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ÚVODEM
Vážení přátelé,

Úvodem bychom Vás rádi opětovně pozva-
li k účasti na našem symposiu BioTech 2017  
(www.biotech2017.cz), které se bude konat ve dnech 
13. – 17. června 2017 v Národní technické knihovně 
v Praze. Pro členy naší Biotechnologické společnosti, 
kteří se rozhodli účastnit později, nabízíme možnost 
registrace za registrační poplatek „Early bird“. Můžeme 
Vás ubezpečit, že organizační výbor udělal vše proto, 
aby symposium mělo vysokou odbornou úroveň a zá-
roveň poskytlo ideální prostředí pro navazování nových 
kontaktů. Záštitu nad naším symposiem převzali místo-
předseda vlády p. MVDr. Bělobrádek, předsedkyně AV 
ČR pí. prof. Zažímalová a starosta Prahy 6 p. Mgr. Ko-
lář. Mezi VIP hosty, kteří potvrdili svou účast, bychom 
rádi jmenovali také rektora VŠCHT prof. Melzocha, rek- 
tora partnerské švýcarské university ZHAW prof. Hilbera 
a předsedu ČSVTS doc. Hanuse. Jednání každého dne 
otevřou plenární přednášky významných zahraničních 
hostů na velmi aktuální témata současných biotechno-
logií. Prof. Wilhelm Ansorge (ETH Lausanne, Švýcarsko) 
přednese přehled o současném stavu sekvenačních 
technik a jejich významu pro pokroky v genomice a me-
dicíně. Prof. Ansorge osobně přispěl k rozvoji i aplikaci 
těchto technik. Je autorem 30 patentů, které nalezly 
praktické využití a řada z nich je využívána význam- 
nými společnostmi při produkci úspěšných výrobků. 
Má ohromné zkušenosti s transferem technologií. Dru-
hý přednášející je profesor Ed Bayer (The Weizmann 
Institute of Science, Israel), který vyvinul ve výzkumu 
dnes velice využívaný systém avidin- a streptavidin-
-biotin systém, za který obdržel v r. 1990 Sarstedtovu 
cenu. Mezi jeho další významné vědecké úspěchy patří 
výzkum celulosomu a možnosti jeho biotechnologic-
kých aplikací. Tyto úspěchy mu přinesly řadu dalších 
ocenění (např. Ulitzkého cena, 1999). Ve své před- 
nášce představí ucelený přehled jeho nejvýznamnějších 
vědeckých úspěchů. Jako další přednášející přijal naše 
pozvání mladý český vědec prof. Martin Jinek půso- 
bící na curišské universitě ve Švýcarsku. Jeho přednáš-
ka bude zaměřena na nejaktuálnější téma současných 
biotechnologií, a to tzv. editaci genů (gene editing). 
Jeho experimentální práce vedla k objevení bioche- 

mické funkce RNA -endonukleasy CAS 9 a umožnila 
vývoj genomové editační technologie CRIPS CAS 9. 
Prof. Jinek je tedy tou nejvhodnější osobou, která může 
tuto perspektivní technologii auditoriu symposia co 
nejlépe vysvětlit. Prof. MooYong (University of Water-
loo, Kanada) se zúčastnil již našich předchozích dvou 
symposií. Jeho jméno je spojeno s nejrozsáhlejším 
kompendiem o biotechnologiích, založením nejpres-
tižnějšího biotechnologického časopisu Biotechnology 
Advances, biotechnologickou komisí IUPAC a mnoha 
dalšími institucemi. Jako profesor chemického inženýr-
ství vždy inklinoval k problematice životního prostředí 
a biopaliv. Jeho přednáška bude zaměřena na proble-
matiku dilemat, které se v této oblasti vyskytují.

Během symposia bude předneseno více než 80 před-
nášek v 7 vědeckých sekcích. V současné době pro-
bíhá stále registrace do posterové sekce, takže jejich 
konečný počet není zatím uzavřen. Kromě zajímavého 
vědeckého programu je pro účastníky připraven bohatý 
společenský program. Symposium bude otevřeno uví-
tací recepcí v Národní technické knihovně, kde bude 
již tradičně podáván bohatý raut a rozléváno bude 
pivo jednoho z našich sponzorů, pivovaru Ferdinand.  
Na další večer je připravena pivní party s možností 
ochutnat pivo vyrobené v pivovaru VŠCHT, ve čtvrtek se 
hosté mohou těšit na gala večeři v nádherném Kaiser-
stejnském paláci na Malé Straně a v pátek bude orga-
nizována prohlídka nejvýznamnějších pražských pamá-
tek. Na sobotu je poté připravena exkurse do plzeň-
ského Prazdroje, kde bude podáván oběd následovaný 
prohlídkou Kladrubského kláštera.

Program symposia obohatí několik workshopů a sa-
mozřejmě výstavky a informace dodavatelů laboratorní 
techniky.

Věříme, že vás nabídka přednášek i společenského 
programu zaujala natolik, že se rozhodnete této akce 
zúčastnit a společně tak budeme mít možnost pro-
žít několik příjemných dní nabitých novými poznatky  
a dojmy.

Srdečně Vás zdravíme a těšíme se, že se na symposiu 
setkáme

Vaši
Jan Káš a Petra Lipovová

Významná podpora mezinárodní konference BioTech2017 & 7th Czech ‑Swiss 
Symposium with Exhibition
Dovolujeme si s hrdostí oznámit, že zášti-
tu nad připravovanou mezinárodní konfe-
rencí BioTech2017 & 7th Czech -Swiss Sym-
posium with Exhibition, která se bude ko-
nat ve dnech 13. – 17. 6. 2017 v Národní 
technické knihovně v Praze 6, převzali ná-
sledující významné osobnosti: MVDr. Pa-
vel Bělobrádek, Ph.D., MPA, místopřed-
seda vlády pro vědu, výzkum a inovace, 
prof. RNDr. Eva Zažímalová, CSc., před-
sedkyně Akademie věd ČR a Mgr. Ondřej 
Kolář, starosta městské části Praha 6. MVDr. Pavel Bělobrádek, PhD prof. RNDr. Eva Zažímalová, CSc Mgr. Ondřej Kolář
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SOTIO JE MEZINÁRODNÍ BIOTECHNOLOGICKÁ 
SPOLEČNOST ZAMĚŘUJÍCÍ SE NA VÝZKUM A VÝVOJ 
NOVÝCH LÉČEBNÝCH POSTUPŮ V OBLASTI ONKOLOGIE 
A AUTOIMUNITNÍCH ONEMOCNĚNÍ

Klíčová mezinárodní studie fáze III (VIABLE) zaměřená 
na pacienty s nádorovým onemocněním prostaty, byla 
zahájena v roce 2014. V moderní historii je to poprvé, 
co do takovéto fáze klinického vývoje vstoupila firma 
z České republiky. SOTIO je rovněž první společností 
z regionu střední a východní Evropy, která zahájila fázi 
III klinických hodnocení v oblasti buněčné imunotera-
pie.

V roce 2016 v rámci SOTIO probíhalo deset klinic-
kých studií v Evropě a USA, zaměřených na pacienty 
s nádorovým onemocněním prostaty, vaječníků a plic. 
Několik dalších klinických studií je ve stádiu přípravy. 
Společnost realizuje také několik výzkumných projektů 
s předními čínskými nemocnicemi, dva klíčové projekty 
byly zahájeny v roce 2016. Stěžejní studie VIABLE v sou-
časnosti zařazuje pacienty z 21 evropských zemí a USA. 
Většina pacientů pochází z USA, České republiky, Ně-
mecka či Polska.

Klinická studie fáze I/II zaměřená na využití aktivní 
autologní buněčné imunoterapie pro pacienty s karci-
nomem plic (přípravek DCVAC/LuCa) v listopadu 2016 
úspěšně dokončila zařazování pacientů v České repub-
lice a na Slovensku. V loňském roce byl v souladu s plá-
nem završen i nábor pacientů do klinických studií fáze 
II určených pro pacienty s nádorovým onemocněním 
vaječníků.

SOTIO rovněž hledá další firmy či instituce vyvíjející 
nadějné léčebné onkologické postupy s cílem navázat 
spolupráci. Ve spolupráci se sesterskou firmou Accord 

Research rovněž zastřešuje předklinický a klinický vývoj 
pro další biotechnologické firmy, které jsou majetkově 
či smluvně navázány na skupinu PPF či SOTIO. V sou-
časnosti se jedná o francouzskou společnost Cytu-
ne Pharma a švýcarské NBE -Therapeutics a Cellestia 
Biotech. Ve spolupráci s těmito partnerskými firmami 
a v rámci svého vlastního vědeckého výzkumu SOTIO 
připravuje několik projektů v předklinickém stádiu s cí-
lem posunout jejich vývoj do fáze I klinického vývoje.

Firma rozvíjí a financuje vlastní vědecký výzkum, své-
ho druhu největší v České republice, a uvádí do praxe 
objevy českých vědců, kteří nyní pracují i na výzkumu 
nových metod léčby dalších závažných onkologických 
a autoimunitních onemocnění.

Společnost SOTIO působí v Evropě, USA, Číně a Rus-
ku a má vlastní kapacity potřebné pro výzkum, klinický 
vývoj a uvedení produktů na trh. V roce 2011 vybudo-
vala vlastní výrobní a výzkumné prostory v pražských 
Holešovicích, které patří k nejmodernějším a největ-
ším svého druhu v Evropě. Tyto superčisté laboratoře 
splňují nejpřísnější nároky na sterilní výrobu léčivých 
přípravků používaných v buněčné terapii. Obdobné la-
boratoře společnost otevřela v roce 2014 rovněž v čín-
ském Pekingu.

Sídlo největší společnosti – SOTIO, a. s. – je v Pra-
ze. Součástí holdingu SOTIO jsou rovněž firmy v USA,  
Rusku a Číně. Holding SOTIO zaměstnává okolo 340 
odborníků (k 31. 12. 2016).

SOTIO je součástí skupiny PPF a v jejím rámci buduje diverzifikované portfolio v oblasti bio-
technologií založené na vlastním výzkumu a vývoji, spolupráci s partnery, licenčních dohodách,  
investicích, fúzích a akvizicích. Nejrozvinutějším projektem je vlastní platforma aktivní buněčné 
imunoterapie (ACI) na bázi dendritických buněk. SOTIO ověřuje bezpečnost a účinnost svých 
produktů DCVAC v rámci řady klinických hodnocení fáze I až III.
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KRÁTKÉ SDĚLENÍ

CHEMICKÁ OXIDACE SULFIDŮ JAKO NEDÍLNÁ SOUČÁST 
BIOLOGICKÉ OXIDACE SULFIDŮ
Dana Pokorná
Ústav technologie vody a prostředí, VŠCHT Praha; Danka.Pokorna@vscht.cz

Síra je po chemické stránce asi nejzajímavější, ale 
rovněž nejsložitější prvek. Složitost pochopení chemie 
síry spočívá v tom, že se tento prvek nachází ve více 
oxidačních stupních. Dokonce i jako elementární síra 
v oxidačním stupni 0 se nachází v několika různých po-
dobách a může vytvářet v podstatě neomezeně dlouhé 
řetězce nebo kruhy. Svoji nezanedbatelnou úlohu má 
tento prvek rovněž v oblasti anaerobního zpracování 
odpadních vod, kalů nebo odpadů. V případě některých 
průmyslových odpadních vod, které obsahují vysoké 
koncentrace síranů a siřičitanů, dochází k jejich reduk-
ci prostřednictvím sulfát-redukujících bakterií (SRB), 
které je dokážou redukovat na sulfidy za současného 
využívání přítomných organických látek, čímž význam-
ně konkurují anaerobním mikroorganismům v soutěži  
o přítomný organický substrát. Sulfidy vznikají v anae-
robním prostředí rovněž při zpracování odpadů obsa-
hujících bílkoviny s inkorporovanou sírou jako výsledek 
štěpení těchto bílkovin anaerobními mikroorganismy 
a následnou redukcí vznikajících síranů SRB. Vznik-
lé sulfidy potom podle podmínek prostředí přechází  
do bioplynu jako sulfan, čímž poměrně výrazně ztěžuje 
energetické využití bioplynu. 

Způsobů odstraňování sulfanu z bioplynu je něko-
lik. Vedle chemických a fyzikálně-chemických metod 
jsou to v současné době hlavně metody biologické, 
které využívají činnosti sirných bakterií. Tyto biologické 
metody nemají významné provozní náklady a nepro-
dukují vedlejší produkty, které by bylo třeba následně 
likvidovat. Mikroorganismy, které se na této činnosti 
podílejí, jsou tzv. sirné bakterie, v případě technologic-
kého uspořádání odsiřování bioplynu hlavně bezbarvé 
chemolitotrofní sirné bakterie (Thiobacillus, Sulfolobus, 
Thermothrix, Beggiatoa a Thiothrix). Jako meziprodukty 
oxidace sulfidů se v médiu mohou vyskytovat thiosíra-
ny a polysulfidy, které jsou tvořeny za podmínek vyso-
kého zatížení a extrémnějších pH. Tyto dva významné 
meziprodukty se však tvoří v největší míře chemickou 

oxidací (autooxidací) sulfidů a polysulfidů za alkalic-
kých podmínek1 a dále pak mohou být bakteriální čin-
ností oxidovány až na sírany. Význam chemické oxidace 
sulfidů tedy spočívá hlavně v tom, že může pozitivně 
ovlivňovat biologickou aktivitu sirných bakterií tím,  
že snižuje inhibiční vliv přítomných sulfidů na mikroor-
ganismy. Je proto vítaná zejména při oxidaci vysokých 
koncentrací sulfidů. Probíhá ve vodném alkalickém  
prostředí spontánně v přítomnosti dodávaného kyslíku 
a vede k tvorbě elementární síry, polysulfidů, siřičitanů 
a thiosíranů. Mezi faktory, které ovlivňují stechiometrii  
a kinetiku chemické oxidace patří molární poměr sul-
fidy – kyslík, teplota, iontová síla a přítomnost kataly-
zátorů příp. inhibitorů a hlavně na pH2-4. V oblastech 
pH < 6, kde převažuje sulfan v nedisociované formě 
jako H2S, je rychlost oxidace sulfidické síry velice malá. 
Stoupá postupně s rostoucím pH, kdy byla potvrzena 
dvě maxima specifické rychlosti oxidace sulfidů – při 
pH 8 a 11.

