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ESI — elektrosprejova ionizace

HDL - lipoprotein s vysokou hustotou
homoCS — 28-homocastasteron

IPP — isopentenyldifosfat

KIB1 — kink suppressed in BZR1-1D
LDL — lipoprotein s nizkou hustotou
LRR — na leucin bohata repetice

MeOH — methanol

MVA — mevalonatova cesta

norBL — 28-norbrassinolid

norCS — 28-norcastasteron

PP2A — fosfataza 2A

PREG — pregnenolon



PRG — progesteron

RLK — receptor-like kinase
SBI1 — suppressor of BRI1
SPE — extrakce na pevné fazi
TEST — testosteron

TY — typhasterol

UHPLC-MS/MS — ultra vysoce G¢inna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii
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1. Uvod a cile diplomové prace

Gemmoterapie je specialni metoda bylinné 1écby, kterd vyuziva ptipravky na bazi semen,
pupentl a mladych vyhonkt rostlin, tzv. zdrode¢nych tkani. Tyto zarodecné rostlinné tkané jsou
sklizeny na jate, kdy obsahuji nejvys§i mnozstvi biologicky aktivnich latek nezbytnych pro rist
rostliny, a kterd maji rovnéz vyznamné biologické Gcinky na lidské zdravi. Aktivni latky jsou ze
zarodecnych tkani extrahovany do smési etanolu a glycerinu a jsou vyuzivany pfi riznych

zdravotnich potizich.

Brassinosteroidy jsou rostlinné steroidni hormony, které hraji zasadni roli v regulaci mnoha
dalezitych fyziologickych procesit v zivoté rostlin. BRs byly objeveny v 70. letech dvacatého
stoleti. Jako prvni brassinosteroid byl izolovan z fepky olejné Brassica napus a jeho bioaktivni
forma byla pojmenovana brassinolid. BRs se vyskytuji v rostlinach ve velmi malych
koncentracich, nejvice je pritomno v semenech, pylovych zrnech, kvétech anebo kotenech. BRs

podporuji bunééné déleni, reprodukci, zrani i starnuti rostliny.

Piedkladana diplomova prace se zabyva stanovenim steroidnich latek v pupenech rostlin
vyuzivanych pro gemmoterapii. Obsah téchto latek nebyl dosud u gemmoterapeutik plné

prostudovan.

Cilem této diplomové prace bylo napsat literarni reSersi, ktera popisuje lé¢ebnou metodu

gemmoterapie a zabyva se rovnéz problematikou vyskytu steroidnich latek v rostlinach.

V ramci praktické ¢asti bylo stanoveni mnozstvi steroidnich latek (brassinosteroidu a sav¢ich
steroidnich latek) v listovych pupenech rostlin, které se vyuzivaji ke gemmoterapii. Nejprve byla
provedena extrakce a purifikace hormoni z rostlinného materialu. Dale byla provedena

kvantifikace pomoci UHPLC-MS/MS metody, vyhodnoceni a zpracovani dat.
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2. Teoreticka cast

3.1. Gemmoterapie

3.1.1. Vyznam gemmoterapie

Gemmoterapie neboli ,,Ié¢ba pupeny* je specialni bylinna 1é¢ebna metoda, ktera vyuziva
vytazky vyrobené ze zarodecnych tkani rostlin, jako jsou Cerstvé pupeny, semena, klicky, kotinky
a mladé vyhonky (Hubele, 2016; Andrianne, 2007). Tyto bylinné prostfedky se zpracovavaji
hlavné na jafe. Pupeny jsou zpracovany v dob¢ puceni, kdy obsahuji nejvyssi mnozstvi biologicky
aktivnich latek nezbytnych pro rist rostliny, jako jsou ristové hormony, stopové prvky, enzymy
a dalsi latky s rozsahlou puisobnosti (Zentrich, 2003). Gemmoterapeutické prostredky dodavaji
télu komplexy rostlinnych latek, v nichZz jsou obsazeny ristové faktory, nejvice auxiny a
gibereliny, které prizniveé stimuluji ¢innost celého organismu. Tyto prosttedky se vyuzivaji pii
feSeni ruznych zdravotnich potizi. Gemmoterapie podporuje spravnou funkci pfirozené imunitni
odpovédi, lymfaticky a cévni systém pomoci detoxikace a vyzivy bunék, a také pomaha k celkové
detoxikaci organismu (Ercoli, 2002). Pro terapii je velice dulezité znat celkovy stav organismu,
jak fyzicky, tak i psychicky, jelikoz puvod kazdé nemoci je ovlivnén mnoha faktory (Tetau,
2013).

Nazev gemmoterapie pochazi z latinského slova ,,gemma“, coz znamena pupen nebo
drahokam, ale preklada se také jako ,.kamenna stl“ nebo ,,borova pryskyfice”. Na pupen lze tedy
nahlizet i jako na nerostnou strukturu bez zjevného zivota, ktera se vyviji v zim¢, tedy v dobg,
kdy je strom zdanlivé mrtvy. Rovnéz si miizeme povS§imnout, ze ,, gemmae ““ stoji u ptivodu slova
,,gemmule ““, které oznacuje vrcholovou Cast zarodku semena, z né¢hoz po vykli¢eni vznikne klicek

(Andrianne, 2007).

Vytazky zpupeni neposkozuji lidsky organismus, nemaji nezadouci ucinky a
nezanechavaji v téle zadny ,,odpad“. Gemmoterapie pifindsi pozoruhodné vysledky a mnozi

nadsenci o ni hovoii jako o moderni terapii tretiho tisicileti (Podhorna, 2015).

3.1.2. Historie gemmoterapie
S pouzivanim pupend se muZzeme setkat jiz ve stfedovéku, kdy alchymisté provadéli
empirické vyzkumy. Nicméné tyto vysledky rychle upadaly v zapomnéni predevsim kvili

znamym poznatkim 1éCitelstvi a vyuzivani celych ¢asti rostlin (Andrianne, 2007).

V druhé poloviné 20. stoleti byla popsany metoda gemmoterapie — vytazky z pupent,
rostlin, stromu a kefti, ale pupeny jiz byly vyuzivany o hodn¢ dfive. Jiz minulé generace si v§imly
velice zajimavého poznatku, Ze divoka zvér okusuje pupeny a mladé vyhonky, jako kdyby tusila,

ze je pravé v nich ulozena Zivotni sila a latky potfebné pro organismus. Naptiklad v ruském
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1é¢itelstvi se podavaly pupeny biizy pii chorobach ledvin a také k 1é¢bé revmatismu (Donno et

al, 2015; Svenkova, 2016).

Uz ve 2. st. byl zndm od Galéna balzam z pupenii topolu nakladanych po dobu tii mésici
Vv olivovém oleji. V pribéhu ¢asu se velice zvySoval zajem o kvalitu gemmopreparati. Napiiklad
Paracelsus pochopil rozdily v jednotlivych ¢astech rostlin. Dalsimi diilezitymi faktory jsou vék a
puvod rostliny, zplisob sbéru a zpracovani materialu véetné skladovani vysledného produktu

(Donno et al., 2015).

V tricatych letech 20. stoleti rusky uc¢enec B. P. Tokin objevil ve vyssich kvetoucich
rostlinach latky, které pasobi antimykoticky a antibioticky. Tyto latky nazval fytoncidy, které
rostlina vyuziva k ochrang pied nejruznéjsimi $ktudci. Védci si vSak uvédomili, Ze by se tyto latky
ziskané z rostlin daly vyuzit k 1écbé ¢loveéka. Pozd€ji profesor V. P. Filatov zjistil, Zze pokud
nechame utrZenou ¢ast rostliny nékolik dni ve tmé a chladu, umirajici ¢ast rostliny zmobilizuje
své sily a za¢nou v ni vznikat mimoradné G¢inné latky fytoncidni povahy. Takto vznikl postup
vyroby velice proslulych biogennich stimulatord. Timto zapocal novy smér hledani
nejucinngjsich obsahovych latek a komplext, které se v rostliné vyskytuji kratce a v presné
urCeny Cas, eventualné v ptisné omezeném mnozstvi a jen v uréitych ¢astech rostliny (Zentrich,

2007).

V podobnych experimentech jako Filatov pokracoval lékat Dr. Paul Henrych, ktery
zjistil, ze jeste¢ mnohem uCinngjsi latky vznikaji v pupenech a zarodecnych listech stromu a
rostlin. P. Henrych se také inspiroval dr. Niehasem a jeho pouzivanim zivocisnych bungk, a jako
prvni vyslovil mySlenku vyuziti meristematickych Casti rostlin jako metodu v terapii ¢loveka,
kterou nazval fytoembryoterapii (Adrianne, 2007). Henryho prvni prace s témito myslenkami
byly publikovany v Archives Homeopatiques de Normandie v roce 1959. Spravnost jeho tivah
byla postupem ¢asu podlozena v mnohych dal$ich publikacich z tohoto oboru (Donno el al.,
2015). Prvni studie se zabyvala extraktem z biizy pyfité, u které Henry prokazal pozitivni G¢inek

na jatra, konkrétné jde o aktivaci makrofagt a drenaz Kupfferovych bunek (Andrianne, 2007).

S Paulem Henrym dale spolupracoval francouzsky lékat Max Tétau, ktery rozsitil jeho
praci, a praveé on zavedl pojem ,,gemmoterapie®. Dr. Max Tétau je také autorem vyznamné knihy

v tomto oboru, ktera se jmenuje Nouvelles cliniques de gemmotherapie (Andrianne, 2007).

Gemmoterapie v Cechach

O uplny zacatek metody gemmoterapie se zaslouzil moravsky bylinai Rudolf Franéc
Z Holesova (1910-1981). O této novince se v 70. letech dozvédél v némeckych novinach a
rozhodl se tuto novinku predstavit v Cechach. Z vysledkt Franéce dale vychazel bylinat Josef
Antonin Zentrich (1941-2012), kterému byla v roce 1964 diagnostikovana zacinajici leukémie, a

pravé Rudolf Franéc se stal jeho 1éCitelem. Ten Zentricha postupné vzdélaval v oblasti ptirodniho
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1é¢eni a bylinkarstvi. Vyuce a piipravé se vénoval usilovné vice nez 15 let a po smrti svého uéitele

ptevzal jeho klientelu a s 1é€itelstvim zacal on sam (Zentrich, 2007).

