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ABSTRAKT

V nepfeberném mnozstvi rozlicnych sekundarnich metaboliti rostlin zaujimaji
isoflavonoidy zvlastni postaveni diky Sirokému spektru svych biologickych ucinki. V literatuie
je rozsahle pojednén pozitivni efekt téchto znamych fytoestrogen na lidské zdravi, vCetné
prevence rakoviny a zmiréni menopauzalnich symptomi u Zen, na druhou stranu jsou
diskutovdna také potencidlni rizika spojend s jejich konzumaci. Znacny vyznam maji
isoflavonoidy pro rostliny samotné zvlasté v obrané pied patogeny a v navozovani rhizobialni
symbiosy. Isoflavonoidy jsou produkované v jedné z vétvi fenylpropanoidové drahy predevSim
rostlinami z ¢eledi bobovitych (Fabaceae, syn. Leguminoseae), v soucasnosti je znamo navic 59
dalSich rostlinnych celedi, v nichz byly isoflavonoidy rovnéz nalezeny. Kompletni popis
biosyntetické drahy téchto pfirodnich latek i jejiho genetického pozadi ptredstavuje vyzvu pro
metabolické inZenyrstvi biosyntézy isoflavonoidi zvlasté v hospodatsky vyznamnych plodinéch,
které ptirozené isoflavonoidy neprodukuji.

Tato bakalarska prace je literdrni teSerSi, jejimz cilem je nahlédnout problematiku
isoflavonoidd v nebobovitych rostlinach z pohledu biochemie, molekulédrni biologie, rostlinné
fyziologie a farmakognosie, shrnout dosavadni poznatky a nastinit moznosti praktické aplikace
téchto znalosti v oblasti metabolického inzenyrstvi biosyntézy isoflavonoidi.

Klic¢ova slova:

Isoflavonoidy, bobovité a nebobovité rostliny, fenylpropanoidova draha, isoflavonsynthasa
(IFS), cytochrom P450, fytoalexiny, fytoanticipiny, rhizobidlni symbiosa, fytoestrogeny,
metabolické inzenyrstvi.

ABSTRACT

Amidst the vast number of diverse secondary metabolites of plants, isoflavonoids occupy
a special place due to the wide range of their biological activities. The literature deals
extensively with the positive effect of these well-known phytoestrogens on human health,
including cancer prevention and the mitigation of menopause symptoms, as well as with the
potential risks associated with their consumption. Isoflavonoids have considerable importance
for plants themselves, particularly in the defence against pathogens and in the induction of
rhizobial symbiosis. Isoflavonoids are produced in one of the branches of the phenylpropanoid
pathway, chiefly by leguminous plants (Fabaceae family, syn. Leguminoseae family). In
addition, 59 other families are known in which isoflavonoids have also been discovered. A
complete description of biosynthetic pathway of these natural products and of the genetic
background of this biosynthesis, constitutes a challenge in the metabolic engineering of
1soflavonoid biosynthesis, especially in the case of crop-plants that are not natural producers of
isoflavonoids.

This Bachelor’s thesis comprises a literature survey aiming to treat the topic of
isoflavonoids in non-leguminous plants from the viewpoints of biochemistry, molecular biology,
plant physiology and pharmacognosy; to summarise present knowledge; and to outline its
potential applications in the metabolic engineering of isoflavonoid biosynthesis.

Keywords:

Isoflavonoids, leguminous and non-leguminous plants, phenylpropanoid pathway, isoflavone
synthase (IFS), cytochrome P450, phytoalexins, phytoanticipins, rhizobial symbiosis,
phytoestrogens, metabolic engineering.
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1. UVOD

Isoflavonoidy predstavuji skupinu nizkomolekuldrnich sekundarnich metabolith
produkovanych pfedevsim rostlinami z ¢eledi bobovitych (Fabaceae, syn. Leguminosae). Diky
Siroké paleté svych biologickych uc¢inki vyvolaly isoflavonoidy v poslednich dvaceti letech
mimofadny zajem rostlinnych fyziologih a farmakologl. Isoflavonoidy se uplatiuji jako
fytoalexiny, fytoanticipiny, insekticidy a chemoatraktanty pfi navozovani rhizobialni symbiosy.
Znacnou pozornost zasluhuji rovnéz pro svou fytoestrogenni aktivitu a jako zdravi prospésna
soucast lidské stravy s antiviralnim, antioxidativnim a kanceroprotektivnim ptisobenim.

Jejich objeveni jakoZto biologicky aktivnich pfirodnich latek spadd do poloviny
devatenactého stoleti, kdy se Reinschovi a Hlasiwetzovi podafilo izolovat z kotfenli legumindzy
jehlice trnité (Ononis spinosa L.) isoflavonoid ononin. Prvni doklady o vyskytu isoflavonoida
mimo celed bobovitych rostlin pochdzi zptelomu 19. a 20. stoleti. De Laire a Tiemann
publikovali roku 1893 izolaci iridinu z oddenki kosatce Iris florentina (Iridaceae) a v roce 1910
byl praci H. Finnemora prok4zéan vyskyt dalSiho isoflavonoidu, prunetinu, v kife dfevin rodu
Prunus (Rosaceae; citovano dle Veitch, 2007). K sou¢asnému datu je dle Veitche (2007) a
Lapcika et al. (2007) znamo pfiblizné 1600 rtznych isoflavonoidl, z nichz bylo alespon 225
popséano v 59 riznych nelegumindznich celedich.

Ve své bakalaiské praci jsem shrnula dosavadni znalosti o fytochemii isoflavonoidd,
molekularni podstaté¢ jejich biosyntézy a o jejich vyskytu napfi¢ rostlinnym spektrem, s diirazem
kladenym na nebobovité rostliny, které byvaji jakozto mén¢ vyznamni producenti isoflavonoida
Casto nepravem piehlizeny. Diskutovala jsem vyznam isoflavonoidl pro rostlinnou fyziologii a
humanni medicinu a nastinila moznosti, jez skyta metabolické inzenyrstvi jejich biosyntézy.

Do tajemstvi genetického pozadi biosyntézy isoflavonoidi jsem nahlédla také prakticky
na Ustavu experimentéalni botaniky AV CR, kde jsem se pokusila identifikovat gen kodujici
kliCovy enzym v biosyntéze isoflavonoidl, isoflavonsynthasu, ve vybranych nebobovitych
rostlindch (experimentalni ¢ast neni zahrnuta v bakaldiské praci). V budoucnu bych rada svymi
poznatky v problematice taxonomické distribuce isoflavonoidii obohatila dosavadni znalosti

ziskané pfedevsim metodami analytické chemie.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. CHEMIE ISOFLAVONOIDU

2.1.1. Struktura a klasifikace isoflavonoidu

Isoflavonoidy jsou rozsdhlou podskupinou polyfenolickych biologicky aktivnich
pfirodnich produkti flavonoida c¢itajicich ptiblizn€ 5000 rGznych struktur. Patnactiuhlikovy
skelet isoflavonoidii (Ce-C3-Cg) je formalné odvozen od 1,2-difenylpropanu (Reynaud et al.,
2005, viz Obr. 1)

a) 1,2-difenylpropan b) flavon (2-fenylchromen-4-on)  ¢) isoflavon (3-fenylchromen-4-on)

Obr. 1: Difenylpropanovy skelet (a), zakladni skelet flavonu (b) a isoflavonu (c)

V rostliné se isoflavonoidy vyskytuji ve formé volnych aglykonli, méné Casto ve formé
glykosidii jako konjugéty s glukosou, rhamnosou ¢i apiosou. 7-O-glykosidy jsou nejbéznéjsi
zéasobni formou isoflavonoidl (Reynaud ef al., 2005). V télnich tekutinach konzumentl jsou pak
pritomny isoflavonoidy jako volné aglykony nebo jejich mono- a disulfaty, mono- a
diglukosiduronaty nebo sulfoglukosiduronaty (Dakora a Phillips, 1996).

Zakladni skelet molekul isoflavonoidi (3-fenylchromen-4-on) podléhd rozlicnym
substitucim (methylace, prenylace, hydroxylace, chlorace, ptipojeni aromatickych ¢i alifatickych
kyselin, aminoskupin apod.) a cyklizacim. Isoflavonoidy se vyskytuji v riznych oxida¢nich
stupnich, také ve form& dimerti a heterodimert (Reynaud et al., 2005).

Na zéklad¢ strukturni rozmanitosti jsou isoflavonoidy klasifikovany do nasledujicich
podskupin (Veitch, 2007): isoflavony, isoflavany, isoflavanchinony, isoflavanony, isoflav-3-eny,
rotenoidy, dehydrorotenoidy, 12a-hydroxyrotenoidy, pterokarpany, pterokarpeny, 6a-
hydroxypterokarpany, kumestany, kumaronochromony, 3-arylkumariny, 2- arylbenzofurany a
isoflavanoly (viz Obr. 2). Nejpocetn&jsimi skupinami isoflavonoidli jsou isoflavony a

pterokarpany.
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Obr. 2: Piehled jednotlivych skupin isoflavonoidi a jejich zakladni chemicka struktura. (Nakresleno v programu
ACD/ChemSketch podle Veitch, 2007)

2.1.2. Izolace a identifikace isoflavonoidu

Pti izolaci isoflavonoidii se pouziva rostlinny materidl jak cerstvy, tak suSeny Ci
lyofilizovany, pficemz oddenky, koteny, dievo a kiira jsou bohatSim zdrojem jejich aglykonli nez
listy a kvéty (Reynaud et al., 2005)*. Extrakce se provadi az ctrnactidenni maceraci pii
laboratorni teploté¢ rozpousténim ve vodnych roztocich ethanolu, methanolu, acetonu,
diethyletheru nebo ethylacetatu. Ziskany extrakt se dale zbavuje hydrofobnich latek
rozpousténim v hexanu ¢i jiném nepolarnim rozpoustédle a nasledné zpracovavd modernimi

technikami (Lankovéa, Diplomova prace 2007).

* Obsah isoflavonoidii v rostliné je vSak zavisly na fadé faktorti: pldnich a klimatickych
podminkach, druhu a stafi rostliny, pfitomnosti patogenii a symbiontti apod. (Dakora a Phillips,
2006).



V soucCasnosti je nejbéznéjsSi metodou identifikace isoflavonoidi vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) a hmotnostni spektrometrie (MS), Casto spojena s chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Pro identifikaci komplexnich molekul je vhodna
dvourozmérna nuklearni magneticka rezonance (2D-NMR). Uginnym nastrojem pro analytiku
isoflavonoidd je rovnéz kapilarni elektroforéza (CE) kombinované s ionizaci elektrosprejem a
hmotnostni spektrometrii (ESI-MS; Boland a Donnelly, 1996).

Vedle téchto Casto velmi nékladnych metod se jako velmi efektivni ukazaly metody
imunoanalytické — napf. fluorescenéni (FIA), fluorescencné-polarizacni (FPIA), enzymové
(ELISA), radioimunoanalyza (RIA) a dalsi (Lapcik ef al, 1999; Mackova, Diplomova prace
2004).

Stale rostouci citlivost analytickych metod umoziiuje izolovat a identifikovat
1soflavonoidy také z rostlin, v nichz se vyskytuji pouze ve stopovych mnozstvich nebo v nichz

ani nebyl jejich vyskyt o¢ekévan (Reynaud et al., 2005).



2.2. ISOFLAVONOIDY Z POHLEDU FYTOCHEMIE

2.2.1. Biosyntéza isoflavonoidi v rostlinach

Isoflavonoidy jsou v rostliné syntetizovany a dale modifikovany vjedné z vétvi
fenylpropanoidové drahy, ktera je klicovou metabolickou drahou vedouci k mnoha dal§im, pro
rostlinu dilezitym sekundarnim metabolitim jako jsou ligniny, kumariny, stilbeny, aurony,
kondenzované taniny a vSechny skupiny latek zahrnuté pod spole¢ny nazev flavonoidy

(chalkony, flavony, flavanony, flavonoly, flavan-3-oly, anthokyany apod.; viz Obr. 3).
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Obr. 3: Schematické znazornéni hlavnich vétvi fenylpropanoidové drahy. Enzymy a jejich kofaktory: PAL,
fenylalaninamoniaklyasa; CA4H, 4-hydroxylasa kyseliny skoficové (O,, cytochrom P 450, NADPH); CL,
kumaroyl-CoA ligasa (CoASH, ATP); CHS, chalkonsynthasa; CHI, chalkonisomerasa; CHR, chalkonreduktasa.
(Nakresleno v programu ACD/ChemSketch podle Buchanan ef al., 2002, Winkel-Shirley, 2001)
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Fenylpropanoidovd draha je odvozena od kyseliny Sikimové, resp. zni vznikajici
aminokyseliny fenylalaninu, ktery je ve ¢tyfech prvnich krocich konvertovan na chalkon. Od
ne¢ho vede metabolicka draha k flavanonim a nasledné isoflavonoidiim, v jejichz vzniku hraje
kli¢ovou roli enzym 2-hydroxyisoflavanonsynthasa (2HIS), v literatuie Castéji oznaCovan jako
isoflavonsynthasa (IFS; o IFS blize kap 2.3.). Tento enzym, patifici mezi cytochrom P450
monooxygenasy, méa schopnost katalyzovat unikatni migraci arylové skupiny (B-kruh) z polohy
C-2 do polohy C-3 na chromenovém skeletu flavanonti liquiritigeninu (7,4 -dihydroxyflavanon)
a naringeninu (5,7,4 -trihydroxyflavanon) a tim tvofit prvni isoflavonoidy ve zminéné draze —
isoflavony daidzein a genistein (v tomto potadi; Veitch, 2007). Zda se, ze potencialnim
prekursorem isoflavonoidii by mohl byt rovnéz 7-hydroxyflavanon (Kim et al., 2003; podrobny
popis vzniku isoflavonoidl viz Obr. 4).

Yu a McGonigle oznacuji za jeden z kritickych metabolith v popsané draze vedouci
k isoflavonoidiim flavanon naringenin, nebot” slouZi jako substrat pro fadu dalSich enzymd, které
IFS konkuruji. Kupfikladu u kukufice je znamo pét takovych enzymi, ovSem mechanismus
vétveni drahy a regulace piisluSnych reakci zatim zGstavaji nejasné (Yu a McGonigle, 2005).

Nasledné reakce vedouci k diverzifikaci isoflavonoidl nejsou, narozdil od prvniho kroku,
tj. syntézy isoflavonoidového skeletu, katalyzovany enzymy, jez by byly Uzce specifické
pro metabolismus isoflavonoidi. Diky Siroké substratové specifit¢ mohou nékteré z téchto
enzymu modifikovat vice riznych sloucenin a podstatné tak zvySovat mnoZstvi sekundéarnich
metabolitli v rostliné ,,navzdory” omezenému poctu zndmych gend, které je koduji (Lapcik,
2007; Schwab, 2003).

Mezi enzymy zapojené v modifikaci isoflavonoidi a vzniku struktur s biologicky
rozlicnymi funkcemi patfi mimojiné glykosyltransferasy, prenyltransferasy, oxidoreduktasy,
methyltransferasy a dalSi. Typickou modifikaéni reakci je napt. hydroxylace na C-2" ¢i C-3" B-
kruhu isoflavonti, kterou katalyzuji isoflavon2’-hydroxylasa (I2"'H) a isoflavon3’-hydroxylasa
(I3’H) nalezejici mezi cytochromy P450 z podrodiny CYPS1E (Veitch, 2007). Za produkci
isoflavonu formononetinu, klicového prekurzoru isoflavanli a fytoalexinli pterokarpanti (napf.
medikapinu), je zodpovédna S-adenosyl-L-methionin-dependentni 2,7,4 -trihydroxyisoflavanon
4’-O-methyltransferasa (HI4’OMT). Na rozdil od vzniku isoformononetinu neni pii produkci
formononetinu akceptorem methylu daidzein, jak se dfive pifedpokladalo, ale prekurzor
daidzeinu 2,7,4 -trihydroxyisoflavanon (Akashi et al., 2000; viz Obr. 4). Mnohé ze zminénych
enzymi a nékteré z genl, které tyto enzymy koéduji, byly popsany viadé bobovitych i

nebobovitych rostlin (Lapcik, 2007).
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2.2.2. Vyskyt isoflavonoidii nap¥i¢ rostlinnymi taxony

Isoflavonoidy jsou typickymi sekundarnimi metabolity rostlin z celedi bobovitych
(Fabaceae). 95% aglykont isoflavonoidnich struktur znamych do roku 1988 bylo popsano prave
v Celedi bobovitych a v dasledku toho isoflavonoidy dlouho slouZily jako chemotaxonomické
markery pro tuto Celed (Reynaud et al, 2005). V podstatné mens$i mife jsou zastoupeny
isoflavonoidy také v dalSich taxonech: vjedné celedi mechti (Bryopsida), tfech celedich
jehlicnant (Pinopsida), v 10 celedich jednodéloznych rostlin (Liliopsida) a 46 celedich
dvoudéloznych rostlin (Magnoliopsida; Mackova et al., 2006, Lapcik, 2007; viz Tab. 1).

V poslednich dvaceti letech byla diky znaénému pokroku analytickych metod
identifikovana fada novych isoflavonoidnich struktur. Zatimco v r. 1962 bylo popsdno pouhych
26 ruznych aglykont isoflavonoidi, v r. 1988 se jejich pocet zvysil na 630 a v r. 1993 na 870
ruznych isoflavonoidi (Reynaud et al., 2005); pocet nové objevovanych isoflavonoidl i celedi,
v nichz se vyskytuji, stale roste. V sou€asnosti je zndmo celkem asi 1600 riznych isoflavonoida
(v€etné¢ glykosidi), znichz alespont 225, ptedevSim isoflavoni, bylo popsano v 59
neleguminoznich celedich (Veitch, 2007; Lapcik, 2007). Vztah mezi taxony produkujicimi
isoflavonoidy vSak zlstava zcela nejasny.

Pfitomnost isoflavonoidii daidzeinu, genisteinu, biochaninu A a jejich derivatd v C-4’
nebo C-7 pozici byla pomoci HPLC-MS-SIM a ELISA metodami prokazana také v listech a
kvétnich stopkach modelové rostliny husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), a to 1 navzdory
skuteCnosti, ze vjejim genomu nebyl objeven ortholog dosud zndmych gent pro IFS
z bobovitych rostlin (Lapcéik ef al., 2006). Obsah zminénych isoflavonoidid se pohyboval
v rozmezi nékolik malo pg az 2,2 mg na kg suché hmotnosti (Lapcik et al., 2006).

Zdrojem isoflavonoidl jsou rovnéz n€které potraviny rostlinného ptivodu. Mald mnozstvi
isoflavonti byla detekovdna pfedevSim v tfeSilovém, rajCatovém, pomerancovém a
grapefruitovém dZzusu (Vitkova, Diplomova prace, 2005), v €aji a kavé (Mazur ef al., 1998), v
pivé (Rosenblum et al., 1992) a bourbonu (Gavaler et al., 1987); o zdrojich isoflavonoidi v
téchto napojich se vSak stidle vede diskuse. Mazur et al. dale provedli analyzu rtznych
bobovitych i nebobovitych plodin v¢etné nejbéznéjsiho ovoce, zeleniny, obilnin, olejnych semen
a ofechl. V nékterych neleguminodznich rostlindch prokazali pomoci GC-MS-SIM piitomnost

isoflavonil genisteinu a daidzeinu, ovSem ve srovnani s obsahem isoflavonli v legumin6zach se

jednalo pouze o nepatrna mnozstvi (Mazur et al., 1998).
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Trida Celed’ Pocet struktur
Bryopsida: Bryaceae 3
Pinopsida: Araucariaceae 2
Cupressaceae 8
Podocarpaceae 5
Liliopsida: Asphodelaceae 1
Cyperaceae 6
Eriocaulaceae 1
Iridaceae 52
Juncaceae 1
Liliaceae 4
Poaceae 1
Smilaceae 1
Stemonaceae 3
Zingiberaceae 2
Trida Celed’ Polet struktur  Celed’ Pocet struktur
Magnoliopsida: Amaranthaceae 3 Myricaceae 2
Apiaceae 4 Myristicaceae 13
Apocynaceae 1 Myrtaceae 6
Aclepiadaceae 12 Nymphaeaceae 1
Asteraceae 21 Nyctagicaeae 19
Bombacaceae 1 Ochnaceae 17
Brassicaceae 6 Papaveraceae 2
Cannabaceae 6 Polygalaceae 3
Caryophyllaceae 1 Polygonaceae 1
Celastraceae 1 Rhamnaceae 6
Chenopodiaceae 19 Rosaceae 5
Clusiaceae 3 Rutaceae 7
Connaraceae 1 Rubiaceae 3
Convolvulaceae 20 Sapotaceae 2
Crassulaceae 1 Scrophulariaceae 6
Cucurbitaceae 1 Solanaceae 1
Erythroxylaceae 8 Sterculiaceae 3
Euphorbiaceae 3 Urticaceae 1
Magnoliaceae 1 Verbenaceae 1
Malvaceae 2 Vitaceae 1
Melastomataceae 1 Violaceae 2
Menispermaceae 1 Zygophyllaceae 4
Moraceae 18

Tab. 1: Aktualni ptehled taxoni nebobovitych rostlin produkujicich isoflavonoidy; poéty rtiznych struktur
uvedené v tabulce se vztahuji pouze na aglykony. (Podle primarnich zdroju: Scogin, 1979; Meragelman ef al., 2005,
Moon, 2005; Koblovska, 2006; Ahmad, 2006; Kuanar, 2006; Chin, 2006; Guo et al., 2007 a sekundarnich zdroju:
Reynaud et al., 2005; Mackova et al., 2006; Lapcik, 2007).
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2.3. ISOFLAVONSYNTHASA

Skelet isoflavonoidii je syntetizovan z flavanont, které pfedstavuji prvni 2-
arylchromanovou strukturu ve fenylpropanoidové draze. Hydroxylace flavanonového prekurzoru
a kritickd oxidativni migrace arylu z polohy C-2 do polohy C-3 na chromenovém skeletu se
obecné popisuje jako dvoustupniovy proces s vysoce nestabilnim 2-hydroxyisoflavanonem
jakozto intermedidtem. Reakce tedy vyzaduje katalyz7u membranové vazanou 2-
hydroxyisoflavanonsynthasou (2HIS) a Vv principu rovnéz rozpustnou 2-
hydroxyisoflavanondehydratasou (2HID). Navzdory tomu se pii popisu celé reakce vzilo

oznaceni zuCastnéné¢ho enzymu isoflavonsynthasa (IFS; Veitch, 2007; viz Obr. 5)

OH OH
HO
HO 2
OH 02 2HIS O OO 2HID O
—_—
SN

R O
OH

R = H; Isoliquiritigenin R =H; (25)-liquiritigenin ~ 2-hydroxyisoflavanon R = H; Daidzein
R = OH; Chalconaringenin R = OH; (2S)-naringenin R = OH; Genistein

Obr. 5: Enzymaticky katalyzované reakce vedouci k produkci isoflavonoidii. Zkratky enzymi:
CHLI, chalkonisomerasa; 2HIS, 2-hydroxyisoflavanonsynthasa; 2HID, 2-hydroxyflavanondehydratasa (Nakresleno
v programu ACD/ChemSketch podle Veitch, 2007).

IFS byla objevena Grisebachovou skupinou na Univerzité ve Freiburgu v roce 1984 pfi
studiu enzymové aktivity v suspenznich kulturdch bunék soji (Glycine max) s pfidanym
elicitorem (Kochs a Grisebach, 1986). Skupina demonstrovala, Ze intramolekularni migrace
arylu v radioaktivné znaceném (25)-naringeninu je katalyzovdna NADPH- a O,- dependentnim
enzymem, ktery je lokalizovdn v membrané endoplasmatického retikula a je inhibovéan napf.
oxidem uhelnatym ¢i ancymidolem, tedy inhibitory specifickymi pro cytochrom P450
monooxygenasy (Kochs a Grisebach, 1986). Pro lipofilitu a pomérné tidky vyskyt se vSak IFS
dlouho nedafilo izolovat a identifikovat. Teprve v letech 1999 a 2000 se na zéklad¢ genomického
studia podafilo tfem na sobé nezavislym skupinam (Steele et al., 1999, Akashi ef al., 1999 a Jung
et al., 2000) potvrdit, ze IFS patii mezi cytochromy P450, a nésledné také klonovat
odpovidajici gen (Yu a McGonigle, 2005; blize viz dale kap. 2.3.4.).
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2.3.1. Cytochrom P450

Vsechny isoformy isoflavonsynthasy popsané k dneSnimu datu nélezi mezi cytochrom
P450 monooxygenasy z podrodiny CYP93C a jsou specificky oznacovany CYP93C1 pro séju
(Glycine max), CYP93C2 pro 1€koftici (Glycyrrhiza echinata L.), dalsi ptiklady lze nalézt pro
jiné bobovité rostliny a jedinou nebobovitou rostlinu — fepu (Beta vulgaris, Chenopodiaceae).
Shoda aminokyselinovych sekvenci kodovanych cytochromii P450 je vyssi nez 95%, at’ se jedna
o rostliny bobovité ¢i nebobovité (fepa; Veitch, 2007).

Cytochromy P450, v organismech Siroce rozsitené hem dependentni enzymy, katalyzuji
za vyuziti NADPH a/nebo NADH obrovské mnozstvi rozli¢nych oxidativnich reakci (Sawada et
al., 2002; Frank et al., 1996). Hemova prosteticka skupina je u vSech P450 kovalentn€ vazana na
cystein ve vysoce konzervované doméné pobliz C konce (Nelson et al., 1993). V soucasnosti
jsou dostupné rentgenove-krystalografické studie cytochromiit P450 pochézejicich z bakterii a
obratlovcl. Domény cytochromu P450 maji zna¢né konzervovanou strukturu skladajici se z a-
helixti a B-listli, ackoliv jednotlivé isoformy obvykle prokazuji tizkou substratovou specifitu a
striktni regiospecifitu pro oxidacni misto substratu (Sawada et al., 2002).

Sekvence vSech znamych CYP93C nesou typické znaky cytochrom P450 monooxygenas
vcetné ,,I* helixu vazajiciho O,, hem vézajicich motivli a konzervované PERF domény (model

aktivniho mista CYP93C viz Obr. 7; Yu a McGonigle, 2005).

2.3.2. Reakéni mechanismus IFS

Yu a McGonigle oznacili IFS za zahadny enzym vyznacujici se neobvyklou schopnosti
katalyzovat alespont dvé rizné reakce: hydroxylaci a migraci arylu. Pfesny mechanismus této
reakce vSak nadale zlstavd nejasny, nebot’ i pfes znacnou snahu dosud nebyla objasnéna
struktura IFS (krystalizace membranové vazanych proteinii je mimotfadné obtiznd; Yu a
McGonigle, 2005).

Reakéni mechanismus oxidativni konverze flavanonu liquiritegeninu na 2,7,4'-
trihydroxyflavanon byl zkouman v suspenznich bunécnych kulturach Pueraria lobata (Fabaceae)
s kvasinkovym extraktem jakozto elicitotem (Hakamatsuka et al., 1990). Experimenty s ['*C]-
chalkonem a [*H]-flavanonem potvrdily, Ze reakce sestava z dvou hlavnich krokd (viz vyse),
jejichz intermediat 2,7,4 -trihydroxyisoflavanon byl identifikovan hmotnostni a 'H NMR

spektroskopii. Uast cytochromu P450 na hydroxylaci spojené s migraci arylu byla opét

vvvvvv
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ptfedstavy, v nichz pfedpokladany mechanismus zahrnoval enol-epoxidaci flavanonu (Kochs a
Grisebach, 1986) ¢i epoxidaci postranni arylové skupiny (Crombie et al., 1984).

Reakce CYP93C vyzaduje interakce s NADPH:cytochrom P450 (cytochrom c)
reduktasou, kterd mu poskytuje elektrony ziskané redukci kofaktoru NADP. Predpoklada se, ze
mechanismus hydroxylace spojené s rekonstituci je zaloZen na pfitahovani vodiku v poloze C-3,
nasledovaném vznikem radikalu, pfesmykem arylu z polohy C-2 do polohy C-3 za souasné
hydroxylace na C-2 a okamzitou enzymatickou dehydrataci v poloze C-2 (Hakamatsuka et al.,
1990; viz Obr. 6).

Dehydratace 2-hydroxyisoflavanonil na isoflavony probihd spontanné, nasledkem cehoz
jsou tyto intermediaty téZzce detekovatelné. V urcitych podminkéach jsou vSak akumulovany
vrostliné a diky tomu se je podafilo izolovat z jetele Trifolium subterraneum (Wang et al.,
1998). Hakamatsuka et al. dokonce purifikoval 2-hydroxyisoflavanondehydratasu ze suspenzni
bunécné kultury Pueraria lobata s kvasinkovym extraktem jakozto elicitorem. Enzym je
jednoduchym polypeptidem o velikosti 38kDa a pH optimem 6,8 (Hakamatsuka et al., 1998).

U nebobovitych rostlin zOstdva nadale otdzkou, zda je spontdnni konverze 2-
hydroxyisoflavanonu dosti rychld na to, aby nedoSlo k jeho akumulaci v rostliné, nebo zda
rostlina disponuje jakousi univerzalni ,,flavonoiddehydratasou®, ktera je schopna dehydratovat
rozlicné struktury flavonoidi a isoflavonoidii. Navic zZadny z experimentii doposud nevyloucil
moznost, ze se IFS podili také na konverzi 2-hydroxyisoflavanonu na isoflavon (Yu a

McGonigle, 2005).

dehydratasa

©) ()

Obr. 6: Piedpokladany reakéni mechanismus oxidativni migrace arylu v biosyntéze isoflavondi katalyzované
cytochromem P450; (1) liquiritigenin, (2) 2,7,4 -trihydroxyisoflavanon (zkracené¢ 2-hydroxyisoflavanon), (3)
isoflavon genistein; IFS, isoflavonsynthasa. (Nakresleno v programu ACD/ChemSketch podle Hakamatsuka et al.,
1990).
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2.3.3. Modelace IFS

Sawada et al. se zaméfili na identifikaci aminokyselinovych zbytkli zodpovédnych za
vySe popsanou migraci arylu, kterd predstavuje novou kategorii reakci katalyzovanych
cytochromem P450, resp. proteiny z podrodiny CYP93C.

Na zéklad¢ jiz znamé 3D struktury cytochromu P450BM3 z Bacillus megaterium
(Ravichandran et al.,1993), jez byla odhalena rentgenovou krystalografii, a pomoci alignmentu
s n€kolika dal$imi proteiny zrodiny CYP93 zkonstruovali in silico homologni 3D model
CYP93C2. Neékolik klicovych aminokyselinovych zbytkh IFS pak bylo identifikovano
zakotvenim (25)- liquiritigeninu do modelované struktury CYP93C2 (viz Obr. 7).

Gln 106
L]

Arg 1{}4{;\'

p-sheet 1-4

(2.5)-Liquiritigenin
C-helix

Obr. 7: In silico generovana 3D-struktura aktivniho mista CYP93C2 snavazanym liquiritigeninem (Zlutg).
(Pfevzato od Sawada et al., 2002)

Vlastni vyzkum kli¢ovych aminokyselin byl zalozen na tvorbé proteinovych mutanti
exprimovanych v heterolognim kvasinkovém systému. S (2S5)-liquiritigeninem jako substratem
produkoval divoky typ enzymu 2,7,4 -trihydroxyisoflavanon a vedlejsi produkt 3,7,4'-
trihydroxyflavanon v poméru 92:8. V pfipadé mutanta, u né¢hoz byla provedena bodova mutace
vymeény Ser 310 v centru I-helixu za Thr, byly produkovéany 2,7,4’-trihydroxyisoflavanon,
3,7,4 -trihydroxyflavanon a 7,4’-dihydroxyflavon v poméru 57:36:7 v daném potadi, podil
vedlejsich produktt byl tedy signifikantn¢ zvysen. Pfi mutacni vyméné Lys 375 z konce B-listu
1-4 za Thr byl v8ak produkovan pouze 3,7,4 -trihydroxyflavanon, nikoliv isoflavon (Sawada et

al., 2002; viz Obr. 8).
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Obr. 8: Reakce katalyzované CYP93C a CYP93B vedouci k vy$e zminénym produktim. Zkratky enzym: IFS,
isoflavanonsynthasa; FNS 1I, flavonsynthasa II; F2H, (2S)-flavanon2-hydroxylasa; F3H, flavanon3p-hydroxylasa
(Pfevzato od Sawada et al., 2005).

Z popsaného experimentu jasné vyplynulo, ze Lys 375 proteinu CYP93C2 je esencialni
pro migraci arylu na molekule flavanonu: g-amino skupina Lys 375 je v tésné blizkosti (25)-
liquiritigeninu a mize interagovat s jeho hydroxylovou skupinou na C-7, pravdépodobné tedy
funguje jako kotva pro substrat. Role Ser 310 je vSak diskutabilni. Jeho ptitomnost namisto Thr
(ostatni proteiny z rodiny CYP93 maji na pozici 310 v centru I-helixu Thr a katalyzuji cetné
reakce syntézy flavonoidd, nikoliv vSak isoflavonoidil) patrné spoc¢iva v usnadnéni pfenosu arylu
z C-2 na C-3 na molekule flavanonu, nebot” poskytuje pro migraci vétsi prostor (Sawada et al.,
2002). Ve své rozsitujici praci z roku 2005 Sawada a Ayabe navic uvadi, ze Ser 310 umoziuje
substratu zaujmout spravnou pozici v aktivnim misté enzymu, aby mohlo dojit k pfitahovani
vodiku na C-3 a stejny efekt na spravné umisténi substratu predpokladaji také u Leu 371
(Sawada a Ayabe, 2005).

Presto Ser 310 ani Lys 375 (event. Leu 371) pravdépodobné nejsou jedinymi
aminokyselinovymi zbytky zodpovédnymi za inkriminovanou reakci v biosyntéze isoflavonoidu.
Dokladem je bodovy mutant CYP93B1 [(2S)-flavanon 2-hydroxylasa; Akashi et al., 1998], u
n¢hoz byl Thr v centru I-helixu i B-listu 1-4 zaménén za odpovidajici Ser 310 a Lys 375
z CYP93C2. Tento mutantni protein neprokazal katalytickou aktivitu v migraci arylu ani v
hydroxylaci C-3 flavanonového substratu (Sawada et al., 2002).

Krom¢ dalSich aminokyselinovych zbytki mutze byt rovnéz vyznamnym faktorem

determinujicim ¢innost enzymu jeho celkova konformace (Sawada et al., 2002).
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2.3.4. Geny kodujici IFS

Schopnost nékterych rostlinnych taxonti produkovat isoflavonoidy je dana piitomnosti
1soflavonsynthasy. Geny pro IFS pochdzejici ze 14 bobovitych rostlin a jednoho zastupce celedi
Chenopodiaceae — fepy (Beta vulgaris) byly identifikovany, klonovany, sekvenovany a zatazeny
do databaze GenBank na NCBI. V soucasnosti databdze GenBank a P450 Database Dr. Davida
Nelsona obsahuji 33 sekvenci gentt pro IFS (CYP93C) zleguminéz a ftepy, ztoho 19
kompletnich CDS a 14 c¢asteCnych CDS, navic byly do GenBank zatazeny také sekvence
promotord genil /FSI a IFS2 (viz dale) ze soji (Glycine max). VEtsina téchto sekvenci vykazuje
identitu 96-99%. U ostatnich taxond produkujicich isoflavonoidy (viz kap. 2.2.2.) se vSak dosud
o genetickém pozadi syntézy nevi takika nic. Dalsi vyzkum je navic nezbytny také v otdzce
traskripénich a posttranskripcnich regulaci biosyntézy isoflavonoid.

Jung et al. provedli rozsahly screening sojovych ESTs koédujicich cytochrom P450 a za
vyuziti kvasinkového expresniho systému identifikovali dva geny pro IFS — IFS1 a IFS2 (Jung et
al., 2000).

Na zaklad¢ alignmentu bylo zjisténo, ze nukleotidova sekvence kodujici oblasti /FS7 ma
92,5% podobnost se sekvenci sojového cytochromu P450 CYP93CI (GenBank), koédované
proteiny pak vykazuji 96,7% podobnost ve svych aminokyselinovych sekvencich. Oba geny
IFS1 1 IFS2 obsahuji v mist¢ kodonu pro aminokyselinu 300 jednoduchy intron dlouhy 218bp
v piipad¢ [FS1 a 135bp v piipad¢ [FS2. Sekvence tohoto intronu maji 46% podobnost. Oba
produkty gent /FSI a IFS2 konvertuji naringenin na genistein a liquiritugenin na daidzein
v NADPH dependentnim systému, pfi¢emz obé& isoformy enzymu vykazuji pfiblizné o 50% vyssi
substratovou preferenci pro liquiritigenin. (Jung et al., 2000).

S vyuzitim ziskanych znalosti o /FS Jung et al. nasledné izolovali homologni geny
z jetele lucniho a plazivého (Trifolium pratense a T. repens), vikve (Vicia villosa), Vigna
radiata, vojtésky (Medicago sativa), Cocky (Lens culinaris), hrachu (Pisum sativum ssp. sativum
convar. Axiphium), bobu (Lupinus sp.) a fepy (Beta vulgaris). Uspéchu bylo dosazeno také pii
expresi sojové isoflavonsynthasy v neproducentskych rostlinach huseni¢ku rolnim (4Arabidopsis
thaliana), tabaku (Nicotiana tabacum), kukutici (Zea mays) a ryzi (Oryza sativa), v nichz byl po
transgenozi detekovan pomoci HPLC a GC-MS isoflavon genistein a také jeho glykosylované
formy (Jung et al., 2000; Yu et al, 2000; Sreevidya et al., 2006).

Od nalezeni genu pro IFS v genomu v fepy (Jung et al., 2000) se jedind zminka o IFS
mimo Celed” Fabaceae objevila jako abstrakt na Konferenci experimentdlni biologie rostlin

v Olomouci v roce 2007. V ramci vyzkumu provadéném na Ustavu experimentalni botaniky AV
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CR se Koblovské et al. podaiilo pomoci PCR s degenerovanymi primery objevit ¢asteénou
sekvenci genl pro IFS v genomu konopi (Cannabis sativa, Cannabaceae) a chmele (Humulus
lupulus, Cannabaceae). Ziskané PCR fragmenty meély primérnou délku 700 bp a vykazovaly
relativné vysoky stupeil homologie s dosud znadmymi sekvencemi pro IFS pochazejicimi

z bobovitych rostlin (Koblovska et al., 2007).

2.3.5. Evolu¢ni pivod IFS

Z evolucniho hlediska musela katalyticka aktivita IFS vzniknout vzécnou pfinosnou
mutaci pradavného genu pro CYP93 a pfetrvala a stala se dominantni v soucasnych
producentskych rostlinach diky vyznamnym ekofyziologickym vyhodam, které témto rostlinam
prinesla (Stafford, 2000, citovano dle Sawada et al, 2002). Sawada et al. vyslovili hypotézu,
v niz za evoluéniho pfedka IFS povazuji flavanon3B-hydroxylasu typu P450, jejiz cinnosti
vznikd vedlej$i produkt 3-hydroxyflavanon (druhy typ tohoto enzymu je 2-oxoglutarat
dependentni dioxygenasa ucastnici se biosyntézy anthokyant a flavonolli; Sawada et al, 2002).
Rovnéz nelze vyloucit, ze se schopnost produkovat isoflavonoidy vyvinula ve fylogenezi vysSich

rostlin nékolikrat nezavisle na sobé (Lapcik et al., 2005).
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2.4. VYZNAM ISOFLAVONOIDU V ROSTLINNE FYZIOLOGII

2.4.1. Fytoalexiny a fytoanticipiny

Pro svou antimikrobialni aktivitu byly isoflavonoidy zafazeny fytopatology do skupiny
vice nez 300 riznych nizkomolekuldrnich latek zndmych jako fytoalexiny, které jsou
syntetizovany bobovitymi 1 nékterymi nebobovitymi rostlinami (viz kapitola 2.2.2.) de novo
v pfimé odpovédi na napadeni patogenem ¢i v podminkach abiotického stresu (tézké kovy, UV,
herbicidy). Rada isoflavonoidii zdroven nalezi do dalsi skupiny obrannych nizkomolekulérnich
latek — tzv. fytoanticipinl,, jeZ jsou ptitomny in vivo v rostlin€ 1 v nepfitomnosti patogena
(Reynaud et al., 2005; Vanetten ef al., 1994). Nekteré isoflavonoidy jsou rovnéz zndmy pro svou
insekticidni aktivitu (pfedev$im rotenonoidy) a jako insekticidy vyuzivdny v praxi
(nejvyznamnéjsi rotenon). Vedle isoflavonoidli byla charakterizovana fada neflavonoidnich
fytoalexinli, napi. diterpeny, seskviterpeny, benzofurany ¢i furanoacetyleny; z hlediska
biosyntézy, enzymologie a molekularni biologie vSak =zUstdvaji isoflavonoidy nejlépe
prostudovanou skupinou fytoalexinli (Dixon ef al., 1995; Dakora a Phillips, 1996). Biosyntetické
drahy vedouci k isoflavonoidnim fytoalexinlim jsou dilezitym potencidlnim néstrojem genového
a metabolického inZenyrstvi pro zefektivnéni antimikrobiédlni obrany rostlin.

Isoflavonoidy jsou produkovany a vyuzivany k obrané proti virtim, bakteriim, houbam a
hlisticim pfedev§im bobovitymi rostlinami (viz Tab. 2). Mezi nebobovitymi rostlinami bylo
zaznamenano nékolik piipadd vyskytu isoflavonoidnich fytoalexini (napf. v kostaci [Iris
pseudacorus; Hanawa et al. 1991).

K nejvétsi akumulaci isoflavonoida dochéazi ve zdravych semenech, kotfenech a prytech a
v jakémkoliv orgdnu napadeném patogenem (Dakora a Phillips, 1996). U s¢ji byla zjiSté€na
zna¢na mnozstvi genisteinu, daidzeinu a jejich glykosidickych konjugatii v embryich, délohach,
hypokotylu a prvnich kotincich (Graham, 1991), pticemz k syntéze isoflavonoidti zde dochézi de
novo (Dhaubhadel et al., 2004). Isoflavonoidy jsou rovnéz produkovany buiikami kotfenové

¢epicky a uvoliiovany v kotfenovych exudatech do pidy (Dakora a Phillips, 1996).
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Patogen Rostlina (Fabaceae) Fytoalexin
Houby (Fungi) Phaseolus vulgaris fazeollin
kieviton
kumestrol
Pisum sativum pisatin
Vigna unguiculata medikarpin
kumestrol
daidzein
Vicia faba medikarpin
Medicago sativa kumestrol
formononetin
daidzein
Bakterie Phaseolus vulgaris kumestrol
kieviton
Glycine max kumestrol
daidzein
glyceollin
Viry Vigna unguiculata kieviton
Pisum sativum pisatin
Phaseolus vulgaris fazeollin
kieviton
Hlistice (Nematoda) | Phaseolus lunatus kumestrol
Glycine max glyceollin

Tab. 2: Vyznamni zéstupci isoflavonoidnich fytoalexinii ve vybranych bobovitych rostlindch (Podle Dakora a
Phillips, 1996).

O bunécné lokalizaci isoflavonoidi se dosud vi relativné malo. Na zakladé znalosti o
bunééné kompartmentaci jinych flavonoidl, ptredevs§im anthokyanil, 1ze usuzovat, Ze enzymy
vazané na endoplasmatické retikulum uvoliluji nov€ syntetizované isoflavonoidy a jejich
konjugaty do vezikli. Tyto vezikly nasledné fazuji bud’ s tonoplastem vakuoly*, obsahuji-li
fytoanticipiny, nebo s plasmatickou membranou, obsahuji-li fytoalexiny. V daném modelu tedy
neznamy membranovy pienaSe¢ determinuje osud strukturné identickych molekul. V souladu
s konceptem fytoalexinl a fytoanticipint se jako hlavnim faktorem v celém procesu jevi fakt, ze
identické molekuly mohou slouzit riznym ucelim diky uvolilovani s riznym nacasovanim

a/nebo v riznych koncentracich (Dakora a Phillips, 1996).

* Na modelovém systému s tonoplastovymi vezikly bylo demonstrovéano, Ze jsou isoflavonoidy
transportovany do vakuoly také jako konjugaty s glutathionem pomoci MgATP-dependentni
pumpy, a to 4-krat vétsi rychlosti nez v nekonjugované formé bez ptenaSece (Li ef al., 1997).
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Je dosti pravdépodobné, Ze ve vétSich mnozstvich maji kontinudlné¢ uvoliiované
isoflavonoidy tcinky fytoanticipinii, zatimco nizké koncentrace tychz slou¢enin ptisobi dlouho
znamym a zdanlivé opacnym efektem: jako atraktanty symbiotickych bakterii (viz dale kap.
2.4.2.; Dakora a Phillips, 1996). Krom¢ toho hraji isoflavonoidy patrné také roli v zajiSténi
integrity rostlinnych tkani a organti jakoZto mezibunétné signdlni molekuly (Dakora a Phillips,
1996).

Vznik fytoalexinli je obecné aktivovan na trovni transkripce genii kodujicich enzymy
nezbytné k jejich syntéze, a to v buinkach sousedicich s buifikami napadenymi patogenem
(Pavlova, scriptum PfF UK, 2005). Je-li v naSem pftipad¢ rostlina vystavena patogenu, dochazi k
vyraznému  posileni transkripce genli fenylpropanoidové drahy (pfedevS§im  pro
phenylalaninamoniaklyasu, PAL) a jeji flavonoidni vétve (hlavné pro chalkonsynthasu, CHS),
tedy gend kodujicich enzymy, které predchdzeji v dané anabolické draze vznik isoflavonoidi.
Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto kli¢ové enzymy kddovany geny z multigennich rodin, zlstava
v problematice fada nejasnosti piedevsim v regulaci syntézy. Napft. u vojtésky (Medicago sativa)
jsou geny pro PAL a CHS za normalnich okolnosti transkribovany v mensi mife (patrné pro
udrzovani zékladni hladiny fytoanticipini), ale rizné kopie téchto gend jsou indukovany
patogenem Phoma medicaginis a symbiotickou bakterii Rhizobium meliloti (Junghans et al.,
1993; Savouré et al., 1994; Dakora a Phillips, 1996).

V nejrangjSich fazich interakci mezi rostlinou a mikrobem (nej€astéji) jsou zapojeny
mikrobidlni produkty — elicitory, které slouzi jako signal pro naslednou produkci isoflavonoidi.
Stejny efekt ma také abioticky stres, zvlasté pak pfili§ nizké ¢i vysoké hladiny esencidlnich
minerdlnich latek (dusik, fosfor, sira, véapnik), ptfitomnost FeSO4, CuCl,, HgCl,, AgNO;,
jodoacetatu, detergentu TX-100, ethylenu, pfiliSné osvétleni ¢i UV zafeni. Mechanismus
plisobeni téchto stresort vSak zlistava nejasny (Dakora a Phillips, 1996).

Bioticke elicitory jsou nejcastéji sacharidy a v mens$i mife i proteiny a lipidy pochézejici
z bunécnych stén patogennich mikrobld. RovnéZ napadend rostlina produkuje sacharidové
elicitory sténového pivodu, aby vyvolala produkei isoflavonoidi. Napiiklad soja v reakci na
napadeni produkuje polysacharid oligo-a-1,4-galakturonid, coz indukuje vznik fytoalexinu
glyceollinu (Dakora a Phillips, 1996). Toxicita glyceollinu spocivéa v jeho schopnosti inhibovat
bakterialni H'ATPasy na plasmatické membrané a/nebo NADH-ubichinonoxidoreduktasu
(Boydston et al., 1983; Giannini et al., 1988).

Do problematiky vnasi fadu nejasnosti zjisténi, ze nékteré identické ¢i paralelni
metabolické drahy jsou aktivovany jak patogenem, tak symbiotickymi bakteriemi rodu

Rhizobium a Bradyrhizobium (viz dale kap. 2.4.2.). Zda se jejich elicitorové molekuly vazi na
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stejny rostlinny receptor jako elicitory patogeni vSak dosud neni zndmo (Dakora a Phillips,
1996). Typickym pftikladem slozitosti celého procesu je symbioticky vztah s¢ji
s Bradyrhizobium japonicum. Danda bakterie, vyvolavajici u sdji tvorbu kotfenovych noduli,
produkuje dvé formy elicitorti: cyklicky B-1,3-1,6-glukan, ktery stimuluje so6ju k biosyntéze
fytoalexinu glyceollinu, a glukosamin Nod faktor (viz kap. 2.4.2.), ktery spousti u s6ji produkci
daidzeinu, genisteinu a kumestrolu, avSak nikoliv glyceollinu. Hostitelskd s6ja tedy musi
rozpoznat dva odlisné typy elicitor pochazejici od jejiho mikrosymbionta a adekvatné reagovat
produkci riznych isoflavonidnich fytoalexinti (Dakora a Phillips, 1996).

Konjugaty isoflavonoidl jsou transportovany z kotfene, v némz tvoii hlavni zasobni pool,
do prytu xylémem. Tato skute¢nost by mohla vypovidat o spojitosti mezi isoflavonoidy a
ziskanou systemickou rezistenci (SAR). U bobovitych rostlin nastupuje SAR po infekci
patogenem a vyvoji této rezistence predchazi zvySend produkce isoflavonoidnich fytoalexint.
Jisté¢ je, ze rostliny vyvinuly rozlicné obranné mechanismy, které jsou vzajemné propojeny
slozitymi signalnimi drahami (Dakora a Phillips, 1996). Ukolem budoucich studii je prokazat, ze
se isoflavonoidy uplatiiuji také jako integrujici signalni molekuly, a tim podtrhnout jejich

vyznam v zivoté rostlin.

2.4.2. Isoflavonoidy a rhizobialni symbiosa

Ponékud v rozporu s fytoalexinovym konceptem bylo odhaleni, Ze isoflavonoidy
zastavaji vyznamnou Ulohu v navozovani symbiotického vztahu mezi rostlinami z Celedi
bobovité (Fabaceae) a diazotrofnimi aerobnimi bakteriemi ze skupiny oznaCované jako rhizobia
(rody Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium aj.). Tyto bakterie syntetizuji
enzym nitrogenasu katalyzujici redukci vzduSného dusiku na amonné kationty, tedy formu
piijatelnou pro rostliny (Broughton et al., 2000, Spaink, 2000). Mezi rostliny, u nichz byly
popsany a izolovany isoflavonoidy jakozto induktory rhizobidlnich nod gent, patii sdja (Glycine
max), tazol (Phaseolus vulgaris) a Vigna unguiculata (viz Tab. 3).

Rhizobialni symbiosa ma zna¢ny hospodaisky vyznam, nebot’ v souladu se souc¢asnym
trendem trvale udrzitelného zemédé€lstvi snizuje naroky luskovin na hnojeni dusikatymi hnojivy

a rovnéz Cini z luskovin idedlni pfedplodinu zvySujici Grodnost ptidy.
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Hostitelska rostlina (Fabaceae) | Druh rhizobia Isoflavonoid

Glycine max Bradyrhizobium daidzein
japonicum genistein
kumestrol

genistein-7-0-glukosid
genistein-7-0-
(6"-O-malonylglukosid )
daidzein7-O-
(6"-O-malonylglukosid)

Phaseolus vulgaris Rhizobium daidzein
leguminosarum genistein
bv. phaseoli, R. etli, R. kumestrol
tropici
isoliquiritigenin*
liquiritigen*
naringenin*
Vigna unguiculata Rhizobium spp. daidzein
genistein
kumestrol

*isoliquiritegenin — chalkon, liquiritigenin a naringenin — flavanony, prekurzory isoflavonoidii

Tab. 3: Isoflavonoidni induktory rhizobialnich nod genti u vybranych bobovitych rostlin (Podle Cooper, 2004).

Proces navozovani symbiosy zahrnuje pocate¢ni signalizaci mezi rostlinou a sni
kompatibilnim typem rhizobia, rozpoznavani partnert, vstup bakterie do kotfenového vlasku,
vznik infek¢niho vldkna a vytvareni kofenovych hlizek nezbytnych pro fixaci vzdusného dusiku.
Flavonoidy a isoflavonoidy (dale jen iso/flavonoidy) produkované rostlinnymi kotfeny funguji
jako chemoatraktanty pro rhizobia a indukuji expresi bakteridlnich nodula¢nich genli (nod).
Indukce  vede  kprodukci Nod  faktor,  modifikovanych  N-acetylglukosaminQ
(chitolipooligosacharidli), které pozitivni zpétnou vazbou vyvolavaji tvorbu nodulii na
kofenovych vlascich dané bobovit¢ rostliny a dalsi produkci iso/flavonoid v mladé
diferenciacni z6n¢ kotene (princip aktivity elicitori; Sreevidya et al., 2006; Subramanian ef al.,
2006).

Aktivace nodulacnich genti, jejichz produkty jsou nezbytné pro syntézu Nod faktoru, je
zprostiedkovana proteiny NodD patticimi do rodiny transkripénich regulatort LysR (Feng et
al.,2003). NodD se vaze v nepfitomnosti iso/flavonoidnich a jinych induktorti na konzervovanou
sekvenci DNA nazvanou nod box nachézejici se v oblasti promotoru inducibilnich nodula¢nich
gend (Fisher a Long, 1993). V pfitomnosti vhodnych rostlinnych iso/flavonoidi a NodD proteinu
jsou tyto geny transkribovany. Pouze NodD1 ze tfi znamych NodD proteini funguje jako
receptor iso/flavonoidl. Sdja uvoliuje v exudatech isoflavonoidy genistein a daidzein, které

indukuji v B. japonicum nodYABCSUILJ operon. Kromé téchto nod gentt ma B. japonicum dva
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vzdalengj$i geny nodVW, které jsou spolu s nodD zapojeny v regulaci syntézy Nod faktoru
v pritomnosti isoflavonoidnich induktord (Cooper, 2004).

V otazce interakci NodD proteinu a iso/flavonoidii dosud neexistuje ptimy diikaz jejich
fyzického kontaktu, ackoliv jiz mnoho let ziistava u predstavy, ze iso/flavonoidy vytvaii s NodD
komplex, coz vyvola konformaéni zménu na vazebnych mistech nod boxu a naslednou aktivaci
transkripce. NodD je ukotven jako tetramer na dvou vazebnych mistech promotoru nodulaéniho
box. Piedpokladd se, ze v nepfitomnosti iso/flavonoidii zplisobuje tato interakce ohyb DNA
v misté promotoru nod genu (Feng et al, 2003). Iso/flavonoidni koinduktor interaguje s NodD
dosud nedefinovanym zpiisobem a vyvoléd tak relaxaci ptislusného useku DNA, coz umozni
RNA polymerase iniciaci transkripce (Hu et al., 2000; viz Obr. 9).

T e

vnitini plazmatickd
membrana

Obr. 9: Model regulace transkripce nod gent u rhizobii. (Nakresleno v programu ACD/ChemSketch podle
Chovanec, Diplomova prace PiF UK, 2001).

Testovani vice nez 1000 flavonoidl (vCetn€ isoflavonoidi) vedlo k zavéru, ze
hydroxylace na pozici C-7 ve struktufe iso/flavonoidu, bez ohledu na dalsi OH- substituce, je
spoleénym rysem vSech sloucenin, které maji induk¢ni ¢i inhibi¢ni aktivitu v mnoha rtznych
rhizobiich (Cunningham ef al, 1991). Rhizobia suzSim hostitelskym spektrem vyZzaduji

Kombinaci induktorti se Casto jejich efekt na produkci Nod faktorti vyrazné zesiluje.
Synergicky efekt liquiritigeninu ¢i isoliquiritigeninu s daidzeinem byl pozorovan u R.
leguminosarum bv. phaseoli (Bolanos-Vasquez a Werner, 1997). Zaroven bylo zjiSténo, ze
flavonoidy a isoflavonoidy, které funguji pro urcita rhizobia jako induktory mohou byt anti-
induktory pro jina: isoflavony genistein a daidzein stimuluji expresi nod genti u Bradyrhizobium
Jjaponicum a Sirokospektrych Rhizobium sp., ale naopak zabranuji expresi u R. leguminosarum

bv. trifolii a viciae. Ekologicky vyznam anti-induktord zlstava nejasny (Cooper, 2004). Nékteré
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iso/flavonoidy v kofenovych exudatech maji v symbiotické komunikaci dvoji funkci: daidzein,
genistein a isoliquiritigenin indukuji expresi nod genii a zaroven také rezistenci k sojovému
fytoalexinu glyceollinu (isoflavonoid — pterokarpan) u Bradyrhizobium japonicum (Kape et al.,
1992; Parniske et al., 1991). Kromé¢ toho se isoflavon genistein uplatiuje jako induktor
bakteridlnich genti gunA42 kodujiciho celulasu a pgl kodujiciho polygalakturonasu. Vyjmenované
enzymy jsou nezbytné pro lokalizovanou degradaci bunétné stény kotenového vlasku a
umoznéni vstupu rhizobia (Baumberger et al., 2003).

Isoflavonoidy maji rovnéZ schopnost ovliviiovat koncentraci auxinu v koteni. Uml¢enim
sojového genu pro IFS vyuzitim RNA interference byla prokdzana role isoflavonoidi jakozto
endogennich regulatord transportu auxinu v kofeni s6ji a exprese auxinem inducibilnich gent
(Subramanian et al., 2006).

Vzhledem ktomu, Ze sekrece isoflavonoidi je prvnim krokem v interakcich mezi
legumindzou a rhizobiem, pfenesl Sreevidya sojovy gen pro isoflavonsynthasu do ryze (Oryza
sativa L. R86, Poaceae) s cilem determinovat jeji schopnost produkce isoflavonoidl z flavanonti
(zde genisteinu z naringeninu) a navodit tak rhizobialni symbiosu. Analyza S35-/FS transgenni
ryZe potvrdila pfitomnost genisteinu, a to v glykosidické formé&, coZ dosvédcilo schopnost
endogennich glykosyltransferas rozpoznat genistein jako substrat. Nasledné studie prokazaly, ze
extrakty z kotfenl i listd transgenni ryze byly diky pfitomnosti genisteinu schopny stimulovat
expresi nod genti v riznych rhizobiich (Sreevidya et al., 2006). Vznik nodulujici ryze a dalSich
nodulujicich nebobovitych rostlin vyznamnych ve vyzivé vSak nadale zlstiva predmétem

intenzivniho snaZeni mnoha svétovych laboratofi a vyzvou pro metabolické inZenyrstvi.
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2.5. DIETETICKY A FARMAKOLOGICKY VYZNAM ISOFLAVONOIDU

2.5.1. Chemopreventivni vlastnosti isoflavonoidi

Vedle nepopiratelného vyznamu pro rostliny samotné jsou v soucasnosti rostlinné
1soflavonoidy povazovany za nesmirn¢ hodnotné, pro ¢lovéka 1 jiné savce zdravi prospésné
slouGeniny a t&si se stale rostoucimu zajmu humanni mediciny. Radou studii bylo prokazano, Ze
isoflavonoidy hraji dilezitou roli v prevenci rakoviny prsu, prostaty a tlustého stfeva,
kardiovaskularnich onemocnéni, osteoporézy a zmirnuji menopauzalni symptomy (Corwell et
al., 2004). 1 ptes rozporuplnost publikovanych dat je ziejma spojitost mezi konzumaci na
isoflavonoidy bohaté stravy a snizenym rizikem rakoviny (Ososki a Kennelly, 2003 a dalsi).
Kupftikladu asijska populace, jez je zndma malo Castym vyskytem rakoviny prsu a prostaty,
konzumuje denné 20-80 mg isoflavonoidu genisteinu pochdzejiciho pievazné ze soji, zatimco ve
Spojenych statech je denni pfijem genisteinu odhadovan na 1-3 mg denné (Tham et al., 1998).
Dolozeny zvySeny vyskyt rakoviny prostaty v nékolika asijskych zemich v obdobi 1978-1997 je
povazovan za disledek pfejimani zapadniho Zivotniho stylu vetné stravovani (napt. Singapur;
Sim a Cheng, 2005).

Mnohé polyfenolické latky, mezi nimi rovnéz isoflavonoidy, maji vlastnosti antioxidantl
a modulatordi enzymt (Sakakibara et al., 2003). Potlacuji oxidaci LDL (low-density
lipoproteins), ¢imz snizuji riziko cévnich onemocnéni, a vystupuji jako agonisté nebo
antagonisté receptort zapojenych v kancerogenezi, jako je napt. EGF (Epidermal growth factor)
¢1 B-estrogenovy receptor (fytoestrogenni aktivita isoflavonoidi viz dale kap. 2.5.2). Moduluji
sekreci cytokinll, ¢imZ reguluji bunéény cyklus, a expresi tyrozinovych proteinkinaz (PTKs) pfi
proliferaci nadorovych bunck. Daéle indukuji expresi antikancerogennich enzymul ¢i naopak
inhibuji enzymy podporujici vznik nadorti a prokazuji antialergické a vasodilata¢ni ucinky
(Sakakibara et al., 2003). Genistein podavany krysim samicim snizil jejich nachylnost k rakoving
mlécénych 714z a napomohl jim predejit fidnuti kosti zpiisobenému nedostatkem estrogenii (Dixon
a Steele, 1999). Isoflavonoidy (pfedevSim genistein a daidzein) a n€které jejich metabolity (napf.
equol) prokézaly inhibi¢ni U¢inky na mnohé enzymy, jmenovité aromatasu, 5-a-reduktasu, 7-o-
hydroxylasu, dehydrogenasu 3- hydroxysteroida a 17B-hydroxysteroidii a dalsi (Lapcik, 2004).

Spolu s ostatnimi flavonoidy a karotenoidy, hojné se vyskytujicimi v ovoci, zelening a
bylinach, funguji isoflavonoidy diky své antioxida¢ni aktivité jako inhibiory pii peroxidaci lipida

(LPO), jez je indukovéna reaktivnimi formami kysliku (ROS; Toda a Shirataki, 1999). LPO je
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pfi¢inou fady onemocnéni, napf. arterioskledzy, diabetu, halotanové hepatoxicity a jaternich
poruch (Toda a Shirataki, 1999). Vedle béznych antioxidanti pfitomnych v lidském organismu
(napt. glutation, superoxiddismutasa, katalasa) byl prokdzédn inhibi¢ni efekt ptirodnich
1soflavonoida biochaninuA, formononetinu, daidzeinu a genisteinu na peroxidaci lecitinu, kteréa
je spousténa hydroxylovymi radikély a superoxidovymi anionty (Toda a Shirataki, 1999). Diky
schopnosti ovliviiovat biofyzikdlni vlastnosti membrany byly nékteré isoflavonoidy odhaleny
také jako inhibitory ABC transportéru MRP1 (multidrug resistence transporter; Lania-Pietrzak et
al., 2005)

Na druhou stranu byly popsany nezadouci inaktivacni u¢inky isoflavonoidl na lidskou
thyroidalni peroxidasu (TPO), enzym, ktery inkorporuje jod do thyreoglobulinu (prekurzor
thyroidnich hormonti; Doerge a Sheehan, 2002, Lapcik, 2004). Tento inhibi¢ni efekt je zptisoben
kovalentni vazbou isoflavonoidu (zkoumano na daidzeinu a genisteinu) v aktivnim misté dané
peroxidasy (stejny princip pii inhibici LPO) a projevuje se jako hypothyreosa pfi nedostatku jodu
(tzv. goitrogenni efekt; Doerge a Sheehan, 2002).

Vedle hlavnich isoflavonoidnich producentii — bobovitych rostlin — je zndma také fada
nebobovitych producentii vyuzivanych v tradiéni medicing. Typickym piikladem je kosatec (/ris
potanini), ktery se v mongolském lidovém lécCitelstvi odnepaméti pouziva k 1écbé bakteridlnich
infekci, zdnétd a dokonce rakoviny. Dal$i nebobovité druhy rostlin zndmé znaénym obsahem
1soflavonoidu slouzi v tradi¢ni medicin€ v riznych ¢astech svéta k 1€¢be zloutenky, venerickych

chorob a odstrafiovani ledvinovych a jaternich kaménki (Reynaud et al., 2005).

2.5.2. Fytoestrogeny

Mnohé z ucinki, o nichz bylo pojednano v ptfedchozi kapitole, souvisely s jednou z
typickych vlastnosti isoflavonoidii: fytoestrogenni aktivitou. Fytoestrogeny jsou obecné chapany
jako pfirozené¢ se vyskytujici nesteroidni slouceniny produkované rostlinami a napodobujici
strukturn€ 1 funkéné estrogeny savcl. Mezi fytoestrogeny byly zafazeny také dalSi rostlinné
metabolity z jednotlivych vétvi fenylpropanoidové drahy, napt. lignany, chalkony, stilbeny a
prenylflavonoidy (Ososki a Kennelly, 2003).

Pohlavni hormony estrogeny ovliviiyji rist a funkci sam¢ich i1 samicich reprodukénich
organli, kosti, centrdlniho nervového systému, kardiovaskuldrniho systému apod. V obdobi
menopauzy hladiny estrogenti u Zen prudce klesaji, coz je doprovazeno fadou nepfijemnych
symptomil, napi. osteoporozou, navaly horka, zménami v sekreci vaginalni sliznice ¢i zvySeného

rizika kardiovaskuldrnich onemocnéni. Pro prevenci ¢i zmirnéni téchto komplikaci podstupuje
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znacnd ¢ast zen tzv. hormonalni (estrogenovou) substituéni 1écbu (HRT, Hormone replacement
therapy), u niz vSak byly mnohymi studiemi prokazany nezadouci vedlejsi Gcinky, vcetné
zvyseného rizika rakoviny prsu (Cornwell et al., 2004).

V poslednich dvaceti letech se proto usili zamétilo na hleddni méné riskantni alternativy a
pravé pfirodni fytoestrogeny se ukdazaly byt potencidlné vhodnym feSenim. Tématem
fytoestrogenti se zabyva nepfeberné mnozstvi literatury a bylo mnohokrat doloZeno, Ze jejich
pifijem se pozitivn€ odrazi na metabolismu kosti, metabolismu tuki a cholesterolu, sniZeni rizika
kardiovaskularnich onemocnéni, osteoporézy a hormonalné zavislych typi rakoviny, hlavné
prsu, dé€lohy, prostaty a tlustého stfeva (Ososki a Kennelly, 2003). Rozsahle jsou vsak
diskutovéna i potencidlni rizika spojend s konzumaci fytoestrogend.

K objevu estrogenni aktivity isoflavonoidid pfispél vyskyt tzv. jetelové nemoci u
australskych ovci ve 40. letech 20. stoleti (Benetts ef al., 1946; citovano dle Lapcik, 2004). Tyto
ovce, jejichz dominantni potravou byl jetel (Trifolium subterraneum), trpély poruchami
reprodukénich organii a funkcei, pfedev§im permanentni neplodnosti. Isoflavonoid kumestrol byl
jako novy fytoestrogen poprvé izolovan v roce 1957 z jetela (Trifolium repens a T. fragiferum) a
vojtésky (Medicago sativa; Bickoff et al., 1957, citovano dle Ososki a Kennelly, 2003).

V soucasnosti je zndmo vice nez 300 rostlin produkujicich fytoestrogeny (Reynaud ef al.,
2005). Patrné nejvyznamnéjSim producentem isoflavonoidnich fytoestrogenntli je soja (Glycine
max) obsahujici 50-300 mg predevs§im genisteinu, daidzeinu a jejich glykosidd na 100 g plodd,
dale Vigna sp., cizrna (Cicer sp.), vojtéska (Medicago sativa) a jetel (Trifolium sp.; Lapcik,
2004). Mimo celed’ bobovitych rostlin byly isoflavonoidy (pfedev§im daidzein a genistein)
detekovany v mnozstvich 5-140 pg na 100 g suché hmotnosti v kosatci (/ris sp.), semenech
sezamu (Sesamum indicum), slune¢nice (Helianthus sp.) a maku (Papaver sp.), dale v Cerveném
zeli, brokolici, kvétaku (vSe Brassica oleracea spp.) a dalsi plodindch (Mazur a Adlercreutz,
1998; Ososki a Kennelly, 2003). Patrné z obilek je¢mene (Hordeum vulgaris) ¢i samicich Sistic
chmele (Humulus lupulus) pochéazeji nejvyznamnégjsi isoflavonoidni fytoestrogeny daidzein,
genistein, formononetin a biochanin A, jez byly v nizkych koncentracich (méné nez 0,1 uM)
objeveny v pivu (Lapc¢ik et al., 1998).

Rozliéné biologické funkce fytoestrogenti vychazeji z jejich schopnosti vystupovat jako
agonisté, napodobujici endogenni estrogeny, i jako antagonisté, ktefi blokuji ¢i jinak pozménuji
funkci estrogennich receptori a maji antiestrogenni Uc¢inky. Proto se také fytoestrogeny
v literatue oznacuji jako selektivni modulatory estrogennich receptori (SERMs; Brzezinsky a

Debi, 1999).
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Fytoestrogeny se vazi na dva typy estrogenovych receptora: receptory o (ERa) a B (ERp).
Tyto receptory se ¢astecné li$i svou distribuci v jednotlivych tkanich a afinitou k ligandim. K
ERB, ktery se exprimuje piedevsim v lidskych vaje¢nicich, varlatech, slezin¢ a brzliku, maji
nekteré fytoestrogeny vétsi vazebnou afinitu nez k ERa, ovSem vykazuji obecné nizsi afinitu
k obéma receptorim nez 17p-estradiol (strukturné nejblizsi estrogen; Kuiper et al., 1998; viz
Obr. 10). Isoflavonoidy genistein a kumestrol maji vétsi vazebnou afinitu k ERB nez kterykoliv

jiny fytoestrogen (Whitten a Naftolin, 1998)

OH

Estradiol Genistein

Obr. 10: Porovnani struktury estrogenu estradiolu a fytoestrogenu genisteinu véazajici se do estrogenniho
receptoru (Pievzato od Demmig-Adams a McCauley, 2005).

Mechanismus pusobeni fytoestrogenti na lidské zdravi je zalozen na jejich schopnosti
interagovat s enzymy a receptory a diky své stabilni struktufe a nizké molekulové hmotnosti
prostupovat bunéénymi membranami. To jim umoziluje indukovat expresi specifickych, na
estrogenech zavislych genti, pozménovat strukturu estrogennich receptorti a regulovat jejich
transkripci, interferovat s metabolismem steroidnich hormont a celou fadu dalSich efektl na
bunééné 1 molekularni trovni (Ososki a Kennelly, 2003). Pfedpokladanymi mechanismy, jimiz
inhibuji nddorové bunky, jsou inhibice DNA topoizomerasy, suprese angiogeneze, indukce
diferenciace rakovinnych buné¢nych linii a indukce apoptozy (Glazier a Bowman, 2001).

O nezéddoucich ucincich fytoestrogenti a potencidlnich zdravotnich rizicich spojenych
s jejich konzumaci jsou v literatufe dostupna rozporuplna data. Kone¢ny efekt fytoestrogent
zavisi na mnoha faktorech, jako napf. zplsobu podani, koncentraci a davce, individudlnim
metabolismu, interakcich s jinymi farmaky, cilové tkéni, typu receptorti a v neposledni fad¢ jsou
ucinky fytoestrogenti ovlivnény hladinou endogennich estrogenti (Ososki a Kennelly, 2003).
Kuptikladu v in vitro systému stimuluje genistein ve fyziologickych davkach 100nM/1 az 1uM/1

proliferaci sav€ich rakovinnych bunék.V ptitomnosti fyziologického mnozstvi estrogenu 17f3-
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estradiolu naopak bunécnou proliferaci lehce inhibuje a v davkach vétsich nez 10 pM/1
proliferaci inhibuje vyrazné, pravépodobné inaktivaci tyrozinkinasové aktivity receptort
rustového faktoru (This et al., 2001). In vivo studie provadéné na mySim modelu a zenach i
muzich jsou vSak svymi zdvéry velmi nejednoznacné a nekonzistentni a celd problematika
zadoucich a nezadoucich ucinki fytoestrogenti vyzaduje zcela nezbytné dalsi studium.

I ptes fadu nepopiratelnych diikazl pozitivniho efektu isoflavonoidnich fytoestrogenti na
lidské zdravi, ziistava v dané problematice mnoho otaznika. Dalsi vyzkum se proto musi zaméfit
predevsim na urceni prospéSnych a Skodlivych davek, rozdilné odpovédi na fytoestrogeny u zen
a muzl, na rozdilné U¢inky chemicky odliSnych fytoestrogenli a na jejich synergicky ¢i a

antagonicky efekt s jinymi faktory (Ososki a Kennelly, 2003; Lapcik, 2004).
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2.5. METABOLICKE INZENYRSTVI BIOSYNTEZY ISOFLAVONOIDU V
NEBOBOVITYCH ROSTLINACH

Diky svym rozlicnym biologickym funkcim se isoflavonoidy bobovitych rostlin staly
pfedmétem intenzivniho z4jmu metabolického inzenyrstvi, jehoz snahy se zamé&fuji predev§im na
introdukci enzymil nezbytnych v biosyntéze isoflavonoidi do hospodaisky vyznamnych rostlin,
které nalezeji do jinych Celedi. Kromé zvySeni nutricni hodnoty téchto rostlin by se posilila také
jejich rezistence vici patogeniim a potencidlné by mohlo dojit 1 k interakcim se symbiotickymi
diazotrofnimi bakteriemi.

Esencialnim krokem v tomto procesu je heterologni exprese IFS, enzymu, ktery hraje
kli¢ovou ulohu pii vzniku isoflavont z flavanonii, pfedevSim pak z naringenu, ktery se bézné
vyskytuje ve vysSich rostlindch. Jak bylo zminéno diive, Jung et al. exprimovali pod silnym
konstitutivnim promotorem sojovou cDNA pro IFS v husenicku rolnim (4rabidopsis thaliana,
Brassicaceae). Podobné experimenty pak byly provedeny také na tabaku (Nicotiana tabacum,
Solanaceae), kukufici (Zea mays, Poaceae; Yu et al., 2000) a ryzi (Oryza sativa, Poaceae;
Sreevidya et al., 2006). Ve vSech piipadech byla prokézéana ptitomnost genisteinu v glykosidické
form¢, ovSem nutno dodat, Ze jeho koncentrace byly 40-krat az 60-krat niz8i nez u s6ji (Yu a
McGonigle, 2005). Opakované bylo také demonstrovano, ze IFS interaguje s dal§imi enzymy
fenylpropanoidové drahy a kritickym momentem pifi produkci genisteinu v Arabidopsis je
kompetice IFS s dal§imi enzymy o flavanonovy substrat (Yu a McGonigle, 2005).

Yu a McGonigle navrhli na zaklad€ teorie tzv. metabolického ,.channelingu® (angl.
vytvareni ,,kanalt®, tj. pfimé interakce enzymi jedné metabolické drahy) model metabolonu*
pro enzymy zapojené v biosyntéze isoflavonoidl (viz Obr. 11). Otazkou do budoucna ziistava,
jak je tento metabolon skute¢né formovan, jak spolu jednotlivé enzymy interaguji a jak jsou
regulovany interakce jednotlivych metabolickych vétvi. Pochopeni téchto procest pak otevird
cestu metabolickému inZenyrstvi biosyntézy nejen isoflavonoidii, ale také dalSich rostlinnych

metabolitli z méné poznanych metabolickych drah (Yu a McGonigle, 2005).

*Metabolony jsou dynamické makromolekuldrni komplexy, vytvotfené kolokalizaci enzymu
urcité metabolické drahy v definovaném misté v buiice (Dixon a Steele, 1999).
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Cytoplasma

Obr. 11: Model metabolonu biosyntetické drahy vedouci ke vzniku isoflavonoidii. Enzymy: PAL,
fenylalaninamoniaklyasa; CA4H, 4-hydroxylasa kyseliny skoficové; CL, kumaroyl-CoA ligasa; CHS,
chalkonsynthasa; CHI, chalkonisomerasa; CHR, chalkonreduktasa; IFS, isoflavonsynthasa; IOMT, isoflavanon O-
methyltransferasa; $ipky znazorfnuji tok metaboliti. (Nakresleno v programu ACD/ChemSketch podle Yu a
McGonigle, 2005).
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3. ZAVER

Isoflavonoidy patii diky Sirokému spektru svych biologickych ucinkli k intenzivné
studovanym sekundarnim metabolitim rostlin. Jejich hlavnimi producenty jsou rostliny z celedi
bobovitych (Fabaceae), ovSem stale rostouci citlivost analytickych metod umoziuje izolovat a
identifikovat isoflavonoidy také z dalSich rostlinnych Celedi; v soucasnosti je zndmo 60 Celedi
produkujicich isoflavonoidy (v€etné¢ bobovitych rostlin), ale je dosti pravdépodobné, ze pocet
producentskych Celedi je ve skutecnosti vétsi. Dokonce nelze ani vyloucit, ze jsou isoflavonoidy
v mensSich ¢i vétSich mnozstvich produkovany vSemi vysSimi rostlinami, ackoliv, jsouce zavisli
na pokroku analytickych metod, patrné nebudeme v nejbliz§i dobé schopni tuto odvaznou
spekulaci prohlasit za fakt. Z genomického hlediska, nepfitomnost orthologu /FS bobovitych
rostlin v genomech nebobovitych rostlin nemusi byt jednoznaénym diikazem nepfitomnosti
isoflavonoidni drahy, a naopak prokazana pfitomnost genu pro IFS jesté nezarucuje, Ze jsou tyto
rostliny aktivnimi producenty isoflavonoidd.

Biosyntetickd vétev isoflavonoidl je téméi kompletné popsdna na molekularni Grovni.
Jednotlivé kroky biosyntézy, zii€astnéné enzymy a geny, které tyto enzymy koduji, jsou znamy.
Diky tomu se tato metabolicka draha jevi jako velmi vhodna pro genové manipulace na riznych
biosyntetickych stupnich, v€etné moznosti klonovani pfisluSnych gend a introdukce
isoflavonoidi do mnoha zemédé€lsky vyznamnych plodin jako je pSenice, kukufice ¢i ryZe, které
pfirozen¢ isoflavonoidy neprodukuji. Tim by se potencialné posilila schopnost rezistence téchto
transgennich rostlin vi¢i infekcim a navic zvySila jejich nutricni hodnota (Dixon, 2005).
Isoflavonoidy tak pfedstavuji velkou vyzvu pro metabolické inzenyrstvi.

Ptesto vSak ziistavd ve svété isoflavonoidii fada nejasnosti. Jsme teprve na pocatku
v pochopeni mechanismi, kterymi je regulovana biosyntéza isoflavonoidli, resp. exprese
pfislusnych genli, a v objasnéni struktury klicového enzymu biosyntézy — isoflavonsynthasy.
Zcela chybéji data o genetickém pozadi biosyntézy ve zminénych nebobovitych rostlinach, u
nichZz byla pfitomnost isoflavonoidii detekovana (jedinou vyjimkou je Beta vulgaris). Na
bunééné TUrovni pak zlstdva nevyjasn€na kompartmentace isoflavonoidid. Velkym
nezodpovézenym tématem jsou nadale také prospéch a potencidlni riziko spojené s konzumaci
isoflavonoidnich fytoestrogentl, jejichz mnohokrat dolozeny pozitivni efekt na lidské zdravi musi

byt budoucimi studiemi znovu potvrzen a interpretovan s notnou davkou opatrnosti.
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