Siřičitany jsou v silně alkalickém prostředí (pH > 10) 
chemicky stabilní 1 den. Thiosírany jsou dále v aero-
vaném vodném abiotickém prostředí poměrně stabil-
ní 2 – 3 dny. Jsou však energeticky velmi výhodným 
substrátem pro sirné bakterie, které jej dokážou pod-
le množství dodaného oxidačního činidla zoxidovat až  
na sírany. Jejich vymizení ze systému je tedy způsobeno 
právě jejich biologickou oxidací.

Chemickou oxidaci sulfidů až na sírany je při pH > 9 
možno očekávat až v delším časovém horizontu proto-
že tvorba síranů potřebuje vyšší aktivační energii z en-
zymatické reakce mikroorganismů. Za normálního prů-
běhu chemické oxidace, tj. v časovém horizontu hodin, 
je tedy možno předpokládat pouze tvorbu thiosíranů  
a siřičitanů. 

Je tedy zřejmé, že proces biologické oxidace sulfi- 
dické síry není v principu nikterak jednoduchý, protože 
je doprovázen i oxidací chemickou, která zdá se, hraje 
v případě oxidace sulfidické síry nezanedbatelnou roli.

Literatura
1. Steudel R: Ind. Eng. Chem. Res. 35, 1417 (1996).
2.  Chen KY, Morris JC: Environ. Sci. Technol. 6, 529 

(1972).
3.  Nielseen A, Vollertsen J, Hvotved-Jacobsen T: 

Environ. Sci. Technol. 37, 3853 (2003).

4.  O´Brian DJ, Birkner FB: Environ. Sci. Technol. 11, 1114 
(1977).
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ODBORNÉ PŘÍSPĚVKY

CHLADOVĚ AKTIVNÍ ENZYMY A JEJICH 
BIOTECHNOLOGICKÉ VYUŽITÍ
Patricie Buchtová
Ústav biochemie a mikrobiologie, Vysoká škola chemicko ‑technologická v Praze; patricie.buchtova@vscht.cz

Úvod
Jedním z nejdůležitějších abiotických faktorů život-

ního prostředí, ne -li tím úplně nejdůležitějším, je tep-
lota. Významně se totiž podílí na vytyčení podmínek 
vhodných pro život na naší Zemi. Až 90 % biosféry tvoří 
chladné oblasti, které jsou vystaveny teplotám nižším 
než 10 °C. Dominují jim zejména polární regiony Ark-
tidy a Antarktidy, chladná voda v hloubkách oceánů 
a vysokohorské oblasti. Největší procento tvoří právě 
oceány, pokrývající naší planetu ze 71 %, v nichž je až 
90 % vody o teplotě nižší než 5 °C. Dále je to také sníh, 
pokrývající asi třetinu zemského povrchu, permafrost, 
pokrývající přibližně čtvrtinu povrchu, ledovce a moř-
ský led. Méně významná jsou sladkovodní jezera, půda 
v chladných oblastech nebo jeskyně. Díky činnosti člo-
věka lze mezi chladná prostředí zařadit i chladírenské 
a mrazírenské vybavení či klimatizační prvky1,2.

Chladově adaptované organismy
Ačkoliv by se na první pohled mohlo zdát, že jsou 

jmenované oblasti bez života, opak je pravdou. Mno-
ho živých organismů se nízkým teplotám přizpůsobilo 
a trvale kolonizovalo chladné oblasti. Většina chladově 
adaptovaných organismů patří dle definice do skupiny 
psychtrofů (jinak nazývaných také psychrotolerantní), 
jejichž optimální růstová teplota se pohybuje okolo 
20 °C. Druhou skupinou jsou psychrofilní organismy, je-
jichž optimální teplota růstu se pohybuje níže – kolem 
15 °C, při teplotě kolem 20 °C je jejich růst již značně 
inhibován (Obr. 1). Obě skupiny chladově aktivních or-
ganismů jsou nicméně schopny růst za teplot blízkých 
bodu mrazu, v některých ojedinělých případech i pod 
ním3, 4, 5. Adaptace organismů na nízké teloty bývá často 
spjata také s adaptací na další extrémní podmínky pro-
středí, jako jsou vysoké koncentrace solí, vysoký tlak či 
krajní hodnoty pH6.

Mezi organismy trvale přizpůsobené životu v chlad-
ných oblastech patří zejména mikroorganismy – gram-
negativní bakterie (např. někteří zástupci rodů Mora‑
xella, Moritella, Polaribacter, Polaromonas, Pseudoal‑
teromonas, Pseudomonas a Vibrio, zároveň také někte-
ré cyanobakterie – např. Oscillatoria a Phormidium), 
grampozitivní bakterie (Arthrobacter, Bacillus a Micro‑
coccus), archea (Methanogenium, Methanococcoides 
a Halorubrum), kvasinky (Candida a Cryptococcus), 
plísně (Penicillium a Cladosporium) (D’Amico et al., 
2006; Pulicherla et al., 2011). Některé adaptované or-
ganismy jsou i ze skupiny rostlin (například Chlamydo‑
monas – zástupci zelených řas) a živočichů (tzv. polární 
ryby)5, 8, 9.

Vliv nízkých teplot
Obecně jsou živé organismy nízkými teplotami ovliv-

něny v mnoha směrech. Jde zejména o negativní vliv 
na výtěžky biochemických reakcí, fluiditu buněčných 
membrán, viskozitu intracelulárního obsahu, dostup-
nost živin, zároveň i na procesy související s proteosyn-
tézou, se sbalováním exprimovaných proteinů a s bu-
něčnou reprodukcí. V případě teplot okolo bodu mrazu 
vzniká také potřeba ochrany proti tvořícím se krystalům 
ledu5, 10, 11.

V následující části práce budou postupně popsány 
jednotlivé mechanismy chladové adaptace organismů, 
které zajišťují jejich komplexní a trvalé přizpůsobení  
životu v chladných oblastech.

Nejvýznamnější mechanismy chladové 
adaptace

Důležitým požadavkem pro existenci života je dostup-
nost vody v kapalném skupenství, což může být pro 
organismy trvale žijící při nízkých teplotách limitujícím 
faktorem. Obecně je limitace života definována bodem, 
při kterém intracelulární voda tuhne a nemůže tak plnit 
svou biologickou funkci. Za normálních podmínek je 
v přírodě touto hranicí teplota 0 °C. Bylo však zjištěno, 
že v případě některých organismů se její hodnota vý-
znamně snižuje, a to až o několik stupňů. Voda v jejich 
buňkách tak zůstává nadále kapalná a může plnit mno-
hé, pro přežití nezbytné, funkce5, 11.

U nemalého počtu druhů chladově adaptovaných or-
ganismů byla nalezena skupina tzv. „antifreeze“ protei-
nů (AFPs), jejichž funkce souvisí s ochranou před vzni-
kajícími krystaly ledu za nízkých teplot. Mechanismus 
účinku těchto proteinů není zcela objasněn, nicméně 
na základě experimentů různých vědeckých skupin 
bylo navrženo několik hypotéz. Pravděpodobně nej-
rozšířenější z nich mluví o efektu termální hystereze. 
AFPs podle ní vykazují vysokou afinitu ke krystalkům 

Obr. 1: Porovnání rychlosti růstu jednotlivých skupin orga-
nismů v závislosti na teplotě prostředí7.
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ledu tvořícím se v extracelulárním prostoru, na jejichž 
povrch adherují. Důsledkem je vznik výrazného roz-
dílu mezi hodnotami bodu tuhnutí a bodu tání. Díky 
tomu je růst ledových krystalů inhibován (Obr. 2).  
AFPs tak působí jako prevence proti vzniku větších  
krystalů, které by mohly narušit životaschnopnost orga-
nismu12, 13, 14, 15. Alternativní teorie vysvětlující jejich úči-
nek hovoří o schopnosti interakce s tzv. ice -nucleating 
agents (INAs), tedy s proteiny, které vytváří nukleační 
jádro tvořícího se krystalu. AFPs maskují aktivní místa 
na povrchu INAs, jež slouží k navázání molekul vody 
a iniciaci tvorby pevné částice ledu12

Se snižujícími se teplotami dochází také k výrazným 
fyzikálním změnám ve vlastnostech buněčné membrá-
ny vedoucím typicky k redukci fluidity. Pro zachování 
funkčnosti membrány tak bylo nezbytné, aby se or-
ganismy žijící trvale za nízkých teplot prostřednictvím 
změn v jejím složení na tyto podmínky adaptovaly.  
Za nejvýznamnější z nich je považováno zvýšení množ-
ství přítomných polynenasycených mastných kyselin na 
úkor nasycených. Časté bývá také začlenění mastných 
kyselin s kratšími řetězci či s řetězci více rozvětvenými. 
Známé jsou také změny v zastoupení jednotlivých typů 
izomerů: přítomno bývá více rozvětvených mastných 
kyselin v konformaci anteiso‑ než iso‑ a více izome-
rů nenasycených mastných kyselin cis na úkor trans.  
Ovšem adaptační změny se nemusí vždy týkat jen ře-
tězců mastných kyselin. Pozorovány byly v některých 
případech také odlišnosti týkající se polárních hlavic  
lipidů, proteinového zastoupení v membráně či kom-
pozice karotenoidů, které se zde mohou také vyskyto-
vat11, 17, 18.

V případě, kdy jsou organismy vystaveny teplotám 
vymykajícím se rozmezí vhodných růstových teplot,  
dostávají se do stresové situace, které se snaží při-
způsobit. V průběhu evoluce tak vznikly dva systémy, 
reagující na příliš nízké, nebo vysoké teploty. Pro oba 
je typická syntéza specializovaných proteinů, jejichž 
úlohou je zajištění přežití buněk při nepříznivých pod-
mínkám. V prvním případě jde o proteiny chladového 
šoku – cold shock proteins (CSPs) a v druhém o protei-

ny tepelného šoku – heat shock proteins (HSPs). Zjiště-
no bylo, že chladově adaptované organismy disponují 
těmito ochrannými mechanismy stejně jako organismy 
mezofilní. Rozdílem jsou ale teploty, o nichž se dá ho-
vořit jako o stresujících19, 20.

CSPs obsahují speciální doménu, prostřednictvím 
které vážou molekuly nukleových kyselin. V rámci chla-
dového šoku se účastní zejména proteosyntetických 
procesů, jejichž průběh je nízkými teplotami omezen. 
Konkrétním příkladem je regulace některých fází tran-
skripce a translace nebo jejich účast na degradaci mo-
lekul mRNA8, 11, 18, 19, 21.

HSPs jsou chladově adaptovanými organismy synteti-
zovány jak v rámci teplotního šoku, tak i v rámci jiných 
druhů stresujících podmínek. Většinu z nich řadíme 
mezi chaperony, jejichž úlohou v buňkách je pomoc 
exprimovaným proteinům správně se svinout a nalézt 
tak svou nativní konformaci. V případě vzniku agregátů 
denaturovaných proteinů zajišťují některé HSPs jejich 
zpětný přechod na rozpustnou formu8, 18, 20.

Kromě zmíněných dvou skupin proteinů syntetizují 
chladově adaptované organismy také další typ speciali-
zovaných proteinů nazvané jako cold -acclimation pro-
teins. Na rozdíl od CSPs, jejichž syntéza je indukovatel-
ná nízkými teplotami, jde o trvalou expresi, která je ale 
v rámci chladového šoku výrazně zvýšena8, 11.

Chladová adaptace enzymů
Klíčovou veličinou pro průběh chemických reakcí je 

teplota. Závislost jejich rychlosti na teplotě vyjadřuje 
Arrheniova rovnice6, 22:

kde k je rychlostní konstanta, A je předexponenciální 
faktor, jehož hodnota závisí na konkrétní podobě reak-
ce, Ea je aktivační energie reakce, R je molární plynová 
konstanta a T je termodynamická teplota.

Vyplývá z ní, že se snižující se teplotou rekce do-
chází k exponenciálnímu snížení i hodnoty rychlostní 
konstanty. V případě snížení teploty o 10 °C lze obvyk-
le pozorovat dvojnásobné až trojnásobné snížení re- 

Obr. 2: Znázornění inhibičního účinku AFPs na růst krystalu ledu16.
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akční rychlosti. Teoreticky by tak v případě, kdy se teplo-
ta pohybuje okolo bodu mrazu, nebyl umožněn průběh 
téměř žádné chemické reakce6, 22.

V případě biochemických reakcí, jejichž průběh téměř 
vždy katalyzuje vhodný biokatalyzátor, je jejich průběh 
popsán podle tohoto schématu vycházejícího z teorie 
tranzitního stavu: E + S ↔ ES ↔ ES# ↔ E + P, kde E 
označuje enzym, S substrát, P produkt, ES je stabil-
ní komplex enzymu se substrátem v základním stavu, 
který dle této teorie existuje v rovnováze s komple- 
xem enzymu a substrátu v aktivovaném stavu ES# 

(Obr. 3)9, 23, 24.

Arrheniova rovnice může být při uvažování platnosti 
této teorie přepsána také v tomto tvaru9, 24, 25:

kde kcat je katalytická konstanta vyjadřující celkovou 
rychlost reakce, κ je transmisní koeficient, kB je Boltz-
manova konstanta, T je termodynamická teplota, h je 
Planckova konstanta, R je plynová molární konstanta 
a ΔG# je Gibbsova aktivační energie.

Důležitým parametrem rovnice je kromě teploty také 
Gibbsova energie, vyjadřující velikost aktivační energie 
reakce, tedy rozdíl mezi energií aktivovaného komplexu 
ES# a energií komplexu v základím stavu ES. Lze říci, že 
v případě, kdy se hodnota Gibbsovy energie blíží nule, 
je reakce na teplotě téměř nezávislá. Tohoto faktu vyu-
žila evoluce právě při řešení otázky chladové adaptace 
organismů, jejichž enzymy často vykazují nízkou hod-
notu aktivační energie 9, 25. V následující rovnici je vyjá-
dřena její závislost na hodnotě aktivační entalpie ΔH#, 
aktivační entropie ΔS# a na termodynamické teplotě  
T6, 9:

Z této rovnice vyplývá, že snížení hodnoty aktivač-
ní Gibbsovy energie se dá teoreticky docílit snížením 
hodnoty aktivační entalpie nebo zvýšením hodnoty 
aktivační entropie. Ovšem z experimentálně získaných 
dat bylo zjištěno, že pro chladově aktivní enzymy je 
charakteristické snížení obou hodnot – aktivační en-
talpie i entropie. Chladová adaptace se totiž zaměřila 
pouze na optimalizaci jednoho ze dvou parametrů. 
Nižší hodnota aktivační entalpie pro reakce katalyzo-
vané chladově adaptovanými enzymy byla dosažena 
snížením počtu nebo síly intramolekulárních entalpic-
ky řízených interakcí, které je nutné přerušit v průběhu  
aktivace během katalýzy. Tyto interakce přímo souvisejí 
se stabilitou prostorového uspořádání molekuly enzy-
mu. Jejich oslabení se projeví zvýšenou flexibilitou té 
části molekuly, která se katalýzy přímo účastní, zejména 
tedy aktivního místa. Komplex enzymu se substrátem 
v základním stavu ES tak vykazuje širší možnosti, co se 
týká počtu možných konformačních stavů. Po přechodu 
do tranzitního stavu se ale komplex stává lépe orga-
nizovaným a kompaktním. Důsledkem toho je charak-
teristické snížení hodnoty aktivační entropie chladově 
adaptovaných enzymů v porovnání s jejich mezofilními 
protějšky8, 23, 24.

U chladově adaptovaných enzymů je možné pozoro-
vat optimalizaci nejen v hodnotě katalytické konstanty 
kcat, ale někdy také v hodnotě Michaelisovy konstanty 
KM, vyjadřující afinitu vazby enzymu na substrát. Občas 
dochází i k současné optimalizaci obou uvedených pa-
rametrů kcat i KM a to tak, aby byl jejich poměr kcat/KM 

(označovaný jako katalytická účinnost) co nejvyšší. Zvý-
šení hodnoty kcat je typické především pro extracelulární 
enzymy, v jejichž případě jsou substráty často přítomny 
při saturačních koncentracích. Co se týká KM, její snížení 
bylo popsáno jen u některých intracelulárních enzymů, 
u nichž je charakteristická nízká koncentrace substrátu. 
Obecně je totiž hodnota KM u chladově aktivních en-
zymů zvýšená, a to díky evolučnímu tlaku na co nejvyšší 
celkový výtěžek reakce a zároveň také díky slabší inte-
rakci enzymu se substrátem, vyplývající z větší flexibility 
molekuly9, 23, 25.

Jak již bylo zmíněno, struktura chladově aktivních 
enzymů je celkově méně stabilní. Nicméně zjištěno 
bylo, že při teplotní denaturaci dochází ke ztrátě aktivity  
enzymů dříve, než dojde k rozvolnění celé jeho prosto-
rové struktury. Z toho vyplývá, že aktivní místo enzymu 
je výrazně více termolabilní v porovnání se zbývajícími 
částmi molekuly. Při porovnání prostorových struktur 
chladově aktivních enzymů a jejich mezofilních protějš-
ků bylo zjištěno, že podoba aktivního místa je strikt-
ně konzervována. Zvýšení jeho flexibility tak nebylo 
dosaženo záměnou aminokyselinových zbytků, které 
ho tvoří, nýbrž vytvořením většího prostoru pro vstup 
substrátu do něj. Nalezeny byly tři různé možnosti, 
kterými bylo dosaženo prostornějšího aktivního místa.  
První z nich zahrnuje nahrazení aminokyselinových 
zbytků s objemnými postranními řetězci v jeho blíz- 
kosti za méně objemné. Druhá se týká vzdálení blíz- 
kých smyček díky změnám v jejich konformaci a třetí 
hovoří o deleci některých aminokyselin z těchto smy-
ček a tedy o celkovém zmenšení zmíněných sekundár-
ních struktur9, 23.

Obr. 3: Tento diagram vycházející z teorie tranzitního stavu, 
popisuje průběh enzymově katalyzované reakce z hlediska 
její energie. Aktivační energie reakce je zde znázorněna jako 
Gibbsova aktivační energie ΔG# 23.
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V porovnání s mezofilními a termofilními analogy 
mají chladově aktivní enzymy obecně nižší hodnotu 
teplotního optima. Je tak logické, že vykazují nížší tep-
lotní stabilitu související s nárůstem flexibility molekuly, 
jak již bylo zmíněno. Důkazem jsou kalorimetrická mě-
ření chladově aktivních, mezofilních a termofilních en-
zymů, pomocí kterých byly změřeny jednotlivé teploty 
tání a hodnoty kalorimetrické entalpie, korespondující 
s množstvím absorbovaného tepla nezbytným pro roz-
rušení intramolekulárních interakcí. Výsledkem bylo po-
tvrzení platnosti zvyšujícího se trendu obou veličin se 
zvyšující se teplotní aktivitou enzymů. Zjištěno bylo dále, 
že chladově aktivní enzymy vykazují během teplotní de-
naturace reverzibilní rozvinutí prostorové struktury bez 
vzniku jakýkoliv stabilních intermediátů. Tento fakt tak 
poukazuje na vysokou kooperativitu celého procesu9, 23.

Jak již bylo řečeno, za nižší rigiditou chladově aktivních 
enzymů stojí snížení počtu stabilizujících nevazebných 
interakcí uvnitř molekuly. Jde zejména o elektrostatické 
interakce (včetně solných můstků) a hydrofóbní efekt, 
dále také o vodíkové vazby a van der Waalsovy interak-
ce - zejména aromatické interakce. V jejich sekvenci je 
možné pozorovat obecně větší zastoupení polárních 
aminokyselinových zbytků na úkor nepolárních. Záro-
veň dochází také k záměně hydrofóbních aminokyse-
lin s delším postranním řetězcem za ty, které mají teno  
řetězec kratší, a to z důvodu zmenšení povrchu dostup-
ného pro hydrofóbní kontakt mezi atomy. Důsledkem 
přítomnosti méně hydrofóbních interakcí v molekule 
je snížení hydrofóbního efektu v jejím jádře, hrajícího  
důležitou roli ve stabilitě struktury. Dále dochází také  
ke snížení výskytu zbytků argininu, které jsou odpo-
vědné zejména za tvorbu vodíkových vazeb a solných 
můstků, a zbytků prolinu, jež poskytují větší flexibilitu 
sekundárním strukturám. Naopak zde můžeme nalézt 
více glycylových zbytků, což vede k větší lokální mobi-
litě ve struktuře proteinu. Co se ale týká povrchu mo-
lekuly, zde byl zaznamenán výskyt většího množství 
nepolárních aminokyselinových zbytků. Spolu s redukcí 
počtu nabitých postranních řetězců aminokyselin při-
spívá tento fakt ke zvýšení hydrofobicity povrchu a tedy  
ke snížení množství polárních interakcí s rozpouš-
tědlem, což zvyšuje flexibilitu hydratačního obalu enzy-
mu. Dále bylo zjištěno, že chladově adaptované enzymy 
vykazují oslabení interakcí se stabilizujícími ionty, jako 
jsou například ionty vápenaté. Z některých studií vyplý-
vá, že množství vyskytujících se disulfidových můstků 
bývá také sníženo2, 9, 22, 24, 26, 27, 28.

Nicméně ne všechny zde jmenované mechanismy 
chladové adaptace jsou využívány všemi chladově 
adaptovanými enzymy. U některých se uplatňují i změ-
ny individuální, které souvisí s konkrétní podobou 
struktury a funkce, vedoucí k požadovaným vlastnos-
tem molekuly9.

Využití chladově aktivních enzymů  
v biotechnologiích

Chladově aktivní enzymy v porovnání se svými me-
zofilními a termofilními protějšky vykazují některé 
významné charakteristiky, díky kterým nalezly v uply-
nulých letech široké uplatnění v různých biotechnolo-

gických procesech. Klíčovou vlastností této skupiny en-
zymů je vysoká katalytická účinnost za nízkých teplot 
a zároveň i vysoká termolabilita za vyšších teplot. Mezi 
nejdůležitější výhody spojené s jejich aplikací v průmy-
slu patří finanční a energetické úspory, a to díky vět-
ší účinnosti enzymů, která souvisí s možností použít 
menší množství katalyzátoru a také nižší reakční tep-
loty v porovnání s jejich mezofilními homology. Nízké 
termostability těchto biokatalyzátorů může být využito 
zejména při jejich teplotní inaktivaci na konci procesu. 
Další výhodou je také prevence rozpadu nestabilních 
termosenzitivních složek reakce a případně i ztráty tě-
kavých reaktantů. Důležitá je i možnost jejich použití 
v organických rozpouštědlech, jejichž denaturačním 
účinkům obecně lépe odolávají5, 10, 11.

Jak již bylo zmíněno, chladově aktivní enzymy jsou 
používány v širokém rozmezí biotechnologických apli-
kací. V následujících odstavcích budou popsány nejdů-
ležitější příklady jejich využití v různých průmyslových 
oblastech.

Prací prostředky
Nejvýznamnější aplikací chladově aktivních enzymů 

z hlediska jejich celkové produkce je použití v podo-
bě aditiv do pracích prášků. Jde především o proteasy, 
lipasy, amylasy a celulasy. Z ekologického hlediska je 
aktuálně důležitá snaha snížit teplotu pracího procesu, 
s čímž souvisí ale i jeho efektivita. To je důvodem, proč 
se do pracích prostředků namísto mezofilních enzymů 
začaly přidávat enzymy chladově aktivní, jejichž kata-
lytická účinnost je za nižších teplot vyšší. Použití této 
skupiny enzymů je výhodné také v případě čištění ně-
kterých syntetických materiálů, které nemohou být vy-
staveny vyšším teplotám (50-60 °C). Problematickým 
bodem bývají nicméně teplotní podmínky skladování 
pracích prášků. Chladově aktivní enzymy v nich obsaže-
né mohou při vyšších skladovacích teplotách denaturo-
vat a ztratit tak svou aktivitu10, 11, 27, 29, 30, 31.

Potravinářský průmysl
V procesu přípravy či úpravy potravin lze nalézt 

mnoho příkladů využití biokatalyzátorů aktivních za 
nízkých teplot. Velmi významné je použití β -galaktosi-
dasy v procesu hydrolytického štěpení laktosy v mléce 
a mléčných výrobcích za nízkých teplot, určených pro 
konzumenty trpící laktózovou intolerancí. Časté je také 
použití dalších chladově aktivních enzymů: pektinas 
pro zvýšení výtěžnosti extrakce ovocných šťáv, proteas 
v procesu tenderizace masa, xylanas, amylas a proteas 
v pekárenském průmyslu za účelem redukce času ky-
nutí těsta a zlepšení vlastností těsta i následného fi-
nálního výrobku. Za zmínku stojí také použití proteas  
ve fermentativních procesech – například při výrobě  
sójových omáček, nebo jejich využití spolu s lipasami 
pro urychlení procesu zrání sýrů (funkce syřidla). Chla-
dově aktivní enzymy jsou používány také v pivovarnic-
tví, vinařství či při výrobě krmiv pro zvířata10, 11, 27, 30, 31.

Textilní průmysl
V textilním průmyslu se nejvíce uplatňují chladově 

aktivní celulasy, a to při výrobě bavlněných a úpravě  
denimových výrobků. V prvním případě jsou enzymy 



9Ročník 27 Bioprospect č. 1/2017

používány v procesu zvaném „biopolishing“, kdy jsou 
vylepšovány některé vlastnosti bavlněných oděvů. Při 
jejich opakovaném praní je totiž redukována hladkost 
povrchu oděvu. Pokud jsou ale textílie nejdříve en-
zymově ošetřeny (redukce vyčnívajících konců vláken 
bavlny), je možné předejít vzniku žmolků a docílit tak 
větší jemnosti tkanin. V případě denimových tkanin  
jsou enzymy používány při úpravě vzhledu finálních  
výrobků v procesu zvaném „stone -washing“, jehož  
podstatou je bělení modrých ploch či destrukce textury 
materiálu – vznik trhlin 10, 11, 27, 30, 31.

Molekulární biologie
V metodách molekulární biologie je používáno re-

lativně velké množství chladově aktivních enzymů, 
u nichž je využívána především jejich nízká termosta-
bilita. Inaktivace takových enzymů pro ukončení reakce 
pak může být provedena jednoduše s použitím vysoké 
teploty. Široce komerčně používaná je alkalická fosfa-
tasa, katalyzující hydrolytické štepní fosfátu z 5‘ konce 
oligonukleotidů. Dalším příkladem je použití chladově 
aktivní DNA ligasy pro ligaci fragmentů nukleových ky-
selin, proteasy pro selektivní inhibici vybraných enzymů 
či uracil -DNA glykosylasy katalyzující štěpení uracilu 
z molekuly DNA4, 10, 11, 27, 30.

Biokatalýza
Významným průmyslovým odvětvím je syntéza bio-

logicky aktivních látek jako jsou například estery mast-
ných kyselin, peptidy či cukerné deriváty. Rozpustnost 
jmenovaných látek je ale ve vodném prostředí limi-
tována. Co se týká mechanismu jejich přípravy, často 
je využívána reverzní hydrolýza, jejíž výtěžnost závisí  
zejména na aktivitě vody v systému. Z těchto důvodů  
je znevýhodněno použití mezofilních, případně ter-
mofilních biokatalyzátorů, jejichž účinnost rapidně 
klesá se snižující se koncentrací vody v reakční smě-
si. Vysoká flexibilita chladově aktivních enzymů jim  
umožňuje být aktivní i v prostředí s vyšším obsahem 
organických rozpouštědel, proto mohou být použi-
ty pro katalýzu s dosažením uspokojivých výtěžků re- 
akcí10, 11, 27, 30.

Farmaceutický průmysl
Častým požadavkem při výrobě léčiv je zisk chirálně 

čistých léčivých látek. Pro jejich syntézu se proto použí-
vají enzymy, jejichž selektivní aktivita může zajistit zisk 
požadovaného produktu. Použití chladově aktivních 
biokatalyzátorů přináší hlavní výhodu v možnost vede-
ní těchto syntetických reakcí za nízkých teplot s dosta- 
tečnými výtěžky v porovnání s jejich mezofilními pro-
tějšky10, 11, 30.

Environmentální procesy
V pojmu environmentální procesy je zahrnuta bio-

remediace organických polutantů, čištění odpadních 
vod a produkce bioplynu či kompostování. Pro všechny 
zmíněné případy je typické použití spíše celých chla-
dově adaptovaných mikroorganismů, které produkují 
chladově aktivní enzymy, jejichž aktivita je v procesech 
využívána. V případě bioremediací jde hlavně o procesy 
in situ situované v chladných oblastech, kdy je z hle-
diska jejich efektivity žádoucí použití psychrofilních či 
psychrotrofních mikroorganismů, jejichž biodegradační 
dráhy bývají za nízkých teplot aktivní. V ostatních zmí-
něných environmentálních procesech s sebou použití 
chladově aktivních organismů přináší hlavně benefit 
v podobě energetické úspory10, 11, 27, 30.

Závěr
Drtivá většina naší planety je tvořena chladnými ob-

lastmi, které jsou trvale osídleny velkým množstvím orga-
nismů. Přizpůsobení nízkým teplotám jim bylo umožně-
no díky vzniku jednotlivých molekulárních mechanismů, 
které jako celek zajišťují jejich komplexní adaptaci. Tento 
článek seznámil čtenáře se základními principy chlado-
vé adaptace enzymů, které byly v průběhu posledních 
dvaceti let intenzivně studovány. Díky svým jedinečným 
vlastnostem přináší tato skupina biokatalyzátorů ne-
malé možnosti, co se týká jejich využití v mnoha bio-
technologických procesech. Ačkoliv je mnoho z nich již 
komerčně připravováno a používáno, stále zde existuje 
prostor pro nalezení dalších chladově adaptovaných en-
zymů, jejichž vlastnosti či účinek budou vykazovat vyso-
ký potenciál pro nové průmyslové aplikace.
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Souhrn
Buchtová P.: Chladově aktivní enzymy a jejich biotechnologické využití
Chladné oblasti naší planety jsou trvale osídleny nemalým množstvím rozličných organismů, pro které bylo nezbytné se životu zde 
přizpůsobit. Adaptace na nízké teploty zahrnuje hned několik různých molekulárních mechanismů. Jde například o změny ve složení bu-
něčných membrán nebo syntéza specializovaných proteinů, jejichž účast je nezbytná v procesu proteosyntézy či při správném sbalování 
exprimovaných proteinů. Tento článek věnuje ale největší pozornost biokatalyzátorům chladově adaptovaných organismů, které jsou 
nízkým teplotám také přizpůsobeny, a to počínaje svým aminokyselinovým složením, přes stabilitu až po zvýšenou katalytickou účinnost. 
Unikátní vlastnosti chladově aktivních enzymů pak vykazují vysoký potenciál pro jejich využití v celé řadě biotechnologických aplikací.
Klíčová slova: chladově aktivní enzymy, chladová adaptace, psychrofilní organismy

Summary
Buchtová P.: Cold ‑active enzymes and their biotechnological applications
Cold areas of our planet are permanently inhabited by a huge amount of various organisms which had to adapt to living here.  
The adaptation to low temperatures involves several different molecular mechanisms. For example, it includes changes in a composition 
of cell membrane and sythesis of specialized proteins, participation of which is essential for a process of proteosynthesis or for proper 
folding of expressed proteins. However, this article is focused on biocatalysts of cold -adapted organisms that are well adapted to low 
temperatures, starting from its amino acid composition, through increased stability leading to higher catalytic efficiency. Unique proper-
ties of cold -active enzymes exhibit a high potential for their use in a wide range of biotechnological applications.
Keywords: cold -active enzymes, cold adaptation, psychrophilic organisms

OBSAH A DISTRIBUCE FENOLOVÝCH SLOUČENIN 
S ANTIOXIDAČNÍ AKTIVITOU V ROSTLINĚ VITIS VINIFERA
Lucia Gharwalová
Ústav biotechnologie, VŠCHT Praha; gharwall@vscht.cz

Úvod
Nejrozšířenějšími sekundárními metabolity rostlin 

jsou fenolové látky. Jde o přírodní antioxidanty, které 
jsou v révě vinné syntetizované jako odpověď na bio-
tický a abiotický stres, např. některé infekce (především 
plísňové)1, expozice ultrafialovému (UV) záření2, 3, ozó-
nový stres4 nebo mechanické poškození. Mezi nejvý-
znamnější a nejprozkoumanější fenolové sloučeniny 
patří stilbenoid resveratrol a jeho analoga.

Fenolové antioxidanty mají schopnost eliminovat vol-
né radikály, čímž mohou zabránit peroxidaci lipidů. Vý-
sledky studií také dokazují, že fenolové sloučeniny, pře-
devším kvercetin, epikatechin a resveratrol chrání DNA 
proti oxidativnímu narušení její struktury5, 6 Fenolické 
látky jsou odpovědné za různé charakteristické vlast-
nosti vín, například chuť, barva a antioxidační účinky.

Obsah antioxidantů v různých částech révy vinné je 
rozdílný, např. části, které byly vystaveny živému, či 
neživému stresu obsahují více antioxidantů. Antokya-

ny jsou především obsaženy ve vakuolách a buněčné 
stěně slupky bobulí a jsou zodpovědné za barvu hroz-
nů. Slupky obsahují i další antioxidanty z jiných skupin, 
jako například resveratrol nebo kyselinu gallovou, které 
se vyluhují během macerace hroznů do vína7. Fenolové 
sloučeniny se nachází například i v letorostech a listech.

Biosyntéza fenolových sloučenin
Biosyntéza fenolických látek začíná vznikem fenylpro-

panových kyselin. Cesta vedoucí k tvorbě těchto prekur-
zorů se nazývá Šikimátová dráha, její průběh je zná-
zorněn na Obr. 1. Nejprve je přeměněna kyselina šiki-
mová (C7H10O5) na fenylalanin (C9H11NO2) nebo tyrosin 
(C9H11NO3) a následně na kyselinu skořicovou (C9H8O2) 
nebo kumarovou (C15H18O8), popřípadě jiné fenylpro-
panové kyseliny.

Vlastní kyselina šikimová vzniká při metabolismu  
cukrů, kdy prvním krokem jejího vzniku je spojení fos- 
foenolpyruvátu s erytrosa-4-fosfátem. Ze vzniklých pre-
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kurzorových fenylpropanových kyselin cestou Šikimá-
tové dráhy pak vznikají další meziprodukty, a to růz-
nými reakcemi, například prodloužením propanového 
řetězce substitucí, prodloužením a cyklizací, zkrácením  
řetězce nebo redukcí dvojné vazby řetězce8.

Syntéza flavonoidů a stilbenoidů, jakožto nevýznam-
nějších představitelů fenolových sloučenin, vzniká bio-
syntézou tří molekul malonyl -CoA vázaných na iniciátor, 
jímž je právě jedna z již zmiňovaných prekurozorových 
fenylpropanových kyselin v podobě CoA -esteru. Pre-
kurzorem flavonoidů je flavanon, vznikající postupnými  
reakcemi přes chalkon. Z flavanonu poté vznikají další 
flavonoidy. Takto vzniklé látky pak mohou poskytovat 
různými modifikacemi velké množství dalších flavo-
noidů8, 9. Prekurzorem stilbenoidů je resveratrol a jeho 
biosyntéza vyžaduje aktivitu enzymu zvaného stilben-
syntáza (STS)10, který se řadí mezi polyketidické syntá-
zy. Enzym využívá p -kumaryl -CoA a malonyl -CoA jako 
substráty.

Výskyt a distribuce fenolových látek  
ve Vitis vinifera

Výskyt fenolových látek s antioxidační aktivitou v révě 
vinné nemusí být vždy totožný s místem jejich synté-
zy, neboť tyto sloučeniny bývají transportovány z místa 
zdroje do míst určených k jejich spotřebě či akumulaci. 
Tok asimilátů probíhá ve speciálním vaskulárním pleti-
vu – floému. Fenolové látky mohou být transportová-
ny prostřednictvím floému jak apikálním tak bazálním 
směrem11. Naproti tomu u xylému, tedy vodivém cév-
ním pletivu, který primárně rozvádí živiny z kořenového 
systému k nadzemním částem rostliny, byla prokázána 
akumulace fenolových látek12.

Sledováním distribuce STS u mladé rostliny Vitis vini‑
fera bylo zjištěno, že k biosyntéze stilbenoidů, přede-
vším resveratrolu, dochází v listech i v jiných orgánech 
rostliny, a to zejména v bobulích. Lokalizace STS v rost-

linách révy vinné byly zkoumány pomocí standardních 
technik immunolokalizace. Obsah samotného resvera-
trolu se v různých orgánech rostliny pohyboval v roz- 
mezí od 0,2 – 16,5 mg/kg původní hmoty rostliny,  
přičemž maximální obsah resveratrolu byl nalezen  
ve floému letorostů, následovaný pupeny, kořeny, xylé-
mem letorostů, výhonky a řapíky; v minimálním množ-
ství byl nalezen v listech13.

V bobulích probíhá syntéza stilbenoidů i flavonoidů 
v tenkostěnných epidermálních buňkách slupky.  
Místem shromažďování fenolových látek v buňkách je 
vakuola, kde se kromě toho hromadí také cukry, orga-
nické kyseliny, ionty a voda14.

Vliv vnějších podmínek na obsah  
antioxidantů ve Vitis vinifera

Obsah fenolových antioxidantů ve víně a rostlině Vitis 
vinifera je závislý nejen na odrůdě ale i na podmínkách 
pro růst rostliny, jako například intenzita slunečního  
záření, teplota, obsah živin a minerálních látek v půdě 
či množství vláhy v období dozrávaní bobulí7, 15.

Co se stilbenoidů týče, jejich syntéza je podporová-
na několika abiotickými faktory – UV zářením, ozonem 
nebo anoxií (bezkyslíkatým prostředím)16. UV záření 
indukuje biosyntézu resveratrolu v bobulích hroznů 
během zrání, přičemž konečný obsah je závislý na vý-
vojové fázi rostliny17. Ve zralé hroznové bobuli se obsah 
resveratrolu po vystavení UV záření snižuje, pravděpo-
dobně z důvodu konkurence mezi chalkon syntázou 
a STS pro stejné substráty. Chalkon syntáza využívá 
p -kumaryl -CoA a malonyl -CoA pro produkci chalkonu, 
jakožto prekurzoru flavonoidů18.

Zkoumaná byla i možná závislost vlivu nedostat-
ku vody na biosyntézu fenolových látek. Přestože se  
ve studiích objevuji ́ výsledky potvrzující narůst fenolů 
během vystavení rostliny nedostatku vláhy v době její-
ho dozrávání19, ne všechny dostupné studie tento fakt 
potvrzují. Jedna ze studií tak poukazuje na pětinásobné 
navýšení množství trans -piceidu (glykosylované formy 
trans -resveratrolu) v odrůdě Cabernet Sauvignon při 
vystavení těmto podmínkám, avšak u odrůdy Char-
donnay tohoto navýšení docíleno nebylo20. Také Król 
a kol.21 pozorovali, že dlouhodobé sucho způsobilo 
pokles fenolových kyselin (kyselina kávová, p -kumaro-
vá a kyselina ferulová) v listech a kořenech révy vinné 
odrůdy Kiszmisz Łuczistyj. To může souviset se speci- 
fičností kontrolních molekulárních mechanismů (ovliv-
ňujících biosyntézu stilbenoidů), která je dána odrůdo-
vým charakterem.

Naopak, aplikace rostlinných hormonů, giberelinů,  
na rostlinu révy vinné může zvýšit obsah fenolových 
látek a flavonoidů v listech, stoncích a úponcích Vitis 
vinifera odrůdy Muškát Hamburg, zatímco jejich obsah 
ve slupkách bobulí snížit22. Gibereliny mají vliv na vývoj 
rostlin, mohou stimulovat rapidní růst kořenů a ston-
ků, vyvolat mitotické dělení v listech některých rost-
lin a zvýšit rychlost klíčení semen23. Bylo pozorováno,  
že když je kyselina giberelová (GA3) aplikována na rost-
linu po plném květu, některé odrůdy Muškátu se seme-
ny, jako například Muškát Hamburg, nebudou obsaho-
vat semena v bobulích22.

Obr. 1: Šikimátová dráha biosyntézy fenylpropanoidů.
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Nejen aplikace hormonů ale i pesticidů může ovliv-
nit obsah antioxidantů ve slupkách bobulí a tím i an-
tioxidační aktivitu vín. Hodnoty antioxidační aktivity  
ve vzorcích chorvatských vín a biovín, hodnocené po-
mocí metod ABTS a DPPH se prokázaly vyšší u biovín 
ve srovnání s konvenčními víny24. U metody ABTS je 
využívána schopnost antioxidantů přítomných ve víně 
zhášet volné radikály, konkrétně radikály chemické 
sloučeniny 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sul-
fonátu) (ABTS). U DPPH metody se využívá schop-
nost antioxidantů zhášet DPPH, aneb 1,1-difenyl-2- 
-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl, což je stabilní volný ra-
dikál. Zvýšená antioxidační aktivita u biovín může být 
způsobená tím, že rostlina vytváří vlastní obranné látky, 
když není chráněná před škůdci vnějším zásahem.

Vyšší koncentrace fenolových sloučenin ve víně může 
byt také spjata s mírnou plísňovou infekci bobulí. Roz-
sáhlá plísňová infekce bobulí může zničit fytoalexiny, 
čili sloučeniny produkované rostlinou jako odpověď  
na kontakt s parazitem. Taková infekce by ovšem zni-
čila i úrodu a nebylo by možné z infikovaných bobulí 
produkovat víno25.

Změna obsahu fenolových látek během 
vegetačního období

Předcházející studie dokázaly, že obsah a distribuce 
antioxidantů ve Vitis vinifera se mění během vývoje 
rostliny, v průběhu vegetačního období. Během ve-
getačního období dochází i k významnému procesu 
dozrávaní bobulí. Zralost hroznů se posuzuje změnou 
barvy slupky, měknutím bobulí a změnou jejich chuti. 
Změna a intenzita barvy bobulí u modrých odrůd, způ-
sobená navýšením antokyanů, je jedním z charakteris-
tických rozpoznávacích znaků zralosti bobulí26. Stupeň 
zralosti hroznů lze bezpečně zjistit podle obsahu cukru 
ve vylisované šťávě bobulí moštoměrem nebo refrakto-
metrem14.

Versari a kol.3 sledovali obsah vybraných stilbenoidů 
ve slupkách hroznů během zrání. Během tohoto obdo-
bí byl cis- piceid hlavním stilbenem přítomným ve slup-
kách a byla pozorována i malá akumulace STS mRNA 
a s tím spojená slabá syntéza stilbenoidů.

Efekt zrání bobulí byl pozorován u bobulí Vitis vinife‑
ra odrůdy Kishmish Chornyi. Hrozny a stonky v počá-
teční fázi zrání vykazovaly vysoký obsah celkových feno-
lických sloučenin (flavonoidů, flavonolů, flavan- 3- olů) 
a antioxidační aktivity (FRAP – „ferric reducing antioxi-
dant power“), přičemž během zrání byla zaznamenána 
drastická redukce fenolických složek a také hodnoty 
FRAP. Hrozny, které byly získány na konci období zrání, 
měly vysoké hodnoty antokyanů a redukujících cukrů, 
ovšem nižší hodnoty celkových fenolických sloučenin 
a související antioxidační aktivity. Složení fenolů a an-
tioxidační potenciál během zrání bobulí byly stanove-
né také ve stoncích, listech, řapících a výhoncích stejné 
rostliny. Tyto vykazovaly (v daném pořadí) 8x; 3x; 2x; 
a 1,5x násobně vyšší hodnoty FRAP než bobule27, čím 
bylo dokázáno, že kromě bobulí, mohou i různé čás-
ti révy vinné představovat potenciálně využitelný zdroj  
fenolových látek.

Závěr
Obsah fenolových sloučenin v révě vinné je závislý 

nejen na odrůdě ale i na vnějším prostředí. Flavonoidy 
a stilbenoidy patří mezi nejpočetnější skupiny v příro-
dě se vyskytujících fenolových látek. Tyhle se nenachází 
jenom v bobulích Vitis vinifera, ale i v listech, stoncích, 
letorostech či kořenech a jejich obsah může byt zvýše-
ný po vystavení biotickému nebo nebiotickému stresu.

Poděkování
Financováno z účelové podpory na specifický vysoko-

školský výzkum (MŠMT č. 20-SVV/2017).
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Souhrn
Gharwalová L.: Obsah a distribuce fenolových sloučenin s antioxidační aktivitou v rostlině Vitis vinifera
Obsah fenolů v rostlině Vitis vinifera je závislý na agrotechnických a klimatických faktorech, nicméně jenom málo je známo o tom,  
kdy je akumulace antioxidantů v rostlině nejvyšší. Je důležité znát, které faktory a jakým způsobem ovlivňují obsah přírodních antioxi- 
dantů v různých částech révy vinné pro jejich další využití v potravinářství nebo farmacii.
Klíčová slova: antioxidant, resveratrol, Vitis vinifera

Summary
Gharwalová L.: Content and distribution of phenolic compounds with antioxidant activity in plant Vitis vinifera
The phenol content in the plant Vitis vinifera depends on agrotechnic and climatic factors, however, only little is known about when  
the accumulation of antioxidants in the plant is at its highest. It is necessary to understand which factors and in what way they influence 
the natural antioxidant content in different parts of the grapevine for their further use in the food or pharmaceutical industry.
Keywords: antioxidant, resveratrol, Vitis vinifera

PRVNÍ VLNA OBRANY V ROSTLINÁCH VŮČI NAPADENÍ 
PATOGENY A MOŽNOSTI JEJÍHO SLEDOVÁNÍ
Lucie Lamparováa,b

aLaboratoř biochemie rostlin, Vysoká škola chemickotechnologická v  Praze, bLaboratoř patofyziologie rostlin,  
Ústav experimentální botaniky rostlin AV ČR, v. v. i.; lucie.lamparova@vscht.cz

Úvod
Rostliny jsou k velkému množství patogenů obvykle 
rezistentní. Pro svou obranu používají, kromě vnějších 
konstitutivních bariér jako jsou kutikula či vosk, velice 
sofistikovanou imunitu. Spuštění rostlinné imunity je 
závislé na rozpoznání patogena. Rostlinné receptory 
mohou rozpoznat molekulární vzory mikrobů (MAMP; 
„microbe -associated molecular pattern“) triggered  
immunity“), pak jde o MAMP vyvolanou imunitu (MTI; 
„MAMP triggered immunity“) nebo mohou být rozpo-
znány patogenní efektory a takto vyvolaná obrana se 
nazývá efektory vyvolaná imunita (ETI; „effector trigge-
red immunity“). V tomto článku se budu zabývat pouze 
“první vlnou“ rostlinné imunity vyvolané molekulárními 
vzory mikrobů. Zaměřím se na charakteristické znaky 
MTI a metody, jimiž je studována.

Slovníček nejdůležitějších pojmů:
MAMP – molekulární vzory mikrobů „microbe-

-associated molecular pattern“; MTI – MAMP vyvolaná 
imunita „MAMP triggered immunity“; PRR – receptor 
rozpoznávající molekulární vzory, „pattern recogni-
tion receptor“; RLK – protein kinasy receptorového 
typu, „receptor -like kinases“; RLP (receptory podobné 
proteinům, „receptor -like proteins“); flg22 – rozpo-
znávaná sekvence 22 aminokyselin flagelinu; EF ‑Tu 
– elongační faktor Tu; elf – rozpoznávaná sekvence 
EF -Tu; PGN – peptidoglykan; LPS – lipopolysacharidy;  
PR proteiny – proteiny spojené s pathogenesí, „patho-
genesis related“.

MTI
MAMP jsou vysoce konzervované struktury mikrobů, 

v častém případě nezbytnými pro jejich přežití. Mezi 
dosud popsané MAMP se řadí jak látky proteinového 
charakteru flagellin (flg), elongační faktor (EF -Tu), pep-

tidoglykan (PGN), tak MAMP sacharidové či lipidové 
povahy, například lipopolysacharidy (LPS), chitin či  
β -glukany. Tyto MAMP jsou rozpoznány receptory PRR 
(receptor rozpoznávající molekulární vzory, „pattern  
recognition receptor“), které jsou v drtivé většině přípa-
dů lokalizovány na plasmatické membráně. Nejčastěji 
se jedná o receptory RLK (protein kinasy receptorového 
typu, „receptor -like kinases“) a RLP (receptory podobné 
proteinům, „receptor -like proteins“). Oba druhy obsa-
hují extracelulární doménu, díky níž probíhá rozpozná-
ní MAMP, a transmembránovou doménu. RLK má vni-
trobuněčnou intracelulární kinasovou doménu, kdežto 
RLP má pouze krátkou cytosolickou doménu. Důležité 
je zmínit, že ne ke všem MAMP je známý rostlinný PRR, 
stejně tak ne všechny rostliny rozpoznávají všechny  
druhy MAMP. Po rozpoznání MAMP pomocí PRR do- 
chází k indukci MTI, jejíž součástí je produkce Ca2+,  
ROS (reaktivní formy kyslíku, „reactive oxygen species“), 
NO, zvýšení extracelulárního pH, aktivace MAPkinasové 
kaskády, produkce antimikrobiálních látek jako jsou fy-
toalexiny (např. kamalexin), syntéza PR proteinů (pro-
teiny spojené s pathogenesí, „pathogenesis related“), 
aktivace fytohormonálních drah či ukládání kalosy  
do buněčné stěny. Ke studiu odpovědí MTI vyvolaných 
bakteriemi se používá ošetření krátkými syntetickými 
peptidy, jako jsou flg22 (epitop proteinu flagelinu) či 
elf18 (epitop elongačního faktoru Tu), nebo struktura-
mi buněčných stěn (LPS, PGN). MTI odpovědi vyvolané 
napadením houbami se studují pomocí ošetření chiti-
novými oligomery1.

MAMP

Flg22
Protein flagelin je základním stavebním kamenem 

bakteriálního bičíku, který hraje zásadní roli v pohybu 
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a zároveň v adhezi patogena na buňky hostitele. Re-
ceptorem rostliny A. thaliana (huseníček rolní) rozpo-
znávajícím N- koncovou vysoce konzervovanou domé-
nu flagelinu pocházející z Pseudomonas aeruginosa, 
čítající dvaadvacet aminokyselin (flg22), je protein FLS2 
(flagellin -sensing 2)2. Tento receptor se řadí do rodiny 
RLK a nachází se na povrchu plasmatické membrány3. 
Po navázání flg22 receptor FLS2 kooperuje s recepto-
rovou kinasou, která slouží jako pozitivní regulátor MTI. 
Následně je FLS2 endocytován a odbourán4. Na mutan-
tech fls2 A. thaliana bylo ukázáno, že v nepřítom- 
nosti FLS2 je rapidně snížena odpověď rostliny závislá 
na flg22. Ošetření flg22 indukuje v rostlině A. thaliana 
rezistenci k bakterii Pseudomonas syringae pv tomato 
DC3000 a částečně i k houbě Botrytis cinerea5,6. Rostli-
na Solanum lycopersicum (rajče), rozpoznává sekvenci 
15 aminokyselin z flagelinu bakterie E. coli7.

EF ‑Tu
EF -Tu patří mezi elongační faktory, které jsou nezbyt-

né během biosyntézy proteinů, konkrétně ve fázi elon-
gace, kdy jsou asociované na ribozom. EF -Tu je jedním 
z nejhojněji se vyskytujících proteinů bakteriální buň-
ky, avšak jeho rozpoznávání bylo doposud pozorová-
no pouze u rostlin z rodu brukvovitých (Brassicaceae)8.  
Sekvence, rozpoznávaná receptorem A. thaliana EFR 
(EF -Tu receptor), který se řadí také do rodiny RLK, čítá 18 
či 26 aminokyselin umístěných na N -konci, tyto epitopy 
jsou označeny v dalším textu jako elf18 resp. elf26. Bylo 
zjištěno, že EFR nemůže být nahrazen FLS2, přestože 
elf18 bakterie E. Coli či elf26 bakterie Pseudomonas  
syringae pv tomato DC3000 a flg22 vyvolávají v rost-
linné buňce velmi podobné (někdy totožné) signální  
procesy a odpovědi, například spouští transientní 
produkci ROS, aktivují stejné kinasy, a to bez navýše-
ní efektu v případě použití obou elicitorů najednou9.  
Zajímavostí je, že mutant A. thaliana efr, se zablokova-
ným genem EFR, projevuje díky zhoršené schopnosti 
rozpoznávání zvýšenou náchylnost k Agrobacterium  
tumefaciens, což vede ke zvýšení efektivity T -DNA trans-
formace8.

Ax21
Ax21 je protein obsahující 194 aminokyselin. Zajíma-

vostí je, že jeho receptor LRR XA21 byl prvním nale-
zeným rostlinným PRR, a to v rýži. Tehdy byl ale iden-
tifikován jako PR -protein indukující rezistenci výlučně 
proti Xanthomonas oryzae pv oryzae. Dnes je známo, 
že tento mimořádně silný receptor rozpoznává sulfato-
vaný epitop proteinu Ax21, který je typický pro různé 
druhy bakterie Xanthomonas a několik málo příbuz-
ných rodů10, 11.

PGN
PGN je nezbytnou a jedinečnou stavební složkou 

grampozitivních i gramnegativních bakterií. Jde o kom-
plex mnoha glykanových řetězců, složených z N -ace-
tylglukosaminu a N -acetylmuramové kyseliny, prokří-
žených pomocí krátkých peptidových řetězců. PGN 
rostlinných patogenů Agrobacterium a Xanthomonas 
indukuje v rostlinách A. thaliana tvorbu ROS, zvýšení 

extracelulárních pH, transkripci genu PR1 a ukládání 
kalosy do buněčné stěny12. Za rozpoznání PGN a ná-
slednou signalizaci v rostlinách A. thaliana je zodpo-
vědný receptor rozpoznávající chitin CERK1 (kinasa 1 
receptor chitinového elicitoru, „chitin elicitor receptor 
kinase 1“), ale také LYM1 z rodiny CEBiP (protein vážící 
elicitor chitin, „chitin elicitor -binding protein“)13. Hlavní 
doména, zodpovědná za rozpoznání jak PGN, tak chiti-
nu, je LysM (lysinový motiv, „lysin motif“)14.

LPS
LPS, jež jsou složeny z lipidové a oligosacharidové 

části, jsou hlavní složkou vnější membrány gramnega-
tivních bakterií. Dřívější studie vypovídaly, že LPS mo-
hou předcházet hypersenzitivní reakci (HR) vyvolané 
bakterií. Mechanismus procesu potlačení HR, během 
které dochází vlivem indukce tvorby ROS v místě na-
padení patogenem k nekróze rostlinného pletiva hro-
maděním H2O2, je ale stále neznámý15. Efektivita potla-
čení HR je dána délkou oligosacharidového řetězce16. 
Oligosacharidové jednotky také indukují transkripci 
obranných genů PR1 a PR2 v A. thaliana17. Také u rýže 
byla prokázána indukce tvorby ROS po ošetření LPS.  
Na základě těchto informací jsou LPS řazeny mezi MAMP 
u jednoděložných i dvouděložných rostlin18. Žádný rost-
linný PRR rozpoznávající LPS ještě nebyl identifikován.

Chitin
Chitin je stavebním polysacharidem hub. Řetězce 

složené z jednotek N -acetyl -D-glukosaminu vzájemně 
spojených 1,4-β -glykosidovou vazbou jsou prokříženy 
pomocí β -glukanu. Obecně platí, že chitin či chitino-
vé oligosacharidy jsou rozpoznávány pomocí receptorů 
RLK CERK1 a RLP CEBiP19, 20. Rozpoznání a následná 
signalizace se odlišuje mezi jednoděložnými a dvou-
děložnými rostlinami. Například v rýži, jež patří mezi 
jednoděložné, jsou chitinové oligosacharidy vázány  
na buněčném povrchu receptorem RLP CEBiP. CEBiP 
pak tvoří tzv. sandwichový typ receptoru s RLK CERK1 
obsahující LysM doménu. Tato interakce vede k dal-
ší signalizaci21. Bylo prokázáno, že ve dvouděložných 
rostlinách A. thaliana je do rozpoznání chitinu zapo-
jen dimerizující RLK CERK1 obsahující doménu LysM. 
Dále byly nalezeny proteiny podobné CEBiP označené 
LYM1-3, které jsou na sebe schopny vázat chitinové oli-
gosacharidy22. Následné bádání ukázalo, že LYM2 může 
být také zodpovědný za rozpoznání chitinu u rostlin A. 
thaliana19, 20, 23.

MAMP vyvolané projevy MTI  
a jejich detekce

Studium projevů MTI vyvolaných MAMP a k tomu ur-
čené metody byly zpočátku vyvíjeny a optimalizovány 
hlavně na modelové rostlině A. thaliana a jejích fyto-
patogenech. Následně však byly metody k měření od-
povědí spojených s MTI modifikovány i pro ekonomicky 
důležité plodiny, jako jsou rostliny rodu Brassicaceae 
(řepka), Solanaceae (rajče, brambory, paprika a tabák) 
a další. Zkoumají se například změny fenotypu spojené 
s MTI, změny v produkci Ca2+ či ROS, testy resistence, 
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změny v indukci obranných genů, ukládání kalosy či 
aktivace MAPKinasové kaskády (Obr. 1). Tyto odpovědi 
se projevují v různých časech a zároveň jsou rozdílné 
napříč rostlinnými druhy24. Některé metody jsou leh-

ce přenositelné na jiné rostlinné druhy, avšak k nutné 
optimalizaci dochází například kvůli rozličné morfologii 
listů. Metody se také liší v závislosti na věku a velikosti 
rostlin či podmínkách, ve kterých jsou pěstovány25,26.

Obr. 1: Typické projevy MTI vyvolané flg22
A)  Relativní luminiscence měřená pomocí luminolu a křenové peroxidasy na discích 4týdenních rostlin A. thaliana v závislosti  

na čase.
B)  Levá část: Infekce na listech 4týdenních rostlin A. thaliana, infikovaných bakterií Pseudomonas předem ošetřených/neošet-

řených flg22.47 
Pravá část: Inhibice růstu semenáčků A. thaliana ošetřovaných/neošetřovaných flg22 po dobu dvou týdnů.46

C)  Mikroskopická vizualizace kalosy pomocí anilinové modři v listech 4týdenních rostlin A. thaliana.
D)  Relativní transkripce RbohD zjištěná u buněk vinné révy po ošetření 1mM flg22.48

E)  Výsledky imunochemické detekce aktivace MAPKinas vyvolané flg22.49

F)  Metody detekce influxu vápenatých iontů. 
Nahoře: Měření změny pH extracelulárního prostředí vyvolané různými koncentracemi flg22 pomocí kombinované skleněné 
elektrody. 
Dole: Luminiscenční stanovení komplexu Ca2+ aequorin vznikajícího v cytosolu po ošetření flg22 o různé koncentraci.48
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Zvýšení koncentrace Ca2+  
v cytosolu buňky

Jednou z nejrychlejších odpovědí rostliny reagující  
na MAMP (30 s - 2 min) je influx extracelulárního Ca2+ 
do cytosolu za současné alkalizace extracelulárního 
prostředí1. To je pozitivně regulováno cytoplazmatickým 
RLK BIK1 (Botrytis indukovaná kinasa 1). Zvýšení kon-
centrace Ca2+ v buňce je nezbytné pro funkci některých 
proteinů, typicky CDPK („calcium dependent protein-
-kinases“), NADPH oxidasy nebo také fosfolipasy D2 1. 
Změny Ca2+ po ošetření MAMP mohou být deteková-
ny v živých rostlinných buňkách produkujících protein 
aequorin, který byl objeven u medusy a který váže Ca2+ 
za vzniku bioluminiscence. Emisní záření lze měřit s uži-
tím CCD kamery nebo luminometrem27. Kromě změny 
koncentrace Ca2+ lze také konduktometricky stanovit 
změnu pH extracelulárního prostředí (Obr. 1 F)28.

Zvýšení produkce ROS
Po rozpoznání MAMP dochází během 2 – 3 minut  

ke zvýšení produkce ROS, nejvyšších hodnot je dosaže-
no během 10 – 14 minut. Tato produkce ROS je tran-
sientní1. Za tento proces je v A. thaliana zodpovědná 
NADPH oxidasa RBOHD („respiratory burst oxidase 
homolog D“). RBOHD produkuje v apoplastu mem-
bránou neprocházející superoxidový radikál O2

.-, z nějž 
pomocí superoxidismutasy vzniká membránou prochá-
zející peroxid vodíku H2O2, který tak může pronikat jak 
do cytosolu, tak do organel. Jednou z nejčastěji pou-
žívaných variant stanovení tvorby apoplastického H2O2 
po ošetření některým z MAMP je chemiluminiscenční 
měření, a to pomocí křenové peroxidasy a luminolu 
(Obr. 1 A)29. Velmi často se k tomuto stanovení použí-
vají disky o průměru kolem 3 - 5 mm vyřezané ze čtyř-
týdenních rostlin nebo 10denní semenáčky pěstované 
v tekutém mediu přímo v 96-jamkové destičce26. Dal-
ší variantou je měření koncentrace H2O2 vyloučeného  
do media založené na oxidaci Fe2+ katalyzované pe-
roxidasou a následnou reakcí Fe3+ s xylenolovou oranží, 
což je extrémně citlivá metoda používaná k měření níz-
kých hodnot H2O2 rozpuštěného ve vodě. Absorbance 
vzniklého komplexu Fe3+-xylenolová oranž se měří při 
560 nm. Tato metoda se nazývá FOX130. H2O2 lze kvan-
tifikovat po histochemickém barvení pomocí diami-
nobenzidinu (DAB), kdy je H2O2 kvantifikován pomocí  
obrazové analýzy31.

Zvýšení produkce NO
Oxid dusný a jeho deriváty, které bývají označovány 

za RNS („reactive nitrogen species“), jsou malé moleku-
ly účastnící se MTI, například tím, že mohou inhibovat 
RBOHD, což naznačuje úzký vztah mezi RNS a ROS32. 
Indukce syntesy NO se zvyšuje po aktivaci calmodulinu, 
což je způsobeno právě influxem Ca2+ indukovaným 
MAMP33. Ke stanovení plynného NO se používá che-
miluminiscenční stanovení, které je založeno na reakci 
NO s O3 produkující fotony, přičemž délka emitované-
ho záření je kolem 600 nm. NO lze stanovit také uvnitř 
pletiva a to pomocí spektrofotometrického stanovení 
methhemoglobinu34.

Aktivace MAPkinas
Genom A. thaliana kóduje 20 MAPK („mitogen-

-activated protein kinase“), 10 MAPKK (mitogen -acti- 
vated protein kinase -kinase) a 60 MAPKKK (mitogen-
-activated protein kinase -kinase -kinase). Představují 
funkční signální moduly zprostředkovávající mimobu-
něčný signál do odpovídajících buněčných odpovědí. 
Jsou hojně studovány právě v souvislosti s interak-
cí rostlina -patogen. Po ošetření flg22 a elf18 dochází 
k aktivaci MPK3 a MPK6 během 1 – 2 minut, nejvyšší 
aktivita byla naměřena mezi 10 – 15 minutou8. MAPK 
kaskáda aktivuje transkripční faktory, díky nimž dochází 
k transkripci časných obranných genů. Bylo navrženo 
obsáhlé schéma zapojení MAPK do MTI, ačkoli pro- 
pojení některých dílčích procesů jsou stále nejasná35. 
MAPK jsou aktivovány fosforylací, takto aktivované 
MAPK lze detekovat pomocí protilátky, po rozdělení 
pomocí SDS -PAGE, imunochemickou metodou wes-
tern blot (Obr. 1E) 26.

Aktivace fytohormonálních signálních drah
Mezi hlavní aktéry v obranných procesech vyvola-

ných MAMP se řadí také fytohormony. Dráha kyseliny 
salicylové (SA) je obvykle spojována s obranou po roz- 
poznání biotrofních patogenů, žijících v živých buňkách 
rostlin, zatímco kyselina jasmonová (JA) a etylén (ET) 
jsou spojovány spíše s obranou po rozpoznání nekrot-
rofních patogenů živících se rozkladem mrtvých rostlin-
ných buněk36. V poslední době však vyšlo několik pu-
blikací, které tomuto obecně přijímanému ustanovení 
oponují, respektive uvádějí i případy, kdy tomu není 
přesně podle zaběhnutého dogmatu37. U čtyřtýdenních 
rostlin A. thaliana byla po infiltraci 10µM flg22 do listů 
zvýšená produkce SA již 3 h po ošetření, ovšem nej-
vyšší hodnoty byly získány z měření 9 h po ošetření38. 
Produkce ET po ošetření 0.2µM flg22 byla zkoumána 
na dvoutýdenních rostlinách A. thaliana, kdy zvýšená 
produkce byla zaznamenána 3 h po ošetření a nejvyš-
ších hodnot bylo dosaženo 4 h po ošetření39. Pomo-
cí čtyřnásobného mutanta (dde2/ein2/pad4/sid2) se 
zablokovanými signálními drahami SA, JA a ET bylo 
ukázáno, že všechny tři dráhy jsou pozitivně spojeny 
s imunitou vyvolanou flg22 a že jimi vyvolaná MTI zá-
visí na synergistických interakcích těchto signalizačních 
drah40. Aktivaci fytohormonálních drah je možné sledo-
vat pomocí T -DNA inzerčních mutantů A. thaliana, kdy 
vložením T -DNA sekvence dojde ke snížení produkce 
vybraného enzymu sledované dráhy. Zda daný protein 
(enzym, receptor) je či není opravdu zapojen v MTI lze 
zjistit dle toho, zda po ošetření některým, respektive ur-
čitým MAMP a následné inokulaci rostliny patogenem 
je mutant méně rezistentní nežli WT či naopak. K tomu 
lze použít různé bakteriální biotesty (Obr. 1 B)5, 23.

Změny transkriptomu rostlin
Změny na úrovni transkripce jsou považovány za pře-

děl mezi signální transdukcí (MAPkinasová kaskáda) 
a indukovanou obranou (produkce a sekrece antimik-
robiálních látek). Transkripce je vysoce dynamický pro-
ces řízený transkripčními faktory, chromatinovými regu-
látory a interakcí mnoha výše zmíněných signalizačních 
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komponent41. MAMP vyvolávají masivní změny v tran-
skripci/expresi rostlinného genomu (Obr. 1D). V rostli-
nách A. thaliana dochází po ošetření flg22 ke změnám 
v transkripci u několika tisíc genů v závislosti na době 
po ošetření42. K pozorování změn transkriptomu se vyu-
žívá metody RT -PCR. Nejprve se z rostlinného materiálu 
izoluje RNA, která je následně pomocí enzymu reversní 
transkriptasy přepsána do cDNA, tu lze kvantifikovat po-
mocí RT -PCR26.

Akumulace kalosy
Kalosa je amorfní, vysokomolekulární polymer slože-

ný z jednotek β-(1,3)-glukanu. Buněčná stěna obsahu-
jící kalosu je účinnou obrannou mechanickou bariérou 
vznikající v místě napadení po rozpoznání MAMP. Tato 
vrstva zároveň slouží jako síť zachytávající antimikro-
biální složky, jako jsou glukosinoláty. Ukládání kalosy 
bylo zevrubně studováno například na hydroponickém 
systému A. thaliana, kde došlo ke srovnání tohoto 
jevu vyvolaného flg22 a chitosanem za různých růsto-
vých podmínek. Bylo například zjištěno, že přítomnost  
antioxidantů v mediu snižuje tuto obrannou odpověď 
vyvolanou jak flg22, tak chitosanem43, což koreluje 
s dřívější studií, která ukázala, že ukládání kalosy závislé 
na PMR4 (kalosasynthasa 12) je aktivováno ROS závis-
lými na RBOHD, jejichž vznik je stimulován MAPK kas-
kádou44. K ukládání kalosy do buněčné stěny dochází 
například po rozpoznání flg22 či chitosanu. Metodou, 
kterou lze využít pro měření kalosy, je barvení pomocí 
anilinové modři, jemuž předchází odbarvení chlorofylu. 
Anilinová modř se váže na jednotky β-(1,3)-glukanu, 
následuje mikroskopická analýza pomocí fluorescenč-
ního mikroskopu (Obr. 1C)45.

Inhibice růstu
Rostliny po ošetření některým z MAMP inhibují svůj 

růst, tato inhibice je obecně spojována s fenoménem 
dialogu mezi obranou a růstem rostlin. Bylo zjištěno, že 
míra inhibice růstu semenáčků A. thaliana pěstovaných 
in vitro ošetřených flg22 se liší v závislosti na koncent-
raci flg22 (Obr. 1 B)46.

Závěr
Fytopatogeni mohou mnohonásobně zredukovat 

biomasu, snížit plodnost či dokonce zapříčinit úmrtnost 
pro nás nepostradatelných plodin, jako jsou například 
obiloviny. Z tohoto důvodu je nezbytné se věnovat vý-
zkumu obrany rostliny, nehledě na fakt, že světová po-
pulace stále roste a zemědělských ploch ubývá. Bylo 
by tedy velice příhodné, kdyby se podařilo identifikovat 
co nejvíce MAMP a jejich receptorů a popsat obranné 
dráhy zahrnuté v MTI u co nejširšího spektra rostlin. 
Jsou známy a hojně využívány efektivní metody, které 
umožňují studovat různé obranné reakce, jež jsou sou-
částí MTI. Kromě studia patogenních organismů se také 
velice zajímavé jeví studium způsobu, jakým symbionti 
kooperují s mechanismy MTI.
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Souhrn
Lamparová L.: První vlna obrany v rostlinách vůči napadení patogeny a možnosti jejího sledování
V přírodě neustále probíhá boj mezi rostlinou a patogenem. Patogenu je rostlina schopna se ve většině případů ubránit pomocí své vyvi-
nuté sofistikované imunity. Klíčovým bodem je rozpoznání patogenních vzorů MAMP, jež spouští obranné reakce. Tento článek byl zacílen 
právě na imunitu vyvolanou MAMP, které jsou rozpoznány receptory. Především na projevy vyvolané v rostlinné buňce tímto rozpoznáním 
a současně se zaměřením na typické metody testování těchto projevů.
Klíčová slova: imunita, MAMP, MTI, PRR

Summary
Lamparová L.: Plant MTI and its detection methods
There is a neverending fight between a plant and pathogens in nature. The plant is mostly able to resist due to developed sophisticated 
immunity. The key point is MAMP recognition by a plant receptor, which triggers defence mechanisms. This article is focused on MAMP 
triggered immunity, especially on the efects which are triggered in the plant cell after recognition of MAMP by it’s receptor. Additionally 
the article is focused on typical methods for detection of these effects.
Keywords: immunity, MAMP, MTI, PRR
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Introduction
From very ancient times, plants have been a source 

for food, textile and construction materials for mankind. 
With the onset of modern technologies, plants have 
become a source for chemicals in developing industry. 
Plants are current object of fast developing biotechno- 
logies.

Although plants naturally produce a broad range 
of useful compounds, this can be further expanded 
through appropriate genetic manipulations of plant 
species. Additionally, the number of plant species 
that can be used genetically engineered continuously  
increases providing an ever -expanding genetic engi-
neering toolbox. Transgenic plants are now used for the 

production of nutritional components (e.g. vitamins, 
fatty acids, amino acids), therapeutic products (e.g. 
edible vaccines, antibodies, enzymes, growth factors, 
drugs), biodegradable plastics (e.g. starch -based pol-
ymers), and other industrial products. For the produc-
tion and storage of such produced materials, different  
plant parts are being used. For example, crop grains 
are ideal for the production and storage of different 
proteins because there is no pressure to process them 
immediately after harvest, which is often a limiting fac-
tor for proteins produced in leaves or other vegetative 
parts of plants. In ripe seeds, proteins are protected 
against proteolysis and can be stored for a long time 
before processing1.
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There are several in vitro techniques that can be used 
to efficiently produce useful biological compounds in 
plant model systems. Calli or suspension cultures con-
taining non- differentiated plant cells are widely used 
for production of different compounds that are sec- 
reted to the medium from the transgenic plant cells, 
and the system can be used for the continuous pro-
duction of the desired compounds. In this way, mosses 
with a humanized glycosylation pattern of proteins are 
used to produce important glycoproteins1.

Very interesting modification of a transgenic approach 
is the conversion of plastids, especially chloroplasts, 
into bioreactors. This approach is beneficial in many 
ways. Chloroplasts possess relatively small genomes 
that can be easily regulated and exhibit a very low level 
of gene silencing allowing for higher accumulation of 
the product of interest. Finally, the maternal inheritance 
of chloroplasts in most angiosperm plants limits un-
wanted spread of the transgene into the nature2.

Utilizing plants in biotechnology is not only focused 
on compound production but also on the introduc-
tion of favourable traits including the plant resistance 
against biotic and abiotic stress factors which are fre-
quently encountered by the plant. Plants as sessile or-
ganisms have to deal with different forms of external 
abiotic and biotic factors. When the level of external 
factor reaches certain level it becomes stressor for the 
plant causing internal stress. Although plant responses 
vary based on stress type, common aspects of these 
stress responses are lower biomass production, re-
duced growth, and premature senescence. Stressors 
can cause serious losses in agricultural production. 
Some studies estimate that various stresses are respon-
sible for up to 50% decline in agricultural production of 
major crops3.

Two basic mechanisms provide plants with resistance 
against stress - avoidance and tolerance. The avoidance 
mechanism is the ability of plants to avoid transmission 
of an external stress into an internal stress by form-
ing protective barriers (e.g. the cuticle on the surface of 
plant body protect the plant against water loss), move-
ments (e.g. thigmonasty), or by simply avoiding the 
impact of periodic stress conditions by acceleration or 
postponing of their important ontogenetic stages (usu-
ally germination or flowering). The tolerance mecha-
nism, on the other hand, involves the active recruitment 
of defence and adaptation mechanisms at the cellular 
level by adjusting the metabolism level, modifying the 
internal structures (e.g. membrane composition), and 
production of protective compounds, which can be  
either proteins or low molecular chemicals4.

Any of the mentioned aspects of plant biotechnol-
ogies are connected with the vesicle transport inside 
the cell. Production of transgenic proteins is often con-
nected to its transport to storage compartments or  
secretion outside the cell, which requires functional 
vesicle transport. Similarly, stress responses are con-
nected with membrane system reconstitution, transport 
of different cargoes inside the cell, and cargo secretion 
out of the cell. In all these cases, vesicle transport is 
organized and regulated by very complicated protein 
machinery as well as other factors. Our research topic 

is RAB (Ras of Brain) GTPases, which are small GTP-
-hydrolysing proteins that work as organizers of vesicle 
transport, thus we focus this mini -review on their po-
tential for employment in plant biotechnologies. The 
authors remind readers from different scientific areas 
that rules for writing protein names in plant literature 
require full name in capital letters (RAB), while litera-
ture concerning other organisms only capitalize the first 
letter (Rab). We follow these rules throughout the text.

Rab GTPases
Rab GTPases are small monomeric G -proteins that 

belong to the Ras superfamily, which also includes Ras, 
Ran, Rho and Arf families. All Ras -related GTPases are 
characterized by conserved G regions that are respon-
sible for binding of guanosine triphosphate (GTP) and 
harbour the GTPase activity. The mechanism of GTP/
GDP binding is very conserved. The GTP/GDP binding 
site creates a pocket that is associated with two do-
mains, the Switch I domain and the Switch II domain, 
which undergo conformational changes upon GTP 
binding or hydrolysis5.

Other region responsible for effectors binding  
specificity is also conserved in Rab GTPases across eu-
karyotes. The Rab GTPase effector domain interacts 
with GTPase -activating proteins (GAP) and is impor-
tant in determining the functional specificity of small 
GTP -binding proteins6. Complementation studies have 
shown that the Rab GTPase from Arabidopsis thalia‑
na is able to complement a mutation in the yeast Rab  
GTPase providing strong evidence for conserved effec-
tor and regulator recognition mechanisms across eu-
karyotic phyla7.

The third structural feature of Rab GTPases is a hy-
pervariable C -terminal region that is important for the 
localization of Rab proteins to the specific membrane 
compartments. Rab GTPases mostly occur as peripheral 
membrane proteins, although their amino acid com-
position implies a hydrophilic nature. This localization 
is achieved by their post -translational modification of 
attachments with lipids moieties. Rab proteins typically 
contain two C -terminal cysteine residues that undergo 
post -translational modifications by the covalent attach-
ment of geranylgeranyl (C20 isoprenoid) groups via 
thioether linkage. The geranylgeranylation facilitates 
membrane association and in some cases also plays 
a major role in specific protein -protein interactions8.

The geranylgeranylation reaction is mediated by the 
protein prenyl transferase family that includes protein 
farnesyl transferase (FT), protein geranylgeranyl trans-
ferase type I (GGT -I), and Rab geranylgeranyl trans-
ferase (RabGGT or GGT -II). All prenyl transferases are 
heterodimers consisting of α- and β -subunits. Rab  
GTPases are unique substrates of RabGGT because the 
process of Rab GTPase geranylgeranylation requires 
the presence of the Rab escort protein (REP). First, 
REP binds a newly synthesized Rab protein and forms 
a stable Rab -REP complex. Second, RabGGT is able to 
recognize the Rab -REP complex as its protein substrate 
and catalyses the transfer of geranylgeranyl moieties 
to the relevant cysteine residues. After geranylgerany-
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lation, Rab GTPase is delivered to a donor membrane 
compartment in the same manner as during its regular 
cycling9.

Cycling of Rab GTPases
Rab GTPases enter cycling immediately after trans-

lation. The first cycle is represented by the switch-
ing between GDP- and GTP -bound forms while the  
second cycle includes the translocation of the RAB GT-
Pase from a donor membrane compartment to a target 
membrane compartment (Fig.1). Both RAB cycles are 
tightly connected.

First, the GDP -bound form of Rab GTPase interacts 
with a Guanine nucleotide exchange factor (GEF) that 
facilitates release of the bound GDP and replaces it 
with GTP, changing the conformation of Switch I and II 
domains. This allows the GTP -bound Rab protein to in-
teract with the effector proteins. Upon this interaction, 
Rab GTPase is transported from the donor membrane 
compartment to a target membrane compartment via 
vesicle transport. To be able to continue in the cycle, 
the Rab GTPase has to be converted back to the GDP-

-bound form as its internal hydrolytic activity is very 
weak. This is achieved by an interaction with a Rab  
GTPase activating protein (RabGAP) that catalyzes hydro- 
lysis of GTP. The now GDP -bound Rab GTPase is then 
extracted from the target membrane by a Rab GDP dis-
sociation inhibitor protein (RabGDI) that transports Rab 
GTPase through the cytoplasm and back to the donor 
membrane compartment to complete the cycle. A GDI 
Displacement Factor (GDF) facilitates release of Rab 
GTPase from RabGDI by a yet unknown mechanism. 
Generally, substrate specificity of GEFs, GAPs and GDFs 
is usually limited to few Rab GTPases, while GDIs are 
promiscuous5.

The function of Rab GTPases as vesicle trafficking 
regulators is based on exchange of one type of Rab 
GTPases on the vesicle surface for another type, which 
is achieved through so called RabGEF and RabGAP cas-
cades. First, a Rab GTPase in the regulatory pathway is 
activated by an appropriate RabGEF. Once activated, it 
recruits other RabGEFs that activate a next Rab GTPase 
in the cascade and simultaneously is inactivated by 
a corresponding RabGAP. The whole process continues 
until the vesicle reaches the target membrane10.

Fig.1: Schematic view of Rab GTPase cycling between GTP- and GDP -bound forms and among different membrane compart-
ments. Rab GTPase is first activated by exchange of GDP for GTP through the action of GEF in a donor compartment (e.g.  
secretory vesicle). It allows binding of effectors and membrane fusion with a acceptor compartment (e.g. plasma membrane). 
Upon fusion, Rab GTPase is inactivated though the action of GAP and retrieved from the membrane by GDI. Back at the donor 
compartment, GDF releases GDI from the complex with Rab GTPase and the Rab GTPase is localized to the membrane again.
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Classification of RAB GTPases in plants
Although it seems that Rab GTPases are present in 

all eukaryotes, the number of paralogues significantly 
differs among organisms. Generally, the number is low-
er in unicellular organisms and it increases with higher 
organism complexity. In yeast Saccharomyces cerevi‑
siae, there are eleven paralogues while mammalian 
genomes encode about 60 Rab paralogues. In these 
organisms, Rab GTPases are classified numerically (e.g. 
Rab1) in order of when they were discovered.

In plants, the number of paralogues is similar to that 
in animals but the overall structure of the group differs. 
For instance, 57 RAB GTPases have been identified 
in the Arabidopsis thaliana genome and they can be 
grouped into eight subgroups related to only eight Rab 
GTPases from animals (RAB -A to RAB -H subgroups), 
each containing several paralogues7. Similar number 
of Rab GTPases is encoded in other Angiosperm plant 
genomes. On the other hand, there are only about ten 
to twenty Rab GTPases in Bryophytes and green algae.

Structural homology also corresponds to functional 
classification. The subgroup RAB -A (Rab11 homologue) 
functions in the trans -Golgi network and in the vesicle 
transport to the plasma membrane (PM), the RAB -B 
subgroup (Rab2 homologue) organizes vesicular trans-
port between the Golgi apparatus (GA) and the endo-
plasmic reticulum (ER), the RAB -C subgroup (Rab18 
homologue) associates with peroxisomes, the RAB -D 
subgroup (Rab1 homologue) regulates vesicle trans-
port between ER and GA, the RAB -E subgroup (Rab8 
homologue) participates in TGN to PM transport, the 
subgroup RAB -F (Rab5 homologue) regulates endocy-
tosis, the subgroup RAB -G (Rab7 homologue) affects 
vesicle transport to the vacuole, and the subgroup RAB-
-H (Rab6 homologue) is localized in GA11. Further text 
will focus on those subgroups involved in plant stress 
responses and cell wall component deposition.

RAB GTPases and plant stress tolerance
Stress conditions put more demand on membrane 

recycling. Maintaining integrity of the biological mem-
branes is the first priority during stress onset. At the 
same time, a spectrum of membrane proteins changes 
and endocytosis is the most effective way of recycling 
them.

One of the endocytotic RAB GTPases, RAB -G3e, is 
transcribed under oxidative stress. At the same time, its 
transcription can be induced by salicylic acid treatment. 
This implies its involvement in biotic stresses. Overex-
pression of this RAB results in acceleration of endocy-
tosis and the increased resistance of transgenic plants 
to osmotic stresses. Transgenic plants grown on high 
salinity media accumulate significantly more sodium  
in shoots than WT (wild type) plants, indicating an  
enhanced accumulation in vacuoles. Similarly, in-
creased tolerance occurs when these plants are culti-
vated on media containing high sorbitol concentration, 
indicating that the primary effect is in osmotic tolerance 
and not ion toxicity due to the salt stress12.

The subgroup RAB -F is also involved in the regulation 
of endocytosis. Moreover, it includes a plant -specific 

RAB GTPase RAB -F1 (known also as Ara6), which is not 
geranylgeranylated in a canonical manner but instead 
it is palmitoylated13. The structural difference is accom-
panied by a functional difference. Unlike the rest of 
the family, RAB -F1 plays a role in recycling from endo-
somes to the plasma membrane13. In the same study, 
it was shown to be involved in the proper response 
to elevated salinity conditions. Overexpression of RAB-
-F1 significantly helped plants overcome root growth 
arrest both on media with high sodium chloride and 
sorbitol concentrations. Surprisingly, even such special-
ization does not make it unique in the plant cell. Knock-
-out mutants in this gene showed no phenotypic de-
viation from WT13. This illustrates how redundant RAB 
GTPases are across subfamilies, making such research 
more difficult. RAB -F1 was recently shown to be a part 
of the extrahaustorial membrane, the membrane that 
surrounds fungal haustorium, and protects plant cell 
against invading fungus14.

The RAB -F subgroup is also important for salt stress 
tolerance in rice (Oryza sativa). Transformed lines over-
-expressing OsRAB7 have significantly higher tolerance 
to salt stress represented by faster shoot growth and 
higher lateral root number. This effect was connected 
to a 3.5 fold higher accumulation of proline, which is 
known to play role in osmotic adjustment as well as an 
antioxidant. However, the direct mechanism connect-
ing RAB GTPases and proline accumulation remains 
unknown15.

Recent finding shows that some members of the 
secretion -involved RAB -A1 subgroup are required for 
tolerance to salinity stress, which implies that these 
RAB GTPases might regulate the localization of proteins 
integral to the plasmatic membrane, such as proton 
pumps and ion channels16.

RAB GTPases involved in cell wall  
biogenesis

Plant cell wall components are important materials 
for many industrial branches and are therefore subjects 
of research. The plant cell wall is a complex structure 
composed typically of cellulose (1,4-β -D-glucan), hemi-
celluloses (xyloglucans, gluconoarabinoxylans, gluco-
mannans), and pectins (homogalacturonans, xyloga-
lacturonans, rhamnogalacturonans I and rhamnogalac-
turonans II). Cellulose combines with different types 
of hemicelluloses and pectins depending on the plant 
species and the tissue type. In special cases, cellulose 
is substituted or supported by callose (1,3-β -D-glucan). 
Synthesis of cellulose or callose occurs directly on the 
plasma membrane where functional complexes of cel-
lulose synthase or callose synthase reside having been 
delivered as cargoes of vesicle transport. Synthesis of 
other cell wall components is generally localized to the 
GA where products are then transported to the apoplast 
via vesicle trafficking. There are a number of proteins 
in the cell wall too (e.g. expansins, extensins, pectin-
-modifying enzymes etc.) that are delivered to the apo-
plast via vesicle transport. Biogenesis of the cell wall is 
rather complex process that requires the orchestration 
of many steps that are surprisingly plastic in respects to 
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external manipulation. Experiments focused on investi-
gating the affects of specific cell wall properties through 
knock -down of pectin modifying enzymes only had 
very limited success. Only combining the knock -down 
of multiple genes causes that the phenotypic deviation 
can be observed, which shows how dynamic cell wall 
structure and organization is17.

RAB GTPases as organizers of vesicle trafficking are 
also potential targets for biotechnology manipulations. 
For years, the role of RAB GTPases in fruit ripening has 
started to be studied. Fruit ripening is an economically 
important process that is accompanied by significant 
cell wall modification. The RAB GTPases in the two sub-
groups, RAB -A and RAB -D, were shown to play a role in 
tomato (Lycopersicon esculentum) fruit ripening. Three 
paralogues of LeRAB1 (RAB -D subgroup) were de- 
tected depending on the stage of fruit development. 
While LeRAB1a was expressed in green growing fruits, 
the other two paralogues were highly expressed during 
ripening18. Moreover, they seemed to not be fully re-
dundant in their GTPase function. More interesting are 
data obtained for LeRAB11a (RAB -A subgroup). Trans-
genic plants expressing antisense mRNA for LeRAB11a 
under a constitutive promoter produced fruits that 
changed colour properly upon ripening but remained 
firm for a long time. The authors also observed reduced 
activity of the pectinesterase and polygalacturonase in 
the apoplast19.

Intensively growing pollen tube is an interesting 
model for studying the relationship between secretory 
events and cell wall biogenesis. Compromising Rab11b 
(homologous to the RAB -A subgroup) function led to 
the arrest of secretion and accumulation of soluble cell 
wall protein, invertase, in the cytoplasm20. Moreover, 
this paper showed the potential of point mutations 
in RAB GTPases that led to changes in the binding ca- 
pacity of the guanine nucleotide. These mutants include 
the constitutively active (CA) form that has compro-
mised hydrolytic activity, which leads to accumulation 
of GTP -bound forms of the RABs. On the other hand, 
the dominant negative form (DN) is unable to stabilize 
binding of the third phosphate group in the nucleotide-
-binding pocket and is considered to be GDP -bound. 
Some DN RAB GTPases tend to lose the guanine nucle-
otide and become nucleotideless5. Over -expression of 
these forms in living cells is often lethal, requiring the 
use of transient expression or inducible promoters to 
express these GTPases in plants.

Another pollen -specific RAB GTPase from the RAB-
-A subgroup is RAB -A4d, which was shown to localize 
to the growing tip of Arabidopsis pollen tubes. Knock-
-out mutations of the gene revealed it is required for 
the proper development of the pollen tube and showed 
a disturbed localization pectin in the cell wall21.

Direct involvement of RAB GTPases in cell wall  
biogenesis was tested in the pioneering work of Lunn 
et al22. They analyzed the proportion of basic cell wall 
components in numerous Arabidopsis single knock-
-out RAB GTPases mutants belonging to different RAB-
-A subgroups. Their results show that cell cell walls of 
RAB mutants in the RAB -A1 clade had a lower amount 
of pectin, in mutants from the RAB -A2 subgroup had 
a lower amount of cellulose, and mutants from the 

RAB -A4 subgroup had a lower amount of hemicellu-
loses. This simple experiment suggests a specialization 
of RAB GTPases for different vesicular cargoes.

Finally, RAB -A4c was connected to the defence 
against fungal pathogens by showing an interaction 
with its effector, PMR4. PMR4 is a callose synthase and 
its enzymatic activity is activated after translocation to 
a location on the plasma membrane where the fungal 
pathogen forms an appressorium to penetrate the cell23. 
The role of RAB -A4c is then seen in the translocation of 
the callose synthase. This observation nicely connects 
cell wall modification and biotic stress tolerance.

Conclusion
RAB GTPases are undoubtedly important regulators 

of vesicle trafficking. On the other hand, their poten-
tial for biotechnologies is limited. To improve plant 
responses to stress, the most promising subgroups 
are RAB -F and RAB -G, which regulate the endocytotic 
routes. Recycling proteins from the plasma membrane 
and decision of whether these proteins should be de-
graded in vacuole or stored, is obviously very important 
to the plant stress responses.

On the other hand, cell wall material travels through 
the transport route controlled by the RAB -A subgroup. 
Moreover, it seems that different components of the 
cell wall use different routes to the cell surface. Expe- 
rimental data implies there are ways to change or  
affect composition of the cell wall by simply changing 
the equilibrium among various RAB -A paralogues. Cell 
wall biogenesis regulation is very complex and has high 
plasticity to genetic manipulation. In this respect, RAB 
GTPases offer very interesting tools represented in their 
CA and DN mutant forms, and the expression of these 
forms can shift the process out of equilibrium.

Not commented in this text but an important part of 
RAB GTPase potential is their participation in the in-
teraction between plants and surrounding biosphere. 
Roles of RAB GTPases in pathogen resistance were  
already mentioned in the text, but as they become fo-
cus of many researchers, interesting discoveries can be 
expected in the near future.

Moreover, RAB -A2 GTPase is crucial for legumes  
nodulation in the presence of symbiotic bacteria (e.g. 
genus Rhizobium), which is important for fixing atmos-
pheric nitrogen and its utilization by plant. As the first 
step of the nodulation process, reorientation of the 
root hair axis and induction of nodulation genes can 
be observed. In bean plants with knocked -down levels 
of a RAB -A homologue, the nodulation was disabled in 
the first step of interaction24.

Although we present many examples of how RAB  
GTPases are involved in plant responses to stress or 
during cell wall biogenesis, the main question is still 
if or how RAB GTPases can be employed for plant  
biotechnologies and it remains the topic for further re-
search.
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Summary
Růžičková M., Hála M.: RAB GTPases as potential targets in plant biotechnologies
Plants are not only a food resource but are also a valuable source of different materials. Plant biotechnologies help improve food  
or material yield and increase the number of compounds obtained from plants. Affecting plant secretory machinery is one of the ways 
we can modify plant bio -production. Rab GTPases are important organizers of vesicle transport through their cycling between GDP- and 
GTP -bound forms as well as between membrane compartments. Here, we discuss whether RAB GTPases can be targets for biotechno-
logy research. We focus on the involvement of RAB GTPases in plant stress responses and cell wall biogenesis, which are two aspects 
that highly influence plant development. We conclude is that the complexity of RAB GTPase families and their regulation make these 
proteins difficult targets for biotechnologies.
Keywords: Plant biotechnology, RAB GTPases, plant stress, plant cell wall biogenesis

Souhrn
Růžičková M., Hála M.: Potenciál RAB GTPas v rostlinných biotechnologiích
Rostliny poskytují lidstvu nejenom potravu, ale jsou i cenným zdrojem surovin pro různá odvětví průmyslu. Rostlinné biotechnologie po-
máhají zlepšovat výnosy jak potravin, tak surovin získávaných z rostlin a také rozšiřovat jejich spektrum. Jedním z nástrojů je ovlivňování 
buněčného sekrečního aparátu. Rab GTPasy mají důležitou funkci právě při organizaci váčkového transportu, důležité je zejména jejich 
cyklování mezi různými formami s navázaným GDP či GTP a také mezi různými membránovými kompartmenty. Jak název naší práce 
napovídá, chceme zvážit možné využití RAB GTPas v biotechnologiích. V naší práci ukazujeme na vybraných příkladech z literatury úlohu 
RAB GTPas v odpovědích rostlin na stres a ve tvorbě buněčné stěny u rostlin, což jsou procesy zásadně ovlivňující rostlinnou produkci. 
Naším závěrem je, že využití RAB GTPas v biotechnologiích by bylo možné, ale, vzhledem k dosud ne zcela probádané a velmi komplexní 
síti regulací, vyžaduje další výzkum.
Klíčová slova: Rostlinné biotechnologie, RAB GTPasy, stresová odpověď rostlin, tvorba buněčné stěny.
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