Pravé Josef A. Zenrich a Jifi JanCa, vyznamni bylinaii a predstavitelé¢ alternativni
mediciny, se zaslouZili 0 praktické vyuzivani v Ceskoslovensku. Vychazeli z vysledkii Franéce a
jako prvni v Ceskoslovensku o gemmoterapii informovali v 5. dile svého Herbafe 1é¢ivych
rostlin. Bohuzel nedostatek Casu na piipravy tinktur (napf. sbér pupent je naroény na cas i
prostor), ptibyvaly zkuSenosti v oblasti gemmoterapie velice pomalu. Lidé si tinktury naudily

ptipravovat i sami doma a 1é€ili tak své blizké (Zentrich, 2007).

V dnesni dobé mame v Ceské republice &tyfi oficialni vyrobce gemmoterapeutik. Jsou to
firmy: Rabstejnska apatyka Ing. Matyase Orsaka, Bylinné kapky v ¢ele s Ing. Pavlem Kadarkou,
Serafin byliny a Nadéje pod vedenim Mgr. Jarmily Podhorné.

Mgr. Jarmila Podhorna

Jako nejvétsi prukopnice gemmoterapie u nas je povazovana pani Mgr. Jarmila Podhorna,
ktera se v roce 1998 na popud obou bylinkait rozhodla zabyvat gemmoterapii a zalozila firmu
Nadgje v Brodku u Konice. Jejim hlavnim ptanim vzdy bylo a je, aby svou lasku k lidem a jeji
zkusenosti v oblasti gemmoterapie a alternativni mediciny pfedala hlavné nemocnym. Jiz od
zacatku se specializovala na vyrobu pfipravka bez nezddoucich t¢inti, které na organismus piisobi
pouze prospésné. Své piipravky se snazila mit cenoveé dostupné a mohly se pouzivat také jako
prevence a ke zlepSeni stavu pfi rtiznych zdravotnich problémech (Podhorna, 2015; Zentrich,

2007).

Pani Podhorna m¢la vzdy velice blizko k ptirod¢€, kterou milovala a obdivovala jeji dary.
Bylinky pro ni byly velkym konic¢kem, nejprve zkousela experimentovat s vytazky z bylin a
snazila se skrze né¢ pomahat svym blizkym a prateliim, pozdéji i §irsi spole¢nosti. Zacala studovat
a ziskavala informace v oblasti alternativni mediciny a snazila se porozumét lidskému organismu
jako celku, jelikoz onemocnéni kteréhokoliv organu pokladala za nemoc celého organismu.
Vychéazela z holistickych a celostnich pfistupti 1ékaii vychodni mediciny. S vyrobou svych
tinktur zac¢inala doma ve sklepé. Jeji prvni tinktura z tfezalky pomohla potlacit pfiznaky u
roztrousené sklerdzy. Jeji uzivani vedlo ke zlepSeni pohyblivosti a ke zklidnéni organismu. Toto
byl pro ni veliky posun kupfedu a védé€la, Ze je jeji cesta ve vyrobé tinktur perspektivni (Podhorna,

2015; Nadgje, 2021).

V souCasné dobé se byliny zpracovavaji ve firmé, ktera nese nazev Nadé&je a sidli
v Brodku u Konice. Tato firma ma dnes jiz vice jak sto druhd bylinnych tinktur. Mezi hlavni
tinktury patfi samoziejmé tinktury vyrobené z pupentl.. Jak piSe pani Podhorna: ,rostlina
vV pupenech prechovava sviij geneticky potencial, proto v nich shromazd’uje nejcennéjsi latky,

které télo zotavuji a soucasné vytvaieji i obranny mechanismus — prevenci proti nemocem. Jeji
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vyroba vytazkl je velice komplexni, jelikoz kombinuje tinktury tak, aby vznikaly celé , kary*,
neboli sestavy slozené z n€kolika riznych tinktur vzniklych jak z celych bylin, tak i z pupent.
Tinktury mohou byt v podobé vyluhil, masti, ale i naptiklad Samponti (Nadéje, 2021; Podhorna,
2015).

Postupné se firma Nad¢je vyvijela a zjist'ovalo se, jak ucinky samotnych tinktur zvySovat.
Vznikly napfiklad patentové chranéné gemmoglukany, coz jsou bylinné vyluhy s mimotadnou
ucinnosti, ziskavané spojenim vytazkli z pupent rostlin s dal$imi mimoiadné aktivnimi beta-
glukany. Hlavni funkce beta-glukanu jsou zvySovani obranyschopnosti, aktivuje buiiky slinivky,
snizuje tlak a ovliviiuje hranici cholesterolu, dale mize pusobit proti syndromim chronické

unavy, podporuje krvetvorbu a posiluje obranu pied piisobenim stresu (Nadéje, 2021)

Vsechny vyrobky jsou zatim certifikované jen jako potravinové dopliiky, ale i tak je o
firmu Nadgje a jeji vyrobky veliky zajem nejen v Ceské republice, ale i v zahrani¢i (Nadgje,

2021).

Pani Podhorna tika: ,,LéCba ptirodni je vétSinou pomala, ale zato s trvalejsimi vysledky a

nema vedlejsi G¢inky* (Podhorna, 2016).

3.1.3. Principy pouZziti

Gemmoterapie dopliuje jak homeopatii, fytoterapii nebo také akupunkturu.
Gemmoterapie se pouziva sama o sobg, tedy v jednotné monoterapii nebo ve formé komplext.
P pouzivani ve formé komplexl se shromazd'uje v jedné lahvi¢ce nékolik druhti pupent, které

jsou navzajem spojené matecnou tinkturou nebo homeopatickymi roztoky (Andrianne, 2007).

Gemmoterapie ma ruzné principy pouzivani. Andrianne popisuje tiifdzovou lécbu
s tydenni pauzou po kazdych tech tydnech, kdy se vzdy mimo jidlo podava 15 kapek rdno nebo
pét kapek trikrat denn€ s tim, Ze davkovani zlistava stejné nebo se postupné zvysuje z péti kapek

na 15-20 a nakonec opét snizuje na pocateéni mnozstvi (Andrianne, 2007).

Princip podle Zentricha spociva v jednom hlavnim znaku. Jeho 1écba je zalozena na
dvojkombinaci nespecifickych ocCistnych prostiedkl a prosttedkt se specifickym zamétenim.
V praxi to znamend, ze: 1. poda se vSeobecné ocistna nespecificka bylinna tinktura, ktera se
oznacuje jako ,,drenazni®, napt. bfiza, penizovka, 2. poda se specificky prostiedek s konkrétnim
cilem, oznaCované jako gemmoterapeutikum, napf. liska — normalizuje krevni tlak (Zentrich,

2007).

Tento princip vyuziva i Jarmila Podhorna. V podstaté se jako prvni podava bylinny
homeopaticky preparat (drendz), nebo jejich kombinace, a jako druhy se podava pupenovy
preparat, nebo zase jejich kombinace. Drenazni prostiedek se podava proto, abychom zabranili

odbouravani toxickych zbytkovych zplodin z vlastni latkové vymeény. Podle Podhorné maji tyto
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homeopatické tinktury spojené s extrakty pupend veliky vyznam. Homeopatika davaji télu
informaci, aby zah4jilo ozdravny proces a pupenové tinktury regeneruji obsahem svych latek.
Dochézi zde ke skvelému propojeni vlastnosti léCivych, procistujicich 1 regenerujicich

(Podhorna, 2007).

Gemmoterapie se pouziva v jednotlivych tinkturach nebo ve formé komplext (kur).
Komplexy jsou v Ceské republice pouZivané pievazné Jarmilou Podhornou. Na kazdé kuie je

popsan presny postup uzivani (Podhorna, 2007).

3.1.4. Extrakty z pupeni
Piiprava

Zpisoby piipravy gemmoterapeutickych preparati se mohou lisit. Obecné se pouzivaji
lihoglycerinové extrakty vyrobené zasadné z Cerstvych pupeni. Extrakty se mohou pfipravovat i
z jinych rostlinnych tkani, ale je velice dulezité, aby pochazely z ¢asti rostlin, které jsou bohaté

na zarode¢né buriky, napf. mladé klicky, kofinky atd. (Tetau, 2013; Donno et al., 2015).

Podle Andrianne a Hubele je znamy tento postup: Cerstvé pupeny se daji vyluhovat do
smési lihu a glycerinu. Doba macerace je 21 dni v chladu a temnu za pravidelného promichavani.
Po vyluhovéani a prefiltrovani se ziska tekutina, nazyvand mate¢na tinktura nebo také
koncentrovany macerat. Ziskané maceraty se nakonec fedi smési vody, lihu a glycerinu v poméru
1:10. Takto ziskame lihoglycerinovy macerat D1 nazyvany také mg 1D. Pomér mezi pupeny a
vychozim rozpoustédlem je 1:20, coz je ekvivalent vahy suchého pupenu (Hubele, 2016;
Andrianne, 2007).

Podobny protokol vychazi z francouzského 1ékopisu, jen s n€kolika specifiky. Material
je ihned po sbéru ocistén, popfipadé rozmélnén, a poté macerovan ve smési 95% etanolu a
glycerinu v poméru 1:1. Pomér rozpoustédla a pupent o suché hmotnosti je opét 1:20 s tim, Ze u
slozek roztoku se rovnéz jednd o vahové dily. Pfed maceraci je zjistovana dehydratovana
hmotnost pupentl. Tato neménna hmotnost nastane po vysuseni materialu pti 105 °C po dobu
nekolik dni. Maceraty se po tfech tydnech sliji, ptefiltruji, nechaji dva dny stat a poté znovu
prefiltruji. Takto vznikla matecna tinktura se fedi v pomeéru 1:10 ve smeési 50 dilt glycerinu, 30
dilt etanolu a 20 dild vody. Vysledny extrakt je nakonec dobfe promichan. Kone¢ny produkt je
testovan na aroma, chut’, barvu a obsah alkoholu. Dal$i modifikace ptipravy extrakti mize byt
napf. fedéni mate¢né tinktury v poméru 1,5:10 kvili vy$S§imu terapeutickému potencialu (Donno

et al., 2015; Andrianne, 2007).

Produkty
V Ceské republice se nejvice objevuji produkty firem Nad&je a Rabstejn. Jarmila

Podhorna a jeji firma nadéje nabizi bylinné tinktury, které se oznacuji pismenem T a pupenové
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extrakty oznacované pismenem P. Tyto zakladni typy produktd mohou byt obohacené napiiklad

0 betaglukan (TG a PG) (Podhorna, 2007).

V Evropé se vyskytuje n¢kolik velkych vyrobcti gemmoterapeutik, ktefi distribuuji i do
USA (Hubele, 2016).

3.1.5. Gemmoterapeutika z pupeni vyuZivanych i v praktické ¢asti prace

1. Jerab aronie (Aronia melanocarpa)

V lidovém lé¢itelstvi byl hojné zastoupen jiz v historii. Cerna jefabina je povazovana za velmi
cenné ovoce, které snizuje krevni tlak, tlumi bolest, zlepSuje metabolismus, zlepSuje pevnost a
pruznost cév, harmonizuje ¢innost §titné z1azy a je vhodna i pro diabetiky. Mnoho studii prokazalo
pfiznivé ucinky arénie u castych komorbidit, jako je dyslipidémie, hypertenze, obezita,
prozanétlivé stavy, riziko trombozy atd. Aronie ma pravdépodobny potencial inhibovat rozvoj
ruznych typu rakoviny, véetné leukémie, rakoviny prsu a stfev a také rakovinnych kmenovych
bunek. V dne$ni dob€ se pro podpiirné ucinky pouzivaji ve stale vétsi miie i pupeny, které
obsahuji cenné ucinné latky piiznivé ptisobici na celkovou kondici organismu (Podhorna, 2021;

Sidor, 2019).

2. Jasan ztepily (Fraxinus excelsior)

Vyborny 1ék proti dné, protoze vyrazné snizuje urikémii, coz je hladina kyseliny mocové
v krvi. Jasan je znamy svym protivirovym pusobenim, jeho uzivani je vhodné zejména
V podzimnim a zimnim obdobi. Je téZ dobrym lékem pii chiipkach a riznych virézach. Bylo
zjisténo i protirevmatické ptisobeni (Maghsoudi & Haj-allahyari, 2018; Podhorna, 2016; Zentrich,
2007).

3. Ostruzinik kiovity (Rubus fruticosus)

Ostruzinik ptsobi antiskleroticky a antidegenerativné. Léc¢i fibromy nejriizngjsi lokalizace a
pomaha i v 1é€bé dny a revmatismu. Pfi 1éCbe osteopordzy a artrozy, zejména u starSich Zen, je
vhodna kombinace s malinikem a sekvoji. Jeho kofeny se také pouzivaji k 1écbé prijmu a
porodnich bolesti. Odvar z kofenli ma toniza¢ni a hojivé vlastnosti (Zentrich, 2007; Yousefbeyk
etal, 2021).

4. Liska obecna (Corilus avellana)

Pisobi jako antisklerotikum. Liska pomaha udrzovat ¢isté dobife prutoéné cévy, spolu
s rozmarynem urychluje jaterni rekonvalescenci a pomaha pfi dolééeni po virové zloutence.
Obnovuje pruznost plic a je jednim z nejlepsich 1€kd na rozedmu plic a na bronchiektazii. Pomaha
udrzovat normalni krevni tlak, napoméha ke zied’ovani zahusténé krve. Jeji aplikace je rovnéz

vhodna pfi neurovegetativni dystonii (psychickd labilita). Diky svému fytochemickému obsahu
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funguje Liska obecna jako protirakovinné 1é¢ivo (Gallego et al, 2017; Zentrich, 2007; Podhorna,
2016).

5. OlSe lepkava (Alnus glutinosa)

Posiluje obrany systém celého organismu. OlSe je mimofadné vhodné antirevmatikum, které
srazeni krve v zilach. Podporuje spravnou funkci kloubtl i kostni tkané a ptizniveé ovliviuje
osteoporozu. Zabranuje tvorb¢ srustll po operacich, po zanétech pohrudnice, pobfisnice a zanétu
plic. Je také vhodné fytopreventikum infarktu myokardu pii probihajici ischemické chorobé
v krku, stfev, také pii revmatismu a dné€. Bylo prokazano, Ze n-heptanovy extrakt z olSe vykazuje
antiparazitarni aktivitu proti infekci Toxoplasma gondii (Mushkina, 2021; Darme et al, 2021,
Podhorna, 2016; Zentrich, 2007).

6. Topol ¢erny (Populus nigra)

Urychluje rekonvalescenci sjesté pretrvavajicimi zbytky nezadoucich vird a bakterii
v organismu. Tlumi svalové kieCe a degenerativni procesy v tkanich. Harmonizuje cinnost
vegetativniho nervstva a optimalizuje kvalitu krve. N¢kolik studii popisuje jeho antioxidaéni,
protizanétlivé, antibakterialni, antifungalni, protinadorové, antidiabetické vlastnosti a také jeho
ucinky na produkci melaninu. Pupenu z topolu ¢erného jsou zdrojem dulezitych bioaktivnich
latek, které jsou odpovédné za Sirokou $kalu terapeutickych pouziti (Kis et al, 2020; Nassima et
al, 2019; Podhorna, 2016).

7. Ptadi jefab (Sorbus aucuparia)

Podporuje udrzovéani hormonélni rovnovahy u zen. Normalizuje menstruacni cyklus. Jetab
podporuje plodnost, udrzuje klimakterium a pomaha udrzovat zdravy stav Zenskych organt. Jeho
semena obsahuji zdroje pfirodnich antioxidantd. Dale se pouziva jako mocopudna, projimava
latka. Také jako latka proti revmatismu, ledvinovym chorobam, k 1é¢bé riznych poruch

souvisejici s gastrointestinalnim a respiraénim traktem (Sarv et al, 2021; Podhorna, 2016).

8. Vrba bila (Salix alba)

Gemmoterapeutikum z vrby je vybornym léCivem pfi chiipce, chronickych a akutnich
zanétech, infekcich, bolestech a horeCkach. Dalsi vyuziti vrby se nabizi pfi revmatismu a
pozitivné ovliviiuje také mocové a travici ustroji, a to ¢asto pii kombinaci s ol$i. Extrakty z vrby
bilé maji neuroprotektivni u¢inky, ¢imz snizuji drazdivost nervové soustavy, a tim vnimavost
organismu ke slabS§im bolestivym nebo jinak obtézujicim vjemim. V tomto piipad¢ je vhodné

kombinovat s mé&sickem (Giacomo et al, 2019; Maistro, 2020; Podhorna, 2016; Zentrich, 2007).
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9. Javor babyka (Acer campestre)

Tradi¢n€ se pouziva pii 1écbé rtiznych zanétlivych onemocnéni, zejména hemeroidil a
revmatismu. Javor babyka také posiluje nervovy systém, ptizniveé ptisobi pti bolestech nervového
pivodu, napéti v hlavé a pii zavratich. Posiluje celkovou hybnost organismu. Podporuje funkci
nervt, psychickou rovnovahu a pozitivné pisobi na cévni systém (Sen Utsukargi et al, 2020;

Podhorna, 2016).

10. Ostruzinik malinik (Rubus idaeus)

Malinik upravuje ovarialni hormonalni sekreci a ma podobny uc¢inek jako zenské hormony.
Pouziva se pro upravu endokrinni rovnovahy, ¢asto v kombinaci s ¢ernym rybizem. Ve stejné
kombinaci plisobi proti ovaridlnim cystdm, menstruaénim poruchdm a tlumi poSevni zanéty.
V kombinaci se sekvoji udrzuje zdravy stav kloubt a kosti. Extrakty z divokého maliniku maji

~~~~~

et al, 2018; Podhorna, 2016; Zentrich, 2007).

11. Cerny rybiz (Ribes nigrum)

Cerny rybiz je antialergikem pouZivanym pii senné rymé, ekzému a astmatu. Zv1asté vhodna
je kombinace s pupeny Sipkové rize a kaliny. V této kombinaci patii Cerny rybiz mezi
nejucinngjsi prirodni 1é¢iva vibec. Vyborné vysledky pfinasi napiiklad pifi 1é€bé adenomu
prostaty starSich muzi, a to bud’ s6lové, nebo v kombinaci s pupeny sekvoje. Miizeme ho podavat
zanétl. V kombinaci s pupeny ostruzniku a maliniku 1é¢i vajeénikové cysty, spole¢né s pupeny
borovice sosny ptiznivé ovliviiuje stafeckou artrozu. Harmonizuje ¢innost zlaz s vnitini sekreci.
Pomaha udrzovat normalni krevni tlak, pisobi proti inavé i proti migrénam. Dale mtize ptisobit
jako dobré obecné stimulans v rekonvalescenci po infek¢nich chorobach nejriznéjsiho typu. Lék
z Cerného rybizu zvysuje odolnost proti chladu, ma vyraznou edémovou aktivitu, velice vyrazné
snizuje pocet zanétlivych bunék. Jde tedy o pfipravek, ktery ma Sirokou skalu vyuziti jak v 1écbé
chorob alergickych, revmatickych a plicnich, ale také v dermatologii a v otorhinolaryngologii
(Podhorna, 2016; Zentrich, 2007).

12. Jirovec mad’al (Aesculus hippocastamum)

Tinktura z pupent jirovce mad’alu ma blahodarné ptisobeni na cévy a kapilary a na krevni
ob¢h v koncetinach. Ptizniveé ovliviiuje cirkulaci krve v plicich a celkove zlepsuje kvalitu cévnich
stén a periferniho prokrvovani. Dale podporuje vyzivu tkani, zejména pokozky vlast, nehtd,
procistovani pokozky. Udrzuje pohyblivost a pruznost kloubll, tlumi menstruacéni bolesti a
menopauzalni projevy. Je vhodnym podptrnym prosttedkem pfti vyskytu hemeroida a kieCovych
zil. Celkové posiluje fyziologické odolnosti vii¢i nepfiznivym okolnim podminkdm (Podhorna,
2016).
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13. Lipa srd¢ita (Tilia cordata)

Bylinné nélevy z lipy srd¢ité jsou mezi lidmi béznou praxi. Antioxidanty posiluji imunitni
systém, snizuje riziko rakoviny a infekci, jako je naptiklad nachlazeni. Extrakty tilia maji nékolik
farmakologickych t€inkil véetné hepatoprotektivnich, sedativnich, anxiolytické, protinddorové a
svédéni i podrazdéni nervového puvodu. Tinktury z pupent lipy maji blahodarné Géinky na
dychaci systém, podporu obrannych reakci organismu, zklidnéni a optimalni relaxaci a spanek.

V kombinaci s bélotrnem posiluje nervovou soustavu (Cittan et al, 2018; Podhorna, 2016).

14. Briza bélokora (Betula pendula)

Bfiza bélokora byla tradi¢né vyuZivana v mnoha zemich pro rizné 1ééebné ucely. Betula
pendula se pouziva k 1é¢bé koznich onemocnéni, zejména ekzému, infekci, zanétt, revmatismu a
mocovych poruch. Olej z pupend je také Siroce pouzivan jako tonikum a jako antiseptikum
v kosmetickych pfipravcich, zejména vlasovych. Baser a Demirci (2007) prokazali potencial
nékolika druhti Betula s antifungalnimi, antibakterialnimi a antioxida¢nimi u¢inky. Bfiza dale
stimuluje jaterni funkce a Cinnost slinivky. Povazuje se za pfipravny prostiedek k vlastnimu
uzivani pro svoji silnou ¢istici schopnost (Azman et al, 2016; Baser & Dermici, 2007; Podhorna,

2016).

15. Jinan dvoulaloény (Gingo biloba)

Jinan je moderni 1ék nejnovéjsi generace. Listy Ginkgo biloba jsou jednim z popularnich
bylinnych 1€kt a jsou zaznamenany v ¢inském lékopisu (vydani 2015). Listy jinanu jsou dobie
znamé u hypertenze, ischemického myokardu a mozkové ischemie. Extrakty z Ginkgo biloba jsou
uzivany jako doplné€k stravy u star$i populaci ke zlepSeni paméti a ztrat€ kognitivnich funkci
souvisejici s vékem. Gemmoterapeutikum lze vyuzivat pfedevsim k prevenci i k 1é¢eni nasledkt
nahlych ptihod mozkovych, nahle vzniklé hluchoty i postupného ztraceni sluchu, tinnitu (Suméni
a praskani v uchu). Zlepsuje také ischemii dolnich koncetin, 1€¢i bronchitidu, dale také ovliviiuje
parkinsonicky ties, zavrat€¢ a psychogenni a cévni bolesti hlavy (Singh, 2019; Liu, 2020;
Podhorna, 2016; Zentrich, 2007).

3.1.6. Biochemicka analyza pupenii
Aktivita pupent je Fizena predevS$im péti skupinami rostlinnych hormond: auxiny,
gibereliny a cytokininy, které prevazné tidi rust a dale inhibi¢ni fytohormony, kyselinu

abscisovou a etylenem (Chrischta & Luis, 2021).

Auxiny jsou prvni rostlinné hormony, které byly objeveny v roce 1926. Mezi jejich
zakladni funkce patii napt., Ze povzbuzuji rist rostliny do délky a vysky, povzbuzuji bunécné
déleni a bunéénou diferenciaci, jsou dilezité pti zacelovani ran a zpomalovani procesu starnuti.

Dale podporuji korela¢ni vztah mezi vrcholovym pupenem rostliny a pupeny postrannimi, u
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nadzemnich ¢asti rostliny zprosttedkovavaji schopnost rostliny otacet se ke svétlu (fototropismus)

a orientaci kotfent podle gravitace (gravitropismus) (Chrischta & Luis, 2021).

Gibereliny byly také objeveny v roce 1926, kratce po auxinech. Mezi jejich G¢inky patii
napf. stimuluji vystavbu meristematické tkané, povzbuzuji kliceni, ovliviiuji rozkvét kvétnich

pupent a jsou zodpovédné za diferenciaci pohlavi samicich kvéta (Chrischta & Luis, 2021).

Cytokininy byly objeveny v roce 1940 a svymi G¢inky se podobaji auxinim. Mezi jejich
funkce patii napt. povzbuzuji latkovou vymeénu mladych vyhonku rostlin, povzbuzuji bunééné
déleni, podporuji rist do délky a vysky, stimuluji produkci chlorofylu a zpomaluji proces starnuti

rostliny (Chrischta & Luis, 2021).

Kyselina abscisova byla objevena v roce 1963 a diive se oznacovala jako ,,dormin®. Jeji
ucinky jsou napi: navozuje klidovy stav semen, pupent a dalSich ¢asti rostliny a udrzuje je ve
vzpiimené poloze, zvySuje efektivitu vyuziti vody v pfipadé sucha nebo v ramci obrannych

mechanismi rostliny (Chrischta & Luis, 2021).

Ethylen ma nasledujici funkce. Povzbuzuje rozvoj kvétu, podmifiuje zrani plodd,

povzbuzuje padani listi a podporuje umirani jednotlivych ¢asti rostlin (Chrischta & Luis, 2021).

3.1.7. Utinné latky v 1é¢ivych rostlinich

Pokusy porozumét antimikrobialnimu tcinku 1éCivych rostlin a pfesnym mechanismim
ucinku jsou zpomalovany dvéma hlavnimi prekazkami. Za prvé, antimikrobialni ucinek je
vysledkem kombinovaného piisobeni né¢kolika faktor, u nichz nékteré nemaji piimy
antimikrobialni Ui€inek, ale hraji zdsadni roli pfi dosazeni terapeutického ucinku. Za druhé, u velké
vétSiny 1éCivych rostlin maji aktivni slouc¢eniny kromeé antimikrobidlniho tc¢inku i dalsi ucinky,
napiiklad protizanétlivy ucinek. Zejména gemmoterapie uvadi, ze vSechny aktivni slozky
v kmenovych tkanich embryonalnich bunék ptisobi koordinovang, takze pokouset se délit cely
u¢inek je zbyte¢né. | tak je identifikace terapeuticky uéinnych latek za ucelem ziskani Cisté

slouceniny povinna pro dalsi experimentalni testy a klinické studie (Ionescu, 2017).

Sledovani spojeni mezi aktivnimi slouc¢eninami a jejich degrada¢nimi produkty je

wevr

vvvvvv

celé sité latek, proto velmi Casto neni dobfe pochopen mechanismus ptsobeni rostlinnych
produktd. To, co je skutecne nezbytné, jsou proveditelné protokoly pro biotest reakcniho fetézce
mezi aktivnimi slouceninami. Pokrok v rozpoznani terapeutické¢ho ucinku rostlinnych produktt
zacind pfesnou charakterizaci ucinnych latek. Pokroky dosazené v nanotechnologiich jsou

povzbudivé ve sméru vyvoje ucinngjsich, stabilngjsich a ovladatelnéjsich ptipravka rostlinného
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puvodu. V blizké budoucnosti mohou nanoc¢astice najit okamzité uplatnéni pii kontrole vedlejSich

ucinkd, naptiklad toxicity, nékterych 1éki pouzivanych k 1é¢bé infekénich onemocnéni (lonescu,

2017).

1.

1,8-cineol (C7H1sNOsS *) se nachazi v mnoha esencialnich olejich, napt. Eucalyptus
globulus (eukalyptovy olej, Melaleuca alternifolia (¢ajovnik) popt. Rosmarinus
officinalis (rozmaryn). Je to jedna z hlavnich ucinnych latek, coz vysvétluje
antimikrobidlni G¢innost esencialnich oleju (lonescu, 2017).

Antokyany (Kyanidin: CisH1106Cl; Peonidin: Ci6H1306Cl; Malvidin: C17H150/Cl,;
delfinidin: CisH1107 Cl; Petunidin: CigH1307Cl; pelargonidin: CisH110sCl  nebo
C1sH:0 *) se nachazeji ve Vaccinium myrtillus (bortivka). Nedavna studie o stfevni
dostupnosti a biologické dostupnosti ukazuje, ze tlusté stfevo je vyznamnym mistem pro
antokyany a produkty jejich degradace (lonescu, 2017).

Arbutin @ (Ci2H1607)  se  naléza v rostlinach  z deledi  Ericaceae,
Asteraceae a Rosaceae. Vysvétluje antiseptické vlastnosti, ale jeho vztah k

mikroorganismim neni dostatecné prozkouman, zejména mutagenni ucCinek jeho
metabolitti hydrochinonu (lonescu, 2017).

Allicin (CsH100S;) nalezeny v rodiné Alliaceae, ma Siroké spektrum antimikrobialni a
imunomodulaéni aktivity spolu s mnoha dalSimi pfiznivymi Gcinky na lidské zdravi
(lonescu, 2017).

Artemisinin  (CisH20s) je jednou z nejslavngjSich polosyntetickych sloucenin
rostlinného puvodu pouZzivanych pfi infekénich chorobach. Objev artemisininu a jeho
aktivni slou¢eniny Artemisia annua (pelynék pravy) pfinesl novou nadéji pro lékaiskou
komunitu. Vznik rezistence na artemisinin Plasmodium falciparum vysvétluje kritickou
potiebu identifikovat nova antimalarika (lonescu, 2017).

Kyselina benzoova (C7HsO-), nalezena v plodech Vaccinium vitis-idaea (brusinka nebo
medvédice), ma antisepticky uéinek, ktery vysvétluje konzervaci dzemu (lonescu, 2017).
Kurkumin (C21H200s), coz je aktivni slou¢enina extrahovana z aromatickych Curcuma
sloZka, ale ma také antiparazitickou aktivitu, in vitro studie prokazaly antimalarickou,
antileishmanialni a antitrypanosomalni aktivitu (lonescu, 2017).

Eterické oleje jsou oleje sestavajici z komplexni smési mnoha tékavych sloucenin. I kdyz
chybi vyzkum mechanismu jejich u€inku, jejich antimikrobialni G¢innost je prokazana
vysledky jejich pouziti u infekénich onemocnéni (lonescu, 2017).

Chinin (C20H2402N2) pochazi z Mochna. Po desetileti byl hlavnim 1ékem na malarii, svou

hodnotu prokazaly i dal$i G¢inné latky rostlinného ptivodu (lonescu, 2017).
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10. Resveratrol (Ci14H1203) je znamy pro své antioxida¢ni vlastnosti, ale také ma
antimikrobialni ¢innost (lonescu, 2017).

11. Thymochinon (Ci0H120:) je hlavni u¢inna latka Nigella sativa L. esencialni oleje ze
semen. Ma nejen protizdnétlivy ucinek, ale je to vSestranny imunomodulator, nové
mechanismy byly neddvno objeveny. Uloha v aktivaci bun&¢né imunity stimulaci CD4+
T lymfocytt a produkei interferonu y vysvétluji pozitivni vysledky Nigella sativa L.

esencialni oleje ze semen pii virovych infekcich (lonescu, 2017).

3.1.8. Vyhody gemmoterapie
Mezi vyhody 1é€by pomoci bylin, které¢ uvadi Mgr. Jarmila Podhorna ve své knize patfi:

o |écbu lze aplikovat u kazdé nemoci a za kazdého stavu

e byliny miZzeme pouzit i v ptipadé, kdy pfesné nevime, o jakou jde nemoc

e muzeme ji pouzit i v ptipadé, kdy nelze pouzit silné léky

e byliny obsahuji potfebné latky pro télo (vitaminy, hormony, stopové prvky)

e je to nejlepsi prevence (trva déle, nez byliny zaptisobi) (Podhorna, 2015).

Gemmoterapeuticka 1écba nema vedlejsi nezadouci ucinky a nezanechava v téle zadny
,odpad“. Je tedy povazovana za Setrnou k organismu a Vv dlouhodobé&jsim pouzivani velice
ucinnou. Je U€inna jak pfi léceni konkrétnich nemoci, tak i jako preventivni a podplrny prostiedek

pro zdravého ¢lovéka (Podhorna, 2015).

Pupeny obsahuji zarode¢nou tkan rostlin, ve které je obsaZeno to nejcennéjsi, co rostlina
pottebuje pro sviij dalsi riist. V pupenech je tedy obsazeno mnohem vic ucinnéjsich latek, nez
jaké se nachazi v ¢astech dospélé rostliny a tim padem poskytuji silngjsi t¢inek (Tetau, 2013;

Podhorna, 2015).

3.1.9. Budoucnost gemmoterapie

Gemmoterapii pouzivame jako béznou soucast nasich zivotl, aniz bychom si to vlastné
uvédomovali. Setkat se s ni miZeme napi. pfi piipravé kvalitnich ¢aji, béhem konzumace
bambusovych vyhonk ¢i klickt atd., zkratka u vSeho, co obsahuje zarode¢né tkan€. Dr. P. Henry
studoval asi 50 druhti pupent, coz je jen mala ¢ast stromu a ket rostoucich na celém svété

(Andrianne, 2007).

Skvélych vlastnosti gemmoterapie lze vyuzit i vdalSich oblastech Zivota.
V potravinovém pramyslu mohou tinktury z pupend slouzit jako ingredience v mnohych
potravinovych dopliicich a tzv. potravinach nového typu (novel foods). Vytazky z pupenti se da

obohacovat biezova miza a také jsou nedilnou soucasti hotcového piva (Andrianne, 2007).
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Gemmoterapie se dale vyuziva v kosmetickém primyslu. N¢kolik firem prodava
kosmetické vyrobky na bazi nukleovych kyselin, vyrobené z vytazkli pupenti vinné révy a buku.
Z ¢erného rybizu se délaji napt. zvlastni vytazky za ucelem ziskani koncentrovaného aroma, které

se pouziva v parfumerii (Andrianne, 2007).

Podle Adrianne se bude gemmoterapie do budoucnosti zabyvat predevsim lé¢bou nemoci
skrze psychiku. V&Fi, Zze ma pupen potencial v psychicko-emocionalni oblasti jedince. Na

podobném principu pracuje napi. kvétové esence Dr. Bacha (Andrianne, 2007).

3.2. Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BRS) jsou skupinou steroidnich rostlinnych hormond, které jsou nezbytné
pro vyvoj a rust rostlin (Zicong, & Yuehui, 2020). Brassinosteroidy jsou povazované za rostlinné
hormony, které patii do tfidy pfirozen¢ se vyskytujicich polyhydroxylovanych sterolovych
derivath pfitomnych ve vSech rostlinnych druzich a sdileji strukturni podobnost s Zivo¢isnymi a
hmyzimi steroidnimi hormony (Siddiqui et al, 2018). Jsou Siroce rozsiteny v rostlinach a jejich
pritomnost byla potvrzena i u fas, mechti a cévnatych rostlin (Chmur, & Bajguz, 2021). BRs
podporuji bunéénou expanzi a bunééné déleni a hraji roli v etiolaci a reprodukci, modulaci genové
exprese, zrani a starnuti rostliny. Navic BRs vyznamné zlepsuji i¢innost transpirace a zptsobuji
zvyseni obsahu chlorofyli, sacharid a bilkovin (Chmur, & Bajguz, 2021; Zicong, & Yuehui,
2020). Také reguluji rizné procesy, jako je prodluZzovani bunék a fotomorfogeneze, hraji
dulezitou roli v diferenciaci xylému (Nolan et al, 2020). Podileji se na regulaci vyvojovych
procest napft. riist kofenti a vyhonkt, vaskularni diferenciace, plodnost, kveteni a kli¢eni semen.
Velké mnozstvi studii ukazuje, Ze BRS mohou pozitivné ovlivnit reakce rostlin na biotické i
abiotické stresy, jako je teplo, sucho, chlad, slanost, t€Zké kovy i pesticidy (Ahammed et al.,
2020).

Brassinosteroidy byly objeveny v roce 1970 pii zkoumani vice nez 30 druhti pylovych
extraktd panem Johnem Mitchellem a jeho spolupracovniky. ProtoZe tento extrakt podporujici
rust byl izolovan z fepky olejné Brassica napus, byl pojmenovan jako ,,brassins® a pozdé&ji byla
bioaktivni forma rozpoznana jako brassinolid, coz je nejaktivnéjsi forma BRS. Brassinolid (BL)
je pritomny v kazdé cCasti rostliny, jako je kofen, list, vyhonek, pyl, kvét, semeno a cévni
kambium. BRs méni transportni systém auxinu a hraji nepfimou roli v dalkové signalizaci

vvvvvv

zavisi celkovy rust rostliny. (Chmur, & Bajguz, 2021; Siddiqui et al, 2018).

3.1.1. Biosyntéza rostlinnych steroli a BRs
Rostlinné steroly neboli fytosteroly jsou velmi diilezitou rodinou ptirodnich latek, které
zastavaji v rostlinach mnoho biologickych funkei. Uz od 50. let 20. stoleti je znamo, Ze jsou velmi

prospé$né pro Clovéka, jelikoz jsou schopny snizovat hladinu cholesterolu v téle, jsou-li
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konzumovany v mnozstvi nad 1 g denn¢. Fytosteroly mohou také plisobit jako prekurzory pro de

novo biosyntézu steroidnich hormonu (Piironen et al, 2000; Tarkowska, 2019).

Obecné jsou steroly tetracyklické Cso isoprenoidni latky patfici do skupiny triterpenoidd,
které vznikaji kondenzaci zakladnich pétiuhlikovych stavebnich jednotek izoprenu ve formée
isopentenyldifosfatu (IPP) a dimethylallyldifosfatu (DMAPP). U vyssich rostlin existuji dvé cesty
k produkci terpenoidi — mevalonatova cesta (MVA) a 1-deoxy-D-xyluldza-5-fosfatova cesta
(DOXP), cesty jsou pojmenované podle prvniho vytvofeného meziproduktu. Drahy pisobi
v cytosolu nebo v plastidech ve vétsiné eukaryotickych fotosyntetickych organismt, ale ne u
zvitat (Tarkowska & Strnad, 2018; Tarkowska, 2019).

Podle poctu atomti uhliku v molekule se steroly déli na C 27, C 25 & C 29. Cholesterol je C 27
sterol a slouzi jako prekurzor signalnich molekul brassinosteroidl, fytoekdysteroidi a také
pohlavnich hormonil androgenniho a estrogenniho typu u zZivocichli. Rozdily ve struktute téchto
hormontl jsou zplisobeny typem a orientaci okysli¢enych funkei a A- a B- kruhu a také poctem a
polohou funkénich skupin v postrannim fetézci molekuly. Tyto modifikace vznikaji béhem
oxida¢nich a reduk¢nich reakci. Na zakladé postranniho fetézce cholesterolu (CR) jsou BRs
rozdéleny rtiznymi substituenty na C-23, C-24, C-25, 23-ox0, 24S-methyl, 24R-methyl, 24-
methylen, 24S-ethyl, 24-ethyliden, 24-methylen-25methyl, 24-methyl-25-methyl; bez
substituentu na C-23, bez substituentu na C-24 a bez substituentti na C-23, C-24. BRs mohou také
konjugovat s glukozou a mastnymi kyselinami (Obr. 1; Bajguz, A. et al., 2020; Chmur & Bajguz,
2021; Tarkowska, 2019; Tarkowska et al, 2016).

Sa-chaolestan
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Obr. 1: Struktura Sa-cholestanu a riznych substituenti na kruhu A a B na vedlej$im fetézci pfirozené se

vyskytujicich brassinosteroidii (pfevzato z Tarkowska et al. 2016).

25



Cesta rostlinnych sterold se sklada ze sekvence vice nez 30 enzymaticky katalyzovanych
krokd, které probihaji v rostlinnych membranach. Kli¢ovym meziproduktem v biosyntéze
rostlinnych steroli je linearni Cso uhlovodik skvalen. Ten podléha cyklizaci za vzniku Czo A 2
sterol cykloartenolu ve fotosyntetickych rostlinich. Houby bez fotosyntetického aparatu
pfeménuji skvalen na lanosterol a nakonec na ergosterol (Tarkowska, 2019; Janeczko &

Skoczowski, 2005; Hartmann, 1998; Wei & Li, 2020).

Dalsi alkyla¢ni reakce cykloartenolu ve fotosyntetickych rostlinach vedou k syntéze
prvnich fytosterolli, jako je cholesterol (C27), kampesterol (C28) a sitosterol (C29). Tyto
fytosteroly jsou vychozimi body pro biosyntézu rostlinnych steroidnich signalnich molekul
fytoekdysteroidit a rostlinnych steroidnich hormont brassinosteroidi a také progesteronu,

testosteronu a jeho derivata (Tarkowska, 2019; Wei & Li, 2020).

Biosyntéza BRs byla objasnéna kombinaci genetickych pfistupli, zachrannymi
experimenty mutanti s domnélymi prekurzory, analyzou meziproduktd a testy enzymatické
aktivity. Biosyntéza BRs zahrnuje paralelni a vysoce propojené drahy (viz. Obr. 2). Campesterol
muze byt nejprve pieménén na campestanol (CN) prostifednictvim pozdni oxidacni cesty C-22.
CN je pfeménén na castasteron (CS) bud’ prostfednictvim ¢asné oxidace C-6 nebo pozdni
oxida¢ni drahy C-6, ktera se také nazyva draha zavisla na CN. Na druhé strané mize byt
campesterol nejprve pifeménén na 6-deoxocathasteron prostfednictvim ¢asné oxidacni cesty C-
22, bud’ pfimo, nebo prostfednictvim hydroxylacniho reakéniho kroku C-23. Poté piejde do
oxidaéni drahy C-6 za ucelem syntézy CS, ktera je ozna¢ovana jako CN- nezavisla draha. CS je
koncova a bioaktivni sloucenina BRs v rostlinach travy nebo napft. ryze. Zatimco CS muze byt
dale pfeménén na brassinolid (BL), ve vétSiné dvoudéloznych rostlin se v diisledku duplikace
genu C-6 oxidazy vyvinula funkce BL syntazy. Ve srovnani s jejich paralelnimi vétvemi se zda,
ze Casna oxidacni draha C-22 a pozdni oxida¢ni drdha C-6 jsou pfevladajici cestou u mnoha
rostlinnych druhi, v¢etné Arabidopsis, rajéat a hrachu. Ac¢koli existuji dva dalsi kroky v jinych
biosyntetickych cestdch ve srovnéni s touto dominantni cestou nezavislou na CN, vSechny cesty
biosyntézy BRS zahrnuji spole¢né reakéni kroky, vcetné hydroxylace na C-22, C-23 a C-2,
oxidace a redukce na C-3, redukce na C-5 a oxidace na C-6 a dalsi Baeyer-Villigerova oxidace u
vétsiny dvoudéloznych rostlin (Wei & Li, 2020; Rozhon & Akter, 2019; Yuhee & Sungwa, 2013).

V casné C-6 oxidacni draze probihd oxidace C-6 pred hydroxylaci C-22
zprostiedkovanou DWF4. Bylo zjisténo, ze Arabidopsis CYP85A1 a CYP85A2 katalyzuji
oxidaéni reakci C-6. Oba tyto enzymy pievadéji 6-deoxoTY a 6-deoxoCS na typhasterol (TY) a
CS. Ukazalo se, ze CYP85A2 katalyzuje dvé po sobé jdouci reakce, ptevadi 6-deoxoTY na BL
prostfednictvim CS. Zda se, ze tyto dva enzymy pilsobi pouze na nasledné slouceniny, jako je 6-

deoxoTY a 6-deoxoCS. Ztrata funkce téchto enzymu vede k podobnym defektnim fenotyptm,
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v¢etné zakrslé a kompaktni architektury rostlin, kratkych kotfentl, opozdéné doby kveteni, snizeni
biomasy a vynosu semen. Ackoli genetické a biochemickeé ptistupy identifikovaly mnoho enzymu
zapojenych do biosyntézy BR, nékolik jich zbyva uréit (Obr. 2; Yuhee & Sungwa, 2013; Wei &
Li, 2020).

A Late C22 oxidation Early C6 oxidation
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Obr. 2: Specifické biosyntetické drahy BR z kampesterolu ve vysSich rostlinach (Pievzato z: Wei & Li,

2020).

3.2.1. Signalni draha BRs

Signalni drahou rozumime komunikaci mezi buitkami s cilem regulace vyvoje bunék,
rustu nebo déleni. Pro takovou komunikaci je nutny receptor, ktery je umistény bud’ na povrchu

bunky, v cytoplazmé nebo membrané (Peres et al, 2019).
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V ptfedchozich letech se pomoci kombinace genetickych, biochemickych a
proteomickych pfistupti urychlilo pochopeni signalni drahy BRs u Arabidopsis. Clouse et al.
Vv roce 1996 poprvé identifikovali soucasti signalni drahy brassinosteroidu v rostliné Arabidopsis
pomoci mutantd, ktefi vykazovali normélni prodlouzeni kofent i1 v pfitomnosti vysoké
koncentrace BL (brassinolid). Po navazani BR na BRI1 (brassinosteroid isensitive 1), plazmaticka
membranova na leucin bohata repetice (LRR) receptor-like kinase (RLK), ktera funguje se svym
koreceptorem BAK1 (BRIl-associated receptor kinase 1), generuje fosforyla¢ni kaskadu.
Aktivace receptoru a koreceptoru stimuluje fosforylaci BKI1, inhibitoru BRI1, coz vede k jeho
disociaci z plazmatické membrany a dalsi asociaci s proteiny 14-3-3. Proteiny 14-3-3 se Gcastni
interakce a cytoplazmatické retence BZR a BESI. Soucasné se aktivovany BRII1 podili na
fosforylaci BSK (BR-signaling kinase 1) a CDG1 (constitutive diferential growth 1), které oba
nasledné aktivuji fosfatazu BSU1 (BRI1 suppressor 1). BSUI je zodpovédny za defosforylaci
BIN2 (brassinosteroid-intensive 2), kinazy podobné GSK3 a hlavniho represoru signalni drahy
BR, ktera je potlacena KIBI1 (kink suppressed in BZR1-1D), F-boxem ubikvitin ligazy, ktera
neumoziiuje asociaci BIN2 s BZR1/BES1, coz vyvrcholi jeho ubikvitinaci a degradaci. Po
inaktivaci BIN2 jsou BZR1 a BESI rychle defosforylovany PP2A (fosfatdza 2A) a nasledné
disociovany z 14-3-3 proteint, coz zpusobuje jejich akumulaci v jadie a vede k regulaci mnoha
gent reagujicich na BRs (Obr. 3, Clouse et al. 1996; Peres et al, 2019; Clouse, 2011).

V nepiitomnosti BR se BKIl vaze na intraceluldrni doménu BRI, ¢imZ brani jeho
asociaci s jeho korepresorem BAK 1. Na druhé strané je aktivovan BIN2 a 14-3-3 proteiny s BZR1
a BES1, ¢imz si udrzuji svou defosforylovanou formu a blokuji jejich schopnost piepravy do jadra

pro regulaci tisici geni reagujicich na BRs (Obr. 3, Peres et al, 2019; Zhu et al, 2017).

Za zminku ur€ité stoji to, Ze predchozi studie ukazaly, ze BR zvySuje expresi SBII1
(suppressor of BRI1), pozitivniho regulatoru degradace BRI1, ktery methyluje PP2A a fidi jeho
subcelularni lokalizaci spojenou s membranou. Pfemisténi methylovaného PP2A na membranach
jako takové usnadiuje jeho spojeni s BRI1 aktivovanym BR, coz vede k defosforylaci a degradaci
BRI a nasledné k ukonceni signalizace BR. Tato data naznacuji, Ze PP2A a ABI1 poskytuji
mechanismus negativni zpétné vazby, ktery spousti obrat BRI1 po aktivaci signalni drahy BR

(Peres et al, 2019; Wu et al, 2011).
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Obr. 3: Model signalni drahy v ptfitomnosti a nepfitomnosti brassinosteroidi (BR) u Arabidopsis.
(Prevzato z Peres et al, 2019).

3.3.  Steroidni hormony

Zivodisna a rostlinna fiSe jsou dva zcela oddélené svéty, ale naopak jejich vyvoj na této
planeté probihal soucasné. Proto né&které latky syntetizované v ptirodé se mohou vyskytovat
v rostlinnych i zivoc¢iSnych organismech. Nekteré slouCeniny regulujici rast a vyvoj rostlin,
mohou také fidit procesy diferenciace a bunéény rist u zvifat a naopak. Ptikladem jsou pravé
steroly a steroidni hormony. Jsou to tetracyklické latky patiici k isoprenoidiim. Steroly se
vyskytuji ve vSech eukaryotech, jak rostlinnych, tak zivo¢isnych, kde hraji mnoho dtlezitych roli,
napt. udrZzovani semipermeability membran, regulace jejich tekutosti. Také slouzi jako
biosyntetické prekurzory pro steroidni hormony a hraji roli jako signalni molekuly. Typicky
predstavitel, ktery je produkovany jak rostlinnymi, tak zivociSnymi bunkami je cholesterol
(Tarkowska, 2019; Espenshade & Hughes, 2007; Behmer & Nes, 2003; Tarkowska & Strnad,
2018).

3.3.1. Funkce steroidnich hormoni
Androgeny a estrogeny jsou u zvifat i lidi pohlavni steroidni hormony s Sirokou aktivitou,
ktera zahrnuje generativni vyvoj a reprodukci. Mezi nejznaméjsi funkce androgent patii tvorba
muzskych pohlavnich orgénii, vyvoj muzskych pohlavnich znakt (hlas, stavba téla atd.) a jejich
anabolické ucinky (narust svalové hmoty). Estrogeny reguluji tvorbu Zenskych pohlavnich organi
a prsi v prenatalnim zivot€¢ a po porodu, formuji psychiku, ovliviiuji menstruacni cyklus,
metabolismus lipidii (rovnovaha HDL-LDL cholesterolu, vylu¢ovani cholesterolu zluci atd.),

metabolismus vapniku a srazlivost krve. Zaroven jsou vSak estrogeny pro svou proliferacni
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aktivitu spojovany se stimulaci nékterych druhii rakoviny, jako je rakovina prsu (Janeczko, 2021;

Riis et al, 2016; Russo, J. & Russo, I. H.,2006)

Progesteron byl po dlouha 1éta popisovan jen jako sav¢i gonadalni steroidni hormon, ktery je
nezbytny pro pokracovani Casného t¢hotenstvi a hraje dileZzitou roli pfi ovulaci a luteinizaci u
savci. Jeho pfitomnost v rostlinach byla poprvé zpozorovana v roce 1964. S vyvojem modernich
analytickych instrumentalnich metod, jako je hmotnostni spektrometrie, se presveédciveé ukazalo,
ze progesteron je rozhodné v rostlindch pfitomen. PRG slouzi v rostlinach jako prekurzor pti
biosyntéze androstant a estranil. Nékteré studie ukazuji, Ze jako prekurzor PRG mize slouzit i
napf. sitosterol, kampesterol nebo stigmasterol. PRG ma regulacni aktivitu, ktera ovliviiuje jak
vegetativni, tak reprodukéni vyvoj. Dale bylo prokazano, Ze tento hormon negativné reguluje
prodluzovani bunék a stimuluje kofenovy gravitropismus. Simon a Grinwich (1989) prokazali
pomérné rozsiteny vyskyt PRG spolu sestrogeny a androgeny. Provedli screening 128
rostlinnych druht z vice nez 50 ¢eledi pomoci radioimunoanalyzy a zjistili, Ze je PRG pfitomen
asi u 80 % zkoumanych druhi, testosteron a jeho derivaty asi u 70 % druhi a estrogeny asi u 50
% druhti. Androgeny (testosteron a dihydrotestosteron) byly detekovany v semenech vSech
testovanych druhi. Vysledky ze studii, které jsou zalozené na hmotnostni spektrometrii Simersky
et al (2009) a Lino et al (2007) potvrzuji dikazy, ze PRG, testosteron a jeho derivaty jsou
v rostlinnych tkanich ptitomny (Tarkowska, 2019; Janeczko & Skoczowski, 2005).

3.1.2. Biosyntéza steroidnich hormonii

Estrogeny a androgeny jsou syntetizovany z cholesterolu prostfednictvim pregnenolonu
a progesteronu a jsou tvofeny na zakladé estranového nebo androstanového skeletu. Mezi
androgeny je nejznaméjSi slouCeninou testosteron. Do této skupiny patii také Sa-
dihydrotestosteron (DHT), androsteron, dehydroepiandrosteron (DHEA) a 4-androsten-3,17-dion
neboli androstenedion. Testosteron a androsteron jsou u lidi a zvifat hlavnimi prekurzory dalsi
skupiny hormontl a to estrogend. Na této biosyntéze se podili i enzym aromatéza, ktera se také
nazyva estrogensyntetaza. Estrogeny zahrnuji 17f-estradiol, estron a estriol. Biosynteticka draha
steroidnich hormonti je dobte charakterizovana u zvitat a lidi. Pfedpokladame, Zze podobna cesta
funguje i u rostlin. Na obrazku 5 vidime strukturu a vzajemnou konverzi pohlavnich steroidd

(Obr. 4, Chatuphonprasert et al, 2018; Janeczko, 2021).
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androgent (modr4). (Pfevzato z Chatuphonprasert et al, 2018).
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. Experimentalni ¢ast

3.1

Pomiicky a chemikalie

3.1.1. Pomicky

Automatické pipety a plastové Spicky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Plastové mikrozkumavky Eppendorf

Sklenéné zkumavky

Stojan na mikrozkumavky

Plastové mikrofiltry 0,2 um NY (Chromservis)

Laboratorni sklo

LC vialky 2 ml, 9 mm (Chromservis)

Inserty s konickym dnem (250 ul, Chromservis)

SPE kolonky: 50mg Discovery DPA®- 6S (Supelco, USA)
100 mg Isolute® C4 (Biotage, Svédsko)

3.1.2. Chemikalie

Acetonitril (Merck KGaA, Némecko)

Methanol (Merck KGaA, Némecko)

Ethanol (PENTA s.r.0., Ceska republika)

Destilovana voda Milli-Q H.O (Merck)

Standardy steroidnich hormont (Merck): progesteron, pregnenolon, pregnandion,
testosteron, androstendion, DHEA, estron, 17p-estradiol

Standardy brassinosteroidii (OlChemlm s.r.0.): brassinolid, 28-homobrassinolid, 28-
norbrassinolid, 24-epibrassinolid, castasteron, 28-homocastasteron, 28-
norcastasteron,24-epicastasteron, teasteron, typhasterol.

Izotopicky znacené interni standardy steroidnich hormont (Merck, Cambridge Isotope
Laboratories,): [?Ho]-progesteron, [°H4]-pregnenolon, [?Hs]-testosteron, [?Hs]-DHEA,
[?Hes]-pregnandion, [?Hs]-17B-estradiol

Izotopicky zna&ené interni standardy brassinosteroidii (OlChemIm s.r.0.): [?Hs]-
brassinolid, [?Hs]-24-epibrassinolid, [?Hs]-28-norbrassinolid, [?Hs]-castasteron, [Hs]-

24-epicastasteron, [?Hs]-28-norcastasteron, [?Hs]-typhasterol
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3.1.3. Pristroje

e Analytické laboratorni vahy (Sartorius CPA225D (Sartorius Weighing Technology
GmbH, Némecko)

e Centrifuga stolni Allerga 64R (Beckman Coulter, USA)

e Ultrazvukova lazenn Elmasonic 310 (Elma Schmidbauer GmbH, Némecko)

e Vortex Mixer — Wizard (VELP Scientifica, Italie)

e Oscilacni mlyn Verder MM 400 (Némecko)

e Rotator SB3 Stuart

e Visiprep™ SPE Vacuum Manifold (Sigma-Aldrich, Supelco, USA)

e Vakuova odparka Centrivap Labconco

e Kapalinovy chromatograf AcquityTM Ultra Performance LC (Waters, USA)

¢ Hmotnostni spektrometr XevoTM TQ-S (Waters MS Technologies, Velka Britanie)

3.1.4. Rostlinny material

Pupeny téchto rostlin: (Centrum Nadéje Mgr. Jarmily Podhorné, Brodek u Konice, sbér
duben 2019)

Pupeny byly po natrhani hluboce zamrazeny pomoci tekutého dusiku a nasledné lyofilizovany

pro dlouhodobé¢ uskladnéni (fotografie vybranych pupentl viz ptiloha Obrazek S1).

e Jetab aronie (Aronia melanocarpa)
o Jasan ztepily (Fraxinus excelsior)
e Ostruzina kiovita (Rubus plicatus)
e Liska obecna (Corylus avellana)

e Olse lepkava (Alnus glutinosa)

e Topol ¢erny (Populus nigra)

e Ptadi jetab (Sorbus aucuparia)

e Vrba bila (Salix alba)

e Javor babyka (Acer campestre)

e  Ostruzinik malinik (Rubus idaeus)
e Cerny rybiz (Ribes nigrum)

e Jirovec madal (Aesculus hippocastanum)
e Lipa srd¢ita (Tilia cordata)

e Bfiza b&lokora (Betula pendula)

e Jinan dvoulalo¢ny (Ginkgo biloba)
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3.2.  Metody prace
3.2.1. Extrakce vzorki pro analyzu BRs a steroidnich latek
Lyofilizované a homogenizované pupeny rostlin byly nejprve navaZeny na analytickych
vahach. Navazky vzorkli byly vrozmezi 5-7 mg, od kazdého vzorku bylo pfipraveno 5
technickych replikatu.

Ke kazdému vzorku byly pfidany 3 keramické homogeniza¢ni kulicky a 1,5 ml
extrakéniho ¢inidla (60% acetonitril). Vzorky byly homogenizovany po dobu 5 minut
v extrakénim mlynu o frekvenci 27 Hz, poté byly dany na 3 minuty do ultrazvukové lazné a

extrakce nasledn¢ probihala po dobu 12 h pti 4 °C, vzorky byly umistény V rotatoru.

Dalsi den byly vzorky centrifugovany 10 minut, pii 5 °C a 20000 rpm. Déle byl odebran
supernatant a ke kazdému vzorku byla pfidina smés deuterovanych standardd BRS nebo

steroidnich hormonti (25 pmol/vzorek).

3.2.2. SPE purifikace
Postup cisténi vzorkid na tuhé fazi byl modifikovan podle publikace Tarkowska et al,

2016.

Pro SPE purifikace byly pouzity kolony Discovery DPA®- 6S 50 mg. Kolony byly
nejprve aktivovany promytim 1 ml 100% MeOH, poté byly ekvilibrovany 1 ml 60% AcCN. Na
takto ptipravené kolony byly nasledné po 1 ml naneseny vzorky, tato frakce byla sbirany do

sklenénych zkumavek. Vzorky byly nasledné odpafeny na rota¢ni vakuové odparce.

Po odparteni byly vzorky rozpustény ve 100 ul 100% MeOH, zvortexovany a vloZeny na
3 minuty do ultrazvukové lazné. Poté byly vzorky doplnény do 1 ml redestilovanou H2O. Pro
dalsi krok ¢isténi byly pouzity kolony Isolute® C4 100 mg. Nasledovala aktivace kolon pomoci 1
ml 100% MeOH, ekvilibrace 1 ml 10% MeOH a naneseni vzorkd. Po prokapani vzorku byly
kolony promyty 1 ml 10% MeOH a poté probéhla eluce navazanych analytd 1 ml 100% MeOH,
tato frakce byla sbirana do novych sklenénych zkumavek. Nasledné byly vzorky odpateny na

rota¢ni vakuové odparce.

3.2.3. Analyza vzorki pomoci UHPLC-MS/MS
Pted samotnou analyzou byly vzorky rozpustény v 50 ul MeOH, vloZeny na 3 minuty do
ultrazvukové lazné a promichany. Nasledné byly vzorky preneseny do plastovych zkumavek
s mikrofiltrem, uzavieny a vlozeny do centrifugy na 3 minuty a 8000 rpm. Prefiltrovany obsah

byl pfenesen do insertu vialek s konickym dnem, vialky byly uzavieny a uskladnény pfi -20 °C.

UHPLC-MS/MS analyza byla provedena za asistence Ing. Petry Amakorové podle
zavedenych a publikovanych metod (BRs-Oklestkova et al., 2017, steroidni hormony-Simersky
et al., 2009). Pro analazu BRs byly z kazdého vzorku injektovany 2 pl na UHPLC
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chromatografickou kolonu s reverzni fazi (Acquity CSH C18 Phenyl-Hexyl, 2,1 mm x 50 mm,
1,7 pm, Waters). Kolona byla temperovana na 40 C. Mobilni fazi byl acetonitril (A) okyseleny
10 mM kyselinou mravenci (B). BRs byly izokraticky eluovany béhem 1,5 minuty. Pro néslednou
kvantifikaci byl pouzit kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr Xevo TQ MS (Waters MS
Technologies, Manchester, UK) s ionizaci elektrosprejem a kolizni celou Scan Wave.
Brassinosteroidy byly analyzovany v pozitivnim iontovém mddu (ESI+). Hmotnostni spektrometr
byl nastaven takto: napéti na kapilafe 3,0 kV, napéti na koné 20 V, teplota zdroje 120 C, teplota
desolvata¢niho plynu 550 T a pritok desolvataéniho plynu 600 | h** (Oklestkova et al., 2017).

Podminky pro analyzu steroidnich hormonti byly tyto: 2 pl vzorku byly nastfiknuty na
UHPLC chromatografickou kolonu s reverzni fazi BEH C18, 2,1 x 50 mm, 1,7 um,(Waters).
Kolona byla temperovana na 40°C. Mobilni fazi byl MeoH (A) okyseleny 10 mM kyselinou
mravenci (B)v pocateCnim pomeéru 40 (A):60 (B). Délka jedné analyzy byla 19 minut.
Chromatografickd separace probihala pfi pritokové rychlosti 0,3 ml - min. Analyty byly
detekovany prosttednictvim tandemového hmotnostniho spektrometru Xevo TQ MS (Waters MS
Technologies, Manchester, UK) s ESI ionizaci v pozitivnim modu. Soucasti hmotnostniho
spektrometru byl trojity kvadrupdl. Analyza probihala za nasledujici podminek: teplota zdroje
150 °C, napéti na kapilate 2,5 kV, desolvatacni teplota 350 °C a prutok desolvata¢niho plynu 500
I hod. V ramci této analyzy byl vyuzit rezim selektivniho zdznamu vice reakci (MRM) (Simersky

et al., 2009).

Vyhodnoceni jednotlivych analyt prob&hlo pomoci programit MassLynx™ a TargetLynx™.
Kvantifikace steroidnich latek v analyzovanych vzorcich byla provedena s vyuzitim metody

izotopického fedéni.
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni hladin brassinosteroidi v rostlinném materialu

V této diplomové praci byly pomoci LC-MS analyzy stanovovany tyto brassinosteroidy:
brassinolid, 28-homobrassinolid, 28-norbrassinolid, 24-epibrassinolid, castasteron, 28-
homocastasteron, 28-norcastasteron, 24-epicastasteron, teasteron, typhasterol. V listovych
pupenech rostlin se nakonec podafilo stanovit brassinolid, 28-norbrassinolid, castasteron, 28-

homocastasteron, 28-norcastasteron a typhasterol.

U celedi ruzovité se vyskytoval nejvice 28-norcastasteron v koncentraci od 116,495 do
195,096 pmol/g suché hmoty. Typhasterolu bylo nejvice stanoveno u jefabu aronie 116,119
pmol/g a ptaciho jefabu 137,485 pmol/g. 28-homocastasteronu bylo nejvice stanoveno u jefabu
aronie 105,246 pmol/g a ostruziniku kiovitého 99,008 pmol/g. Brassinolid byl stanoven v rozmezi
4,401 az 17,568 pmol/g. 28-norbrassinolid se vyskytoval u celedi rizovité nejméné a to v rozmezi

0,197 az 0,832 pmol/g (Obr. 5).
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Obr. 5: Obsah studovanych brassinosteroidi ve vzorcich pupent z ¢eledi rizovité (BL — brassinolid,
norBL — 28-norbrassinolid, CS — castasteron, homoCS — 28-homocastasteron, norCS — 28-norcastasteron,
TY — typhasterol); chybové usecky odpovidaji SD, n=5.

U cCeledi mydelnikovité bylo stanoveno nejvice 28-homocastasteronu a to u javoru babyka

181,729 pmol/g suché hmoty. Castasteron se vyskytoval nejvice u jirovce mad’alu 100,809
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pmol/g. U javoru babyka byla stanovena koncentrace typhasterolu 55,414 pmol/g a v podobném
mnozstvi i u jirovce mad’alu 51,457 pmol/g. 28-norcastasteron bylo stanoveno vétsi mnozstvi u
jirovce mad’alu 33,025 pmol/g. Brassinolid byl stanoven v podobné koncentraci u jirovce mad’alu
5,943 pmol/g a u javoru babyka 5,203 pmol/g. 28-norbrassinolid byl stanoven ve velmi malém

mnozstvi, u javoru babyka byla jeho koncentrace pod limitem detekce (Obr. 6).

U lisky obecné bylo stanoveno nejvice typhasterolu 18,671 pmol/g a castasteronu 17,407
pmol/g suché hmoty. 28-homocastasteron byl stanoven v koncentraci 11,45 pmol/g a 28-
norcastasteron v koncentraci 3,998 pmol/g. Nejméné bylo naméfeno brassinolinu 1,04 pmol/g a
28-norbrassinolidu (Obr. 6).

U vrby bilé bylo stanoveno nejvice typhasterolu 89,845 pmol/g, potom castasteronu 37,922
pmol/g, 28-homocastasteron byl v koncentraci 22,653 pmol/g a 28-norcastasteronu 3,238 pmol/g.
Nejméné bylo stanoveno brassinolidu 1,69 pmol/g a 28-norbrassinolid byl zméfen pod

detekovatelnou hranici (Obr. 6).
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Obr. 6: Obsah studovanych brassinosteroidii ve vzorcich pupeni z ¢eledi biizovité, mydelnikovité a

vrbovité (BL — brassinolid, norBL — 28-norbrassinolid, CS — castasteron, homoCS — 28-homocastasteron,

norCS — 28-norcastasteron, TY — typhasterol); chybové tsecky odpovidaji SD, n=5.



U jasanu ztepilého bylo stanoveno nejvice 28-homocastasteronu 47,621 pmol/g a typhasterolu
37,161 pmol/g. V nejmensi koncentraci byl stanoven 28-norbrassinolid 0,022 pmol/g a 28-
norcastasteron 1,188 pmol/g (Obr.7).

U lipy srdc¢ité bylo stanoveno nejvice typhasterolu 65,626 pmol/g, ostatni brassinosteroidy byly
stanoveny v men$im mnozstvi, nejméné bylo stanoveno 28-norbrassinolidu 0,068 pmol/g (Obr.
7).

U cerného rybizu bylo stanoveno nejvice 28-homocastasteronu 345,736 pmol/g suché hmoty.
V podobné koncentraci byl stanoven castasteron 85,182 pmol/g a typhasterol 84,212 pmol/g.
Taktéz 28-norcastasteron 25,375 pmol/g a brassinolid 23,367 pmol/g. Nejméné bylo stanoveno
28-norbrassinolidu 0,11 pmol/g (Obr. 7).

U jinanu dvoulalo¢ného bylo nejvice stanoveno 28-homocastasteronu 75,878 pmol/g a
typhasterolu 63,693 pmol/g. Nejméné brassinolidu 5,229 pmol/g a 28-norbrassinolidu 0,12
pmol/g (Obr. 7).
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Obr.7: Obsah studovanych brassinosteroidi ve vzorcich z ¢eledi olivovnikovité, slézovité, meruzalkovité
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Celkové v detekci brassinosteroidti bylo stanoveno nejvice 28-homocastasteronu u
¢erného rybizu (Obr. 7) a nejméné 28-norbrassinolidu, ktery byl u javoru babyka a vrby bilé pod
detekovatelnou hranici (Obr. 6). U vétSiny vysledk je patrné, Ze V rostlinnych pupenech

ptevazuