladkÈho endoplazmatickÈho
retikula. Jako termin·lnÌ oxidasu obsahuje hemoprotein cyto-
chrom P450 (EC 1.14.14.1) (cit.10) . Porfyrinov˝ skelet (pro-
toporfyrin IX) je v proteinovÈ molekule enzymu v·z·n hydro-
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fobnÌmi silami a z·roveÚ prost¯ednictvÌm thiol·tovÈ sÌry sulf-
hydrylovÈ skupiny cysteinu p¯ÌtomnÈ v aktivnÌm centru enzy-
mu (p·t˝ ligand ûeleza protoporfyrinu IX). Toto uspo¯·d·nÌ
umoûÚuje v˝jimeËnÈ chov·nÌ uveden˝ch hemoprotein˘ a od-
liöuje je od hemoprotein˘ ostatnÌch (odliönÈ spektr·lnÌ a kata-
lytickÈ vlastnosti)11ñ13. äest˝m ligandem je atom kyslÌku mo-
lekuly vody.

2.1.1.1. Mechanismus katal˝zy cytochromy P450

Cytochrom P450 spolup˘sobÌ s dalöÌm enzymem lokalizo-
van˝m v endoplazmatickÈm retikulu ñ NADPH:cytochrom
P450 reduktasou ñ nebo dalöÌmi enzymy mitochondriÌ. VÏtöi-
na reakcÌ, kterÈ lze sum·rnÏ vyj·d¯it jako

RH + O2 + NADPH + H → ROH + H2O + NADP+

zaËÌn· p¯enosem elektron˘ z NADPH buÔ na NADPH:cyto-
chrom P450 reduktasu v endoplasmatickÈm retikulu (kde je
MFO systÈm lokalizov·n) nebo na ferredoxin reduktasu a ne-
hemov˝ FeñS protein v mitochondriÌch, a potÈ na vlastnÌ
cytochromy P450. Redukovan˝ cytochrom P450 pak aktivuje
molekulu kyslÌku, z nÌû jeden atom je inkorporov·n do mole-
kuly substr·tu a druh˝ tvo¯Ì molekulu vody. SchÈma reakËnÌho
cyklu cytochromu P450 je uvedeno na obr·zku 1. ReakËnÌ sled
pravdÏpodobnÏ sest·v· alespoÚ z osmi krok˘. Nejprve se v·ûe
substr·t na ferri formu cytochromu P450 (reakce 1), p¯iËemû
se mÏnÌ konformace molekuly enzymu (Fe v hemu se z formy
hexakoordinovanÈ dost·v· do formy pentakoordinovanÈ). Po-
tÈ doch·zÌ k p¯enosu elektronu z NADPH:cytochrom P450
reduktasy a Fe3+ cytochromu P450 je redukov·no na Fe2+ (re-
akce 2). Na ion ûeleza tÈto formy enzymu se pak v·ûe biatomick·
molekula kyslÌku (ale tÈû jinÈ ligandy, nap¯. CO), za tvorby
tern·rnÌho komplexu cytochrom P450ñO2ñsubstr·t (reakce 3).
Tern·rnÌ komplex p¯ech·zÌ do jinÈho mezomernÌho stavu, na
ferri-superoxidov˝ komplex, kter˝ je d·le redukov·n NADPH:
cytochrom P450 reduktasou (nebo jin˝m enzymem NADH:
cytochrom b5 reduktasou), za vzniku ferro-superoxidovÈho

komplexu (reakce 4). PoslednÏ jmenovan· reakce je fin·l-
nÌm stupnÏm tzv. aktivaËnÌ f·ze reakËnÌho cyklu cytochromu
P450. N·slednÏ je ötÏpena biatomick· molekula kyslÌku, p¯i-
Ëemû jeden atom kyslÌku je redukov·n na vodu a druh˝ z˘stane
v·z·n na iontu Fe v hemu ve formÏ ferrioxenovÈho komplexu
(reakce 5). V dalöÌm kroku doch·zÌ k odötÏpenÌ vodÌkovÈho
atomu z molekuly substr·tu za vzniku radik·lu substr·tu a hy-
droxylovÈho radik·lu v·z·nÈho na ion ûeleza hemu (reakce 6)
(cit.14). Po reakci radik·l˘ se uvolÚuje hydroxylovan· mole-
kula substr·tu a nativnÌ forma cytochromu P450 (obr. 1).

Vedle kyslÌku m˘ûe cytochrom P450 pro oxidativnÌ reakce

Obr. 1. ReakËnÌ cyklus cytochromu P450 (upraveno podle cit.14);
RH ñ substr·t, ROH ñ monooxygenaËnÌ produkt, XOOH ñ peroxy-
slouËenina (alternativnÌ donor kyslÌku), Fe ñ atom hemovÈho ûeleza
enzymu
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Obr. 2. PravdÏpodobn˝ mechanismus peroxidasovÈ aktivity cytochromu P450; RíOOH ñ organick˝ peroxid nebo H2O2, AH ñ substr·t,
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vyuûÌvat peroxidy a peroxikyseliny. Ty se st·vajÌ donorem
atomu kyslÌku. PodobnÏ mohou reagovat i hydroperoxidy
vzniklÈ peroxidacÌ lipid˘, nap¯. hydroperoxid kyseliny lino-
leovÈ. BÏûnÏ pouûÌvan˝m substr·tem cytochromu P450 je
kumoylhydroperoxid, v jehoû p¯Ìtomnosti doch·zÌ nap¯. k N-
-demethylaËnÌm reakcÌm. Podobn· stereochemie i regioselek-
tivita NADPH-dependentnÌ a hydroperoxid-dependentnÌ oxi-
dace katalyzovanÈ cytochromy P450 naznaËuje, ûe aktivovan·
forma enzymu je u obou mechanism˘ stejn·14 (obr. 1). Sum·r-
nÌ rovnice peroxidasovÈ aktivity cytochrom˘ P450 je potom
n·sledujÌcÌ:

RH + RíOOH → ROH + RíOH

kde RH je substr·t, RíOOH je hydroperoxid, ROH hydroxy-
lovan˝ produkt reakce a RíOH alkohol vznikl˝ redukcÌ hy-
droperoxidu. P¯edpokl·dan˝ mechanismus peroxidasovÈ ak-
tivity cytochromu P450 je podrobnÏji zobrazen na obr·zku 2.
Nejprve se na nativnÌ cytochrom P450 v·ûe hydroperoxid
a oxidovan˝ substr·t (reakce 1). N·slednÏ doch·zÌ k homoly-
tickÈmu ötÏpenÌ vazby OñO v hydroperoxidu, za vzniku hy-
droxylovÈho radik·lu (kter˝ je v·z·n na Fe hemu) a p¯ÌsluönÈ-
ho alkoxylovÈho radik·lu (reakce 2). Tento alkoxylov˝ radik·l
odötÏpÌ atom vodÌku z molekuly substr·tu za vzniku radik·lu
substr·tu  (reakce  3). Redukovan˝  hydroperoxid  se uvolnÌ
z enzymu (reakce 4). Hydroxylov˝ radik·l a radik·l substr·tu
spolu reagujÌ za vzniku hydroxylovanÈho substr·tu (reakce 5),
kter˝ se uvolnÌ a cytochrom P450 se vr·tÌ do nativnÌho stavu
(reakce 6) (cit.15).

Reakce s organick˝mi hydroperoxidy probÌh·, na rozdÌl
od reakce v p¯Ìtomnosti NADPH a O2, neuspo¯·dan˝m me-
chanismem, takûe vazba peroxidu nenÌ z·visl· na vazbÏ sub-
str·tu. NÏkterÈ hydroperoxidy mohou dokonce slouûit jako
redukovatelnÈ i oxidovatelnÈ substr·ty. ⁄Ëinnost oxidace or-
ganick˝ch substr·t˘ peroxidasovou aktivitou cytochromu P450
je obvykle niûöÌ neû reakce za p¯Ìtomnosti NADPH a O2, a to
p¯edevöÌm z d˘vod˘ v˝znamnÈ destrukce enzymu. Bylo nap¯.
zjiötÏno, ûe inaktivace cytochromu P450 p˘sobenÌm H2O2
nebo kumoylhydroperoxidu je zp˘sobena degradacÌ hemu na
reaktivnÌ fragmenty. Tyto fragmenty se pak mohou kovalentnÏ
v·zat do aktivnÌho centra enzymu, a  tak  jej ireverzibilnÏ
inaktivovat16.

Cytochromy P450 se vyskytujÌ v r˘zn˝ch form·ch (izoen-
zymech, izoform·ch), kterÈ jsou ¯azeny do genetick˝ch rodin
a podrodin podle mÌry (stupnÏ) homologie jejich prim·rnÌ
struktury (po¯adÌ aminokyselin) proteinov˝ch molekul. Rodi-
ny cytochrom˘ P450 jsou oznaËov·ny prvnÌm ËÌslem za zkrat-
kou P450. N·sleduje velkÈ pÌsmeno oznaËujÌcÌ podrodinu17.
JednotlivÈ izoenzymy jsou pak oznaËeny ËÌslem za pÌsmenem
podrodiny. Nap¯. izoenzym P450 1A2 je Ëlenem podrodiny A
n·leûejÌcÌ do enzymovÈ rodiny 1. Do stejnÈ rodiny n·leûÌ
cytochromy P450, u kter˝ch byla nalezena vÌce neû 40 %
homologie aminokyselinovÈ sekvence jejich protein˘, do stej-
nÈ podrodiny pak ty, kterÈ vykazujÌ homologii vÌce neû 60 %
(cit.18). Pro zjednoduöenÌ Nebert a spolupracovnÌci navrhli
novÈ systematickÈ n·zvoslovÌ gen˘ a forem P450 (cit.19), ve
kterÈm se formy P450 oznaËujÌ zkratkou CYP (CYtochrome
P450), za nÌû pak n·sledujÌ oznaËenÌ rodin a podrodin podle
v˝öe uveden˝ch kriteriÌ. V˝slednÈ oznaËenÌ p¯ÌsluönÈho enzy-
mu je pak nap¯. pro cytochrom P450 1A2 zkracov·no na
CYP1A2. OznaËenÌ rostlinn˝ch cytochrom˘ P450 je obdobnÈ.

Vedle CYP51 jsou rostlinnÈ cytochromy P450 ¯azeny do rodin
CYP71 aû CYP97 (tab. I). Za ËÌslo rodiny jsou opÏt ¯azena
pÌsmena podrodin a ËÌslo urËitÈho enzymu podrodiny.

Cytochromy P450 byly nalezeny v mnoha rostlin·ch, a lze
p¯edpokl·dat, ûe alespoÚ nÏkterÈ z nich jsou p¯ÌtomnÈ praktic-
ky ve vöech rostlinn˝ch druzÌch (nap¯. CYP51 katalyzujÌcÌ
biosyntÈzu sterol˘)20,21. St·le vÌce p¯Ìklad˘ takÈ ukazuje, ûe se
cytochromy P450 v rostlin·ch vyskytujÌ v mnoha form·ch
(izoenzymech), nenÌ vöak doposud zn·mo, zda jejich multipli-
cita je tak vysok· jako v ûivoËiön˝ch tk·nÌch. Dodnes rovnÏû
nenÌ p¯esnÏ zn·mo, zda majÌ cytochromy P450 rostlin tak
öirokou substr·tovou specificitu jako enzymy ûivoËiönÈ. Jak
jiû bylo v˝öe zmÌnÏno, v souËasnosti se ¯ada laborato¯Ì spÌöe
p¯ikl·nÌ k n·zoru o v˝skytu mnoha izoenzym˘ cytochrom˘
s pomÏrnÏ vyhranÏnou substr·tovou specifitou. Ale ani toto
tvrzenÌ nenÌ koneËnÈ, neboù rostlinnÈ cytochromy P450 nejsou
jeötÏ z hlediska substr·tovÈ specifity dostateËnÏ prozkoum·-
ny. NavÌc, zdaleka ne vöechny dosud zn·mÈ izoenzymy byly
takÈ z rostlin izolov·ny a kineticky charakterizov·ny. Identi-
fikace gen˘ rostlinn˝ch cytochrom˘ P450 a pozn·nÌ bioche-
mick˝ch funkcÌ tÏchto enzym˘ je v souËasnosti centrem po-
zornosti vÏtöiny v˝zkum˘ t˝kajÌcÌch se rostlinn˝ch cytochro-
m˘ P450. IroniÌ tÏchto v˝zkum˘ je vöak skuteËnost, ûe vÏtöina
gen˘ cytochrom˘ P450 nebyla jeötÏ klonov·na a navÌc, i v p¯Ì-
padÏ tÏch gen˘, kterÈ jiû klonov·ny byly, nebyla dosud urËena
p¯irozen· funkce p¯ÌsluönÈho enzymu in vivo (tab. I) (cit.22).

2.1.1.2. DetoxikaËnÌ reakce cytochromu P450

Ekonomicky v˝znamnou funkcÌ rostlinn˝ch cytochrom˘
P450, kter· je pouze Ë·steËnÏ vysvÏtlena, je jejich ˙loha v de-
toxikaci herbicid˘23ñ27. SelektivnÌ aktivita cytochrom˘ P450
vysvÏtluje selektivitu herbicid˘ u r˘zn˝ch rostlinn˝ch druh˘.
V˝bava jednotliv˝ch rostlinn˝ch druh˘ specifick˝mi cytochro-
my P450 umoûÚuje u jednoho druhu rostlin herbicidy detoxi-
kovat, zatÌmco u druh˝ch z˘st·vajÌ buÔ ve formÏ p˘vodnÌ nebo
se metabolizujÌ na dokonce biologicky aktivnÏjöÌ formu.

VelkÈ mnoûstvÌ rostlinn˝ch cytochrom˘ P450 participuje
na biosyntetick˝ch reakcÌch sekund·rnÌch rostlinn˝ch meta-
bolit˘ jako jsou terpeny, alkaloidy, ligniny, fytosteroly, fyto-
alexiny, pigmenty, gibereliny a eventu·lnÏ i dalöÌch22,28ñ31.
V poslednÌ dobÏ byla takÈ prok·z·na katalytick· aktivita r˘z-
n˝ch cytochrom˘ P450 v metabolismu xenobiotik. V ¯adÏ
p¯Ìpad˘ byla ˙Ëast rostlinn˝ch cytochrom˘ P450 na oxidaci
xenobiotik prok·z·na pouze nep¯Ìmo, s vyuûitÌm mikroso-
m·lnÌ frakce p¯ipravenÈ z rostlinn˝ch pletiv a inhibitor˘ uve-
den˝ch  enzym˘23,24,29,32,33. »init z·vÏry pouze z takov˝ch
experiment˘ je vöak ponÏkud nep¯esnÈ. RostlinnÈ mikrosomy
obsahujÌ totiû vedle cytochrom˘ P450 jeötÏ dalöÌ enzymy,
konkrÈtnÏ peroxidasy, kterÈ mohou b˝t za oxidaci xenobiotik
takÈ zodpovÏdnÈ25,34ñ36.

P¯emÏna xenobiotik purifikovan˝mi cytochromy P450 v re-
konstituovanÈm systÈmu s NADPH:cytochrom P450 redukta-
sou (EC 1.6.2.4.) byla prok·z·na pouze v nÏkolika p¯Ìpadech.
Cytochrom P450 izolovan˝ z avok·da, za p¯Ìtomnosti NADPH:
cytochrom P450 reduktasy, katalyzoval oxidaci (N-demethy-
laci) xenobiotika 4-chloro-N-methylanilinu37. Rychlost de-
methylace vöak byla ¯·dovÏ vyööÌ za katal˝zy peroxidasovou
aktivitou tohoto enzymu s kumoylperoxidem jako kosubstr·-
tem, neû v rekonstituovanÈm systÈmu s reduktasou. Demethy-
lace tohoto substr·tu byla takÈ mÏ¯ena v kvasink·ch transfor-
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Tabulka I
KlonovanÈ geny rostlinn˝ch cytochrom˘ P450

Rodina/podrodina N·zev enzymu Rostlinn˝ druh
cytochromu P450

CYP51 obtusifoliol 14α-demethylasa Sorghum bicolor
CYP71A1 a Persea americana
CYP71A2 a Solanum melongena
CYP71A3 a Solanum melongena
CYP71A4 a Solanum melongena
CYP71A5 a Nepeta racemosa
CYP71A6 a Nepeta racemosa
CYP71B1 a Thlaspi arvense
CYP71B7 a Arabidopsis thaliana
CYP71C1 HBOA-N-synthasab Zea mays
CYP71C2 2-OI hydroxylasac Zea mays
CYP71C3 HBOA-N-hydroxylasa Zea mays
CYP71C4 2-OI hydroxylasa Zea mays
CYP71D6 a Solanum chacoense
CYP71D7 a Solanum chacoense
CYP72A1 a Catharanthus roseus
CYP73A1 cinnam·t 4-hydroxylasa Helianthus tuberosus
CYP73A2 cinnam·t 4-hydroxylasa Phaseolus aureus
CYP73A3 cinnam·t 4-hydroxylasa Medicago sativa
CYP73A4 cinnam·t 4-hydroxylasa Catharanthus roseus
CYP73A5 cinnam·t 4-hydroxylasa Arabidopsis thaliana
CYP73A9 cinnam·t 4-hydroxylasa Pisum sativum
CYP73A10 cinnam·t 4-hydroxylasa Petroselinum crispum
CYP73A12 cinnam·t 4-hydroxylasa Zinia elegans
CYP73A13 cinnam·t 4-hydroxylasa Populus tremuloides
CYP73A16 cinnam·t 4-hydroxylasa Populus kitakamiensis
CYP73A? cinnam·t 4-hydroxylasa Populus kitakamiensis
CYP73A? cinnam·t 4-hydroxylasa Populus kitakamiensis
CYP74A1 allenoxid synthasa Linum usitatissimum
CYP74A2 Ñrubber particle proteinì Parthenium argentatum
CYP74A3 allenoxid synthasa Arabidopsis thaliana
CYP74B lyasa hydroperoxidu mastn˝ch kyselin Capsicum annuum
CYP75A1 flavonoid 3í5í-hydroxylasa Petunia hybrida
CYP75A2 flavonoid 3í5í-hydroxylasa Solanum melongena
CYP75A3 flavonoid 3í5í-hydroxylasa Petunia hybrida
CYP75A4 flavonoid 3í5í-hydroxylasa Gentiana triflora
CYP76A1 a Solanum melongena
CYP76A2 a Solanum melongena
CYP76B1 a Helianthus tuberosus
CYP77A1 a Solanum melongena
CYP77A2 a Solanum melongena
CYP78A1 a Zea mays
CYP78A2 a Phalaenopsis sp.
CYP79 tyrosin-N-hydroxylasa Sorghum bicolor
CYP80 berbamuninsynthasa Berberis stolonifera
CYP82 a Pisum sativum
CYP83 a Arabidopsis thaliana
CYP84 ferul·tsynthasa Arabidopsis thaliana
CYP85 a (syntÈza brassinosteroid˘?) Lycopersicon esculentum
CYP86 a Arabidopsis thaliana
CYP88 a (syntÈza gibberellin˘?) Zea mays
CYP89A2 a Arabidopsis thaliana
CYP90 kathasteron 23-hydroxylasa Arabidopsis thaliana
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Tabulka I ñ pokraËov·nÌ

Rodina/podrodina N·zev enzymu Rostlinn˝ druh
cytochromu P450

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

a Nezn·m˝, b HBOA ñ 2-hydroxy-1,4-benzoxazin-3-on, c 2-OI hydroxylasa ñ indolin-2-on hydroxylasa, upraveno podle cit.22

movan˝ch rekombinantnÌm cytochromem P450 CYP71A1
z avok·da38, coû potvrdilo, ûe CYP71A1 avok·da je za deme-
thylaci uvedenÈho substr·tu zodpovÏdn˝. RekombinantnÌ
rostlinn· cinnam·t-4-hydroxylasa CYP73A (EC 1.14.13.11.)
(z hlÌz Helianthus tuberosus) produkovan· takÈ v kvasink·ch
je sice vysoce specifick· k p¯irozenÈmu substr·tu32,39,40, ale
demethyluje rovnÏû herniarin39,40, hydroxyluje 2-naftoovou
kyselinu32,41a oxygenuje dalöÌch pÏt xenobiotick˝ch substr·t˘
zahrnujÌcÌch herbicid chlorotoluron39,40. PodobnÏ jako ¯ada
ûivoËiön˝ch cytochrom˘ P450, jsou i rostlinnÈ cytochromy
P450 inducibilnÌmi enzymy. Takov˝m z·stupcem je nap¯.
inducibilnÌ CYP76B1, jenû byl izolov·n z Helianthus tubero-
sus. Je enzymem, kter˝ katalyzuje dealkylaci modelovÈho
xenobiotika 7-ethoxykumarinu a metabolizuje takÈ xenobio-
tika dalöÌ (alkoxykumariny, alkoxyresorufiny) a nÏkolik her-
bicid˘ na b·zi fenylmoËoviny42. DalöÌm z·stupcem rostlin-
n˝ch enzym˘, kter˝ oxiduje herbicidy skupiny fenylmoËo-
viny, je produkt genu CYP cDNA pro CYP71A10 (cit.43).
Cytochrom P450 izolovan˝ z mikrosom˘ cibulek tulip·n˘
(Tulipa fosteriana) rekonstituovan˝ s NADPH:cytochrom
P450 reduktasou katalyzuje oxidaci xenobiotik N-nitrosami-
n˘, azobarviv a aminopyrinu36,44ñ46. S prudk˝m rozvojem mo-
lekul·rnÌ biologie lze jen doufat, ûe bude p¯ipraveno daleko
vÏtöÌ mnoûstvÌ rekombinantnÌch rostlinn˝ch cytochrom˘ P450,
kterÈ mohou b˝t snadnÏji purifikov·ny, a u nichû m˘ûe b˝t
p¯esnÏji objasnÏna jejich substr·tov· specifita v˘Ëi cizorod˝m
substr·t˘m.

2.1.2. Peroxidasy

Peroxidasy (EC 1.11.1.7) jsou  enzymy, kterÈ redukujÌ
peroxid vodÌku (nebo jinÈ peroxidy) za souËasnÈ oxidace dalöÌ
slouËeniny (endogennÌ i xenobiotika). FunkcÌ spoleËnou pro
vöechny peroxidasy je schopnost detoxikovat H2O2. Spektrum
slouËenin, kterÈ se spolu˙ËastnÌ rozkladu H2O2 je velmi öirokÈ.
Svou öirokou substr·tovou specifitou se peroxidasy blÌûÌ MFO
systÈmu obsahujÌcÌmu cytochrom P450 jako termin·lnÌ oxida-
su. Substr·ty jsou l·tky organickÈ i anorganickÈ. Mezi nejlepöÌ
substr·ty peroxidas lze ¯adit fenoly a aromatickÈ aminy47,48.
Dlouhou dobu nebyly peroxidasy p¯Ìmo za¯azov·ny mezi
enzymy 1. f·ze biotransformace xenobiotik, v souËasnosti je
vöak zn·mo, ûe sv˝mi reakcemi na metabolismu xenobiotik
participujÌ, a to jak v organismech ûivoËiön˝ch (nap¯ peroxi-
dasa prostaglandin H synthasa ledvin a moËovÈho mÏch˝¯e)49,
tak p¯edevöÌm v rostlin·ch. Jejich obsah v rostlin·ch je totiû
vysoce v˝znamn˝.

Typickou vlastnostÌ peroxidas je schopnost katalyzovat
velkÈ mnoûstvÌ r˘zn˝ch typ˘ reakcÌ:

ñ klasickÈ peroxidasovÈ redoxnÌ reakce (vedoucÌ k dehy-
drogenaci),

ñ halogenace a dehalogenace (halogenperoxidasy, thyroid
peroxidasa),

ñ oxidace halogenid˘ (myeloperoxidasa),
ñ oxidaËnÌ kondenzace aromatick˝ch amin˘,
ñ oxidaËnÌ polykondenzace fenolu a jeho deriv·t˘ (vznik

ligninu),
ñ dekarboxylaËnÌ reakce (nap¯. dekarboxylace kyseliny in-

dolyloctovÈ),
ñ oxidaËnÌ ötÏpenÌ azoskupiny (vznik diazoniovÈho iontu),
ñ disproporcionace peroxidu vodÌku (peroxidasy a ned·vno

nalezen· katalasa-peroxidasa),
ñ oxygenace, hydroxylace,
ñ N- a O-demethylace.

Peroxidasy jsou vÏtöinou hemoglykoproteiny50, jejichû pro-
stetickou skupinu tvo¯Ì obvykle ferriprotoporfyrin IX. éelezo
tÈto skupiny je pentakoordinovanÈ51,52, p¯iËemû p·t˝ ligand
tvo¯Ì dusÌk histidinovÈho zbytku proteinovÈ Ë·sti enzymu.
ExistujÌ peroxidasy s pozmÏnÏn˝m porfyrinov˝m skeletem
nebo v nich porfyrinov˝ skelet dokonce chybÌ. TakovÈ pero-
xidasy obsahujÌ nap¯. ionty manganu (Mn2+) nebo vanadu
(V5+) (cit.50). Pr·vÏ podle charakteru aktivnÌho mÌsta jsou
peroxidasy ËlenÏny do t¯Ì skupin ñ hemovÈ peroxidasy, vana-
dovÈ peroxidasy a ostatnÌ peroxidasy. NejpoËetnÏjöÌ je skupi-
na peroxidas, jejichû katalytickÈ centrum obsahuje hem.

Obsah sacharid˘ se u jednotliv˝ch peroxidas velmi liöÌ.
RelativnÌ molekulov· hmotnost funkËnÌ peroxidasy se pohy-
buje v rozmezÌ 42 000ñ158 000 (cit.50).

O peroxidas·ch  je  zn·mo, ûe  se vyskytujÌ ve  velkÈm
mnoûstvÌ forem (pravdÏpodobnÏ izoenzym˘). Nap¯Ìklad k¯e-
nov· peroxidasa (HRP ñ horseradish peroxidase) se vyskytuje
ve Ëtrn·cti form·ch, laktoperoxidasa v öesti aû deseti, myelo-
peroxidasa ve t¯ech50,53. Jsou-li tyto formy skuteËn˝mi izoen-
zymy, kterÈ jsou d·ny i geneticky podmÌnÏn˝mi rozdÌly v pri-
m·rnÌ  sekvenci  aminokyselin  nebo jsou  to  formy vzniklÈ
posttranslaËnÌmi modifikacemi nenÌ zn·mo. Dokonce se zva-
ûuje, nejedn·-li se i o artefici·lnÌ rozdÌly zp˘sobenÈ extrakcÌ,
izolacÌ Ëi zp˘sobem stanovenÌ54.

RostlinnÈ peroxidasy vykazujÌ jasnou p¯Ìbuznost, coû vy-
pl˝v· z jejich aminokyselinov˝ch sekvencÌ. Peroxidasy k¯enu,
tu¯Ìnu, tab·ku a brambor jsou homolognÌ v rozmezÌ 36ñ50 %
(cit.51). Mezi kationtovou peroxidasou ¯edkve a k¯enovou
peroxidasou typu C byla dokonce nalezena 73ñ81 % homolo-
gie. KationtovÈ peroxidasy jsou vÌce konzervov·ny bÏhem
evoluce neû aniontovÈ.

V rostlinn˝ch buÚk·ch jsou peroxidasy bohatÏ zastoupe-
ny. Mohou b˝t buÔ volnÈ (p¯ÌtomnÈ v cytoplazmÏ, vakuol·ch,
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mezibunÏËnÈm prostoru) nebo v·zanÈ (v bunÏËnÈ stÏnÏ, plaz-
matickÈ membr·nÏ nebo organelov˝ch membr·n·ch). Vazba
m˘ûe b˝t iontov·, ale i kovalentnÌ. Distribuce souvisÌ s bazi-
citou peroxidas. Ve volnÈ formÏ jsou p¯edevöÌm aniontovÈ
formy, zatÌmco kationtovÈ jsou spÌöe v·zanÈ ve struktur·ch56.
Peroxidasy byly nalezeny prakticky ve vöech rostlinn˝ch ple-
tivech (ko¯eny, stonky, listy, jehlice a dalöÌ). Je zajÌmavÈ, ûe
se peroxidasov· aktivita v rostlin·ch zvyöuje v pr˘bÏhu st·r-
nutÌ a jako reakce na stres (biotick˝ jako virov·, mikrobi·lnÌ
infekce, poûer hmyzem aj., Ëi abiotick˝, nap¯. vysok· koncen-
trace solÌ, p¯Ìtomnost tÏûk˝ch kov˘, organick˝ch toxick˝ch
l·tek apod.)57,89,90. DalöÌ funkcÌ peroxidas v rostlin·ch je zapo-
jenÌ do regulace r˘stu. Peroxidasy z¯ejmÏ soustavnou reakcÌ
regulujÌ hladinu r˘stovÈho hormonu auxinu58 a jsou rovnÏû
klÌËov˝mi molekulami v procesech rychlÈ adaptace rostlin p¯i
zmÏnÏ vnÏjöÌho prost¯edÌ58. Peroxidasy lokalizovanÈ v bunÏË-
nÈ stÏnÏ se podÌlejÌ na vychyt·v·nÌ radik·l˘, kterÈ poökozujÌ
membr·ny. HrajÌ takÈ v˝znamnou roli p¯i vöech oxidaËnÏ-
-kondenzaËnÌch procesech tj. p¯edevöÌm procesech lignifika-
ce. P¯i r˘stu bunÏËnÈ stÏny jsou do nÌ upevÚov·ny monomery,
kterÈ se prost¯ednictvÌm peroxidasy ¯etÏzÌ, potÈ zesÌùujÌ, a tak
formujÌ matrix bunÏËnÈ stÏny. JinÈ peroxidasy (ligninperoxi-
dasa, manganperoxidasa) majÌ schopnost lignin depolymero-
vat. Tyto enzymy jsou sekretov·ny d¯evokazn˝mi houbami
(nap¯. Phanerochaete chrysosporium)59. Jsou ˙ËinnÈ v p¯emÏ-
nÏ ¯ady substr·t˘, kterÈ jsou typick˝mi xenobiotiky (nap¯.
benzo[a]pyren, pyren, benzo[a]anthracen, anthracen, poly-
chlorovanÈ fenoly, azobarviva)60. Ned·vno byly uvedenÈ pe-
roxidasy detegov·ny i v rostlinn˝ch buÚk·ch61. Jejich p¯Ìm·
˙loha p¯i biotransformaci xenobiotik v rostlin·ch vöak dopo-
sud nebyla prok·z·na.

ZajÌmav˝ je enzym nalezen˝ v plÌsni bÌlÈ hniloby, p¯emÏ-
ÚujÌcÌ deriv·t anthracenu ñ barvivo Remazol Brilliant Blue R
(RBBR) (cit.62). I kdyû je v literatu¯e oznaËov·n jako RBBR-
-oxidasa nebo RBBR-oxygenasa, d˘kaz, ûe skuteËnÏ pat¯Ì do
skupiny oxidas Ëi oxygenas dosud chybÌ. Vzhledem k tomu,
ûe k p¯emÏnÏ RBBR jako substr·tu je nezbytn· p¯Ìtomnost
peroxidu vodÌku, existuje re·ln˝ p¯edpoklad, ûe jde o zvl·ötnÌ
typ peroxidasy62. P¯esn˝ mechanismus, stejnÏ jako struktura
enzymu, nejsou dosud zn·my. Enzym vykazujÌcÌ aktivitu k uve-
denÈmu substr·tu (RBBR) byl nalezen i v buÚk·ch urËit˝ch
rostlinn˝ch druh˘63.

V praxi byly nÏkterÈ rostlinnÈ peroxidasy uûity p¯i dekon-
taminaci p˘d obsahujÌcÌch fenolovÈ slouËeniny. V jin˝ch ex-
perimentech byl detoxikaËnÌ efekt zprost¯edkovan˝ peroxida-
sami obsaûen˝mi v rostlinnÈ tk·ni zjiötÏn nejen pro fenoly64,65,
ale i pro aromatickÈ aminy66. UvedenÈ slouËeniny byly oxido-
v·ny na volnÈ radik·ly nebo na chinony a chinoniminy. Tyto
reaktivnÌ oxidaËnÌ produkty d·le reagovaly a poskytovaly
oligomery nerozpustnÈ ve vodÏ. V p˘dnÌm prost¯edÌ se pak
takovÈ produkty v·zaly na humus, ËÌmû v˝raznÏ poklesla
toxicita  v˝chozÌch  l·tek67,68. Klibanov  se spolupracovnÌky
(cit.69) navrhli, ûe by oxidaËnÌ reakce zprost¯edkov·vanÈ k¯e-
nov˝mi peroxidasami mohly b˝t vyuûÌv·ny pro odstranÏnÌ
fenol˘, anilin˘ a jin˝ch aromatick˝ch slouËenin z vodn˝ch
roztok˘. StejnÈ reakce byly takÈ testov·ny p¯i dekontaminaci
p˘dnÌch sediment˘. ZpÏtnÈ uvolÚov·nÌ detoxikovan˝ch polu-
tant˘ z oligomer˘ nebo humusu probÌh· jen ve velmi malÈm
mÏ¯Ìtku, proto by oxidaËnÌ reakce mohly b˝t povaûov·ny za
snadn˝ a bezpeËn˝ zp˘sob dekontaminace. K¯enovÈ peroxi-
dasy jsou rostlinn˝mi enzymy, kterÈ jsou v souËasnosti nejvÌce

studov·ny z hlediska jejich potenci·lnÌho vyuûitÌ k odstraÚo-
v·nÌ polutant˘ z prost¯edÌ.

2.1.2.1. Mechanismus katal˝zy peroxidasami

Charakteristick˝m rysem hemov˝ch peroxidas je jejich schop-
nost existovat v r˘zn˝ch oxidaËnÌch stavech. Dosud byly v li-
teratu¯e pops·ny n·sledujÌcÌ oxidaËnÌ stavy peroxidas50,70ñ73:
1. NativnÌ peroxidasa [hemovÈ ûelezo je v tomto stavu pero-

xidasy ve ferri formÏ (Fe3+)].
2. Redukovan· forma molekuly peroxidasy. V tÈ je hemovÈ

ûelezo ve ferro formÏ (Fe2+). EfektivnÌ oxidaËnÌ ËÌslo hemu
je dvÏ.

3. SlouËenina I. P¯i interakci nativnÌho enzymu s H2O2 nebo
jin˝m peroxidem (ROOH) se tvo¯Ì intermedi·t o dva oxi-
daËnÌ ekvivalenty vyööÌ neû nativnÌ (klidov˝) stav mole-
kuly. Jedn· se tedy o efektivnÌ oxidaËnÌ ËÌslo pÏt. Tento
intermedi·t je pokl·d·n za oxyferryporfyrinov˝ π-kation
radik·l, ve kterÈm je jeden oxidaËnÌ ekvivalent obsaûen ve
ferrylovÈm ûeleze (Fe4+) a druh˝ ekvivalent je v porfyri-
novÈm skeletu jako π-kation radik·l74,75. SlouËenina I je
nestabilnÌ intermedi·t s poloËasem rozpadu menöÌm neû
minuta. Tento intermedi·t je typick˝ pro mechanismus
p˘sobenÌ HRP a m· charakteristickou zelenou barvu.

4. SlouËenina ES. Tato forma peroxidas vznik· obdobnÏ jako
slouËenina I. Tvo¯Ì se pouze v nÏkter˝ch peroxidasach
(nap¯. v cytochrom c peroxidase) a m· charakteristickou
Ëervenou barvu. SlouËenina ES m· takÈ o dva oxidaËnÌ
ekvivalenty vÌce neû p¯Ìsluön· nativnÌ peroxidasa. Jeden
oxidaËnÌ ekvivalent je obsaûen v iontu Fe4+, ale druh˝ je
nesen nÏkterou aminokyselinou proteinovÈ Ë·sti molekuly
(nap¯. v cytochrom c peroxidase je to Trp 191, v prosta-
glandin H synthase Tyr 385) (cit.76,77).

5. SlouËenina II. Vznik· jednoelektronovou redukcÌ slouËe-
niny I nebo slouËeniny ES. CelkovÈ efektivnÌ ËÌslo je Ëty¯i.
PoloËas ûivota uvedenÈho intermedi·tu je vÏtöÌ neû jedna
hodina. SlouËenina II k¯enovÈ peroxidasy m· Ëervenou
barvu.

6. SlouËenina III. P¯i reakci nativnÌho enzymu se superoxi-
dov˝m anion radik·lem ( ) nebo p¯i reakci redukovanÈ
(ferro) formy peroxidasy s molekul·rnÌm kyslÌkem vznik·
slouËenina III (oznaËovan· tÈû jako oxyperoxidasa)78.

7. SlouËenina X. Tato forma peroxidas vznik· reakcÌ nati-
vnÌho enzymu s chloritanem (Cl ). PoloËas slouËeniny
X je nÏkolik dnÌ.

8. SlouËenina EOX. SlouËenina EOX vznik· interakcÌ ha-
logenid˘ (Xñ) se slouËeninou I.
NÏkterÈ v˝öe zmÌnÏnÈ stavy peroxidas jsou uvedeny na

obr·zcÌch 3ñ5.

2.1.2.1.1. Reakce katalyzovanÈ peroxidasami vyuûÌvajÌcÌ
H2O2 v nep¯Ìtomnosti O2, vyuûÌvajÌcÌ O2
a vyuûÌvajÌcÌ H2O2 i O2

Vazbou H2O2 nebo jinÈho peroxidu (ROOH) na nativnÌ
peroxidasu se tento enzym aktivuje. Vznik· slouËenina I (p¯Ì-
padnÏ slouËenina ES), kter· je o dva oxidaËnÌ ekvivalenty nad
nativnÌm enzymem74,75. Tato slouËenina nese aktivovan˝ kys-
lÌk. V nativnÌ peroxidase je ûelezo pentakoordinovanÈ51,52,
proxim·lnÌm ligandem je dusÌk histidylovÈho zbytku protei-
novÈ molekuly. Po reakci s H2O2 vznik· ferrylporfyrinov˝

O2

–

O2

–
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π-kation radik·l (slouËenina I), ve kterÈm je na mÌstÏ öestÈho
ligandu v·z·n aktivovan˝ kyslÌk. Vzhledem k tomu, ûe ûelezo
v oxidaËnÌm ËÌsle pÏt (V) nenÌ st·lÈ, vyskytuje se ve slouËeni-
nÏ I i ES v oxidaËnÌm ËÌsle Ëty¯i (IV) a chybÏjÌcÌ ekvivalent je
p¯Ìtomn˝ buÔ na hemu (v p¯ÌpadÏ slouËeniny I) nebo na
aminokyselinovÈm zbytku proteinu, nejËastÏji Trp a Tyr (v p¯Ì-
padÏ slouËeniny ES).

ReakcÌ slouËeniny I (p¯ÌpadnÏ ES) se substr·tem (donorem
elektron˘) vznik· slouËenina II (cit.74,75) a radik·l substr·tu.
TÌmto elektronem se doplnÌ deficit na porfyrinovÈm skeletu
nebo na aminokyselinovÈm zbytku. Bylo zjiötÏno, ûe slouËe-
nina I oxiduje substr·t 10ñ100◊ rychleji neû slouËenina II
(cit.79). Cyklus se uzavÌr· reakcÌ slouËeniny II s dalöÌ moleku-
lou substr·tu, p¯iËemû se obnovÌ peroxidasa v z·kladnÌm,
nativnÌm stavu (obr. 3).

Radik·ly vzniklÈ jednoelektronovou oxidacÌ substr·tu pak
mohou reagovat buÔ za vzniku polymeraËnÌch nebo oxidaË-
nÌch produkt˘:

2 AHï → AHñAH

2 AHï → AñA + H2

2 AHï → A + AH2

Peroxidasov˝ cyklus odpovÌd· modifikovanÈmu ping-pon-
govÈmu mechanismu, kterÈho se ˙ËastnÌ dvÏ molekuly reduk-
ËnÌho a jedna molekula oxidaËnÌho substr·tu. Oxidace sub-
str·tu (AH2) peroxidasami je zprost¯edkov·na dvÏma jedno-
elektronov˝mi p¯enosy. ExistujÌ  vöak v˝jimky. Bylo totiû
zjiötÏno, ûe nap¯. jodidy jsou oxidov·ny slouËeninou I thyroid-
peroxidasy reakcÌ p¯en·öejÌcÌ dva elektrony. V tomto p¯ÌpadÏ
nenÌ slouËenina II intermedi·tem reakce. PodobnÏ mohou b˝t
oxidov·ny i aromatickÈ sulfidy na sulfoxidy. Stabilita slou-
Ëeniny I z·visÌ na koncentraci H2O2. V nep¯Ìtomnosti re-

dukËnÌho substr·tu je peroxidasa velk˝m mnoûstvÌm peroxidu
degradov·na.

Obr. 3. ReakËnÌ mechanismus peroxidasy za ˙Ëasti H2O2

Obr. 4. Reakce vzniku slouËeniny III za p¯Ìtomnosti O2

Obr. 5. Vznik superoxidovÈho anionradik·lu reakcÌ radik·lu s ky-
slÌkem
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NÏkterÈ slouËeniny mohou b˝t oxidov·ny peroxidasou
i v nep¯Ìtomnosti peroxidu. Jedn· se nap¯. o hydrochinony,
naftochinony a kyselinu indolyloctovou80,81. Moûn˝ mecha-
nismus reakcÌ je zn·zornÏn na obr·zku 4. P¯edpokl·d· se
participace slouËeniny III.

Reakce, p¯i kter˝ch se vyuûÌv· H2O2 i O2 jsou zdrojem
¯etÏzov˝ch reakcÌ. Radik·ly vzniklÈ z donor˘ elektron˘ jed-
noelektronovou oxidacÌ za p¯Ìtomnosti H2O2 jsou nestabilnÌ
a je-li p¯Ìtomen kyslÌk, reagujÌ s nÌm. Tato reakce n·slednÏ
generuje superoxidov˝ anionradik·l, kter˝ s·m oxiduje jinÈ
molekuly donor˘ elektron˘. Uveden˝m zp˘sobem jsou zaha-
jov·ny ¯etÏzovÈ reakce voln˝ch radik·l˘ (obr. 5). Nap¯Ìklad
oxidace NADH na NAD+ m˘ûe probÌhat touto cestou, p¯iËemû
enzymov· oxidace NADH je daleko mÈnÏ efektivnÌ neû radi-
k·lovÈ ¯etÏzovÈ procesy. Vznikl˝ radik·l (NADï) redukuje O2
na ï za vzniku NAD+, n·sleduje jednoelektronov· oxidace
dalöÌ molekuly NADH pomocÌ ï za vzniku NADï a cel˝
cyklus se opakuje82.

O peroxidas·ch (konkrÈtnÏ nap¯. HRP) je zn·mo, ûe za
p¯Ìtomnosti H2O2 i O2 katalyzujÌ takÈ reakce, p¯i nichû doch·zÌ
k inkorporaci kyslÌku do molekuly substr·tu (hydroxylaËnÌ
a oxygenaËnÌ reakce). NÏkterÈ takovÈ reakce vyûadujÌ p¯Ìtom-
nost kosubstr·tu, p¯iËemû zahrnujÌ jednoelektronovou oxidaci
tohoto kosubstr·tu na radik·l. Ten pak reaguje s biatomickou
molekulu kyslÌku za tvorby peroxylovÈho radik·lu (ROOï),
jenû je zodpovÏdn˝ za inkorporaci kyslÌku do molekuly sub-
str·tu83,84. HRP takÈ katalyzuje nÏkterÈ reakce typickÈ pro
cytochrom P450 (nap¯. N-dealkylace, hydroxylace benzylme-
thylenovÈ skupiny). Ve vÏtöinÏ tÏchto p¯Ìpad˘ nenÌ zdrojem
inkorporovanÈho atomu kyslÌku peroxid vodÌku ani moleku-
l·rnÌ kyslÌk. P¯edpokl·d· se, ûe pro takovÈ reakce je jako zdroj
kyslÌku vyuûÌv·na molekula vody85.

2 . 2 . V ˝ z n a m c y t o c h r o m ˘ P 4 5 0
a p e r o x i d a s v o x i d a c i x e n o b i o t i k
v r o s t l i n · c h

P¯esn· funkce a ˙Ëinnost rostlinn˝ch peroxidas a cytochro-
m˘ P450 v prvÈ f·zi biotransformace xenobiotik nenÌ dosud
zcela jasn·. Je st·le otev¯enou ot·zkou, zda za oxidaËnÌ reakce
v rostlin·ch zodpovÌdajÌ p¯edevöÌm cytochromy P450, podob-
nÏ jako u ûivoËich˘, nebo hrajÌ v oxidaci xenobiotik majoritnÌ
˙lohu peroxidasy34ñ36,86ñ88.

Po srovn·nÌ metabolismu benzo[a]pyrenu rostlinn˝mi mi-
krosom·lnÌmi enzymy a peroxidasami byla jiû v roce 1991
vyslovena hypotÈza o majoritnÌ ˙loze peroxidas p¯i transfor-
maci tohoto a eventu·lnÏ i dalöÌch xenobiotik v rostlin·ch34.
HypotÈza byla zaloûena na nÏkolika faktech. ReakËnÌ i sub-
str·tov· specifita  rostlinn˝ch  peroxidas v˘Ëi slouËenin·m,
kterÈ jsou pro rostliny xenobiotiky, jsou velice öirokÈ. Naopak
membr·nov˝ systÈm rostlinn˝ch cytochrom˘ P450 vykazuje
uûöÌ substr·tovou specifitu. Cytochromy P450 se vyskytujÌ
pouze v mikrosom·lnÌ bunÏËnÈ frakci, a navÌc ve velmi nÌz-
k˝ch koncentracÌch. Naproti tomu se peroxidasy nach·zejÌ ve
vöech Ë·stech rostliny a v daleko vyööÌch koncentracÌch. Jsou
p¯Ìtomny v intracelul·rnÌm i extracelul·rnÌm prostoru a jsou
dokonce Ëasto transportov·ny i do mÌsta p˘sobenÌ. Afinita
rostlinn˝ch peroxidas k exogennÌm substr·t˘m je vysok·. P¯i
studiu metabolismu xenobiotik rostlinn˝mi systÈmy byla po-
zorov·na vÏtöÌ podobnost metabolit˘ nÏkolika xenobiotik

(nap¯. pr·vÏ uvedenÈho benzo[a]pyrenu) in vivo s metabolity
vytvo¯en˝mi in vitro peroxidasami neû s produkty cytochromu
P450 (cit.34).

Zda-li skuteËnost odpovÌd·  uvedenÈmu  hypotetickÈmu
p¯edpokladu nenÌ vöak dosud experiment·lnÏ dostateËnÏ ovÏ-
¯eno. HypotÈza byla podpo¯ena nap¯. v˝sledky zjiötÏn˝mi
v naöÌ laborato¯i. Jedn· se o n·lez, ûe aktivita peroxidas rost-
linn˝ch bunÏk v tk·Úov˝ch kultur·ch koreluje se schopnostÌ
oxidovat polychlorovanÈ bifenyly (PCB) (cit.63). V˝sledky
je vöak nutnÈ doplnit poznatky o obsahu a aktivitÏ cytochro-
m˘ P450 v uveden˝ch tk·Úov˝ch kultur·ch a jejich vzta-
hu k degradaci PCB a o pozn·nÌ oxidace tÏchto l·tek izolo-
van˝mi enzymy in vitro. Situace v rostlinn˝ch buÚk·ch je
z¯ejmÏ daleko sloûitÏjöÌ. DalöÌ nejnovÏjöÌ poznatky totiû na-
opak prokazujÌ, ûe za oxidaci jin˝ch xenobiotik (N-nitrosami-
n˘ a azobarviva Sudanu I) jsou v rostlinn˝ch mikrosomech
zodpovÏdnÈ p¯edevöÌm cytochromy P450 (cit.36). Tato studie
tedy naopak svÏdËÌ o vÏtöÌm v˝znamu rostlinn˝ch cytochrom˘
P450.

Pro vysvÏtlenÌ p¯esnÈ ˙lohy peroxidas a cytochrom˘ P450
v metabolismu endogennÌch a exogennÌch substr·t˘ u rostlin
jsou tedy rozhodnÏ nutnÈ dalöÌ studie16. NezodpovÏzenÈ ot·z-
ky se t˝kajÌ p¯edevöÌm p¯esnÈ substr·tovÈ specifity izolova-
n˝ch cytochrom˘ P450 a izolovan˝ch rostlinn˝ch peroxidas
a srovn·nÌ metabolismu nÏkolika dalöÌch typ˘ xenobiotik in
vivo s konverzÌ tÏchto slouËenin  izolovan˝mi  rostlinn˝mi
enzymy in vitro. Jedn· se o studium ˙lohy pr·vÏ uveden˝ch
dvou hemov˝ch enzym˘ (cytochrom˘ P450 a peroxidas) rost-
lin, a to p¯i biotransformaci vybran˝ch typ˘ xenobiotik; i) vy-
soce toxick˝ch (karcinogennÌch) slouËenin a ii) rekalcitrant-
nÌch chemik·liÌ, kterÈ pat¯Ì mezi tÏûko odbouratelnÈ residu·lnÌ
kontaminanty ve sloûk·ch ûivotnÌho prost¯edÌ.

3. Z·vÏr

Pozn·nÌ ˙lohy rostlinn˝ch enzym˘ (cytochrom˘ P450 a pe-
roxidas) p¯i p¯emÏnÏ r˘zn˝ch typ˘ chemick˝ch slouËenin in
vitro, zapojenÌ tÏchto enzym˘ do metabolismu cizorod˝ch
l·tek v rostlinn˝ch buÚk·ch in vivo a urËenÌ metabolit˘ tÏchto
reakcÌ a jejich potenci·lnÌ toxicity, je d˘leûitÈ nejen pro z·-
kladnÌ v˝zkum, ale je v˝znamnÈ i z praktickÈho hlediska. Je
totiû moûnÈ do budoucna poËÌtat s vyuûitÌm poznatk˘ z tÈto
oblasti p¯edevöÌm k odstraÚov·nÌ cizorod˝ch l·tek z rozliË-
n˝ch sloûek ûivotnÌho prost¯edÌ. Bioremediace prost¯ednic-
tvÌm mikroorganism˘ je v dneönÌ dobÏ pouûÌv·na v öirokÈm
mÏ¯Ìtku v zahraniËÌ i v naöÌ republice. VyuûitÌ rostlin pro
podobnÈ ˙Ëely ñ fytoremediace ñ vöak zatÌm tak öirokÈ uplat-
nÏnÌ nenaöla, je vöak povaûov·na ze velice perspektivnÌ oblast
v˝zkumu i aplikace (cit.91). Je tomu tak proto, ûe metabolismus
cizorod˝ch l·tek v rostlin·ch nebyl zdaleka tak podrobnÏ
studov·n a vhodnÈ rostlinnÈ druhy tak ani nemohly b˝t pro
remediaci vybr·ny. Pozn·nÌ osudu xenobiotik p¯i jejich bio-
transformaci v rostlin·ch je tedy pro moûnost a urychlenÌ
praktickÈho vyuûitÌ rostlin a pop¯ÌpadÏ jejich enzymovÈho
apar·tu samotnÈho v remediaci nezbytnÈ.

Auto¯i dÏkujÌ za podporu GrantovÈ agentu¯e »R (grant
203/99/1628) and Ministerstvu ökolstvÌ, ml·deûe a tÏlov˝cho-
vy »R (grant VS 96141).
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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-
mes P450 as terminal oxidases and peroxidases belong to the
enzymes of phase 1. These enzymes, in addition to other
functions, probably play an important role in the metabolism
of xenobiotics in plants. The mechanisms of detoxification are
described.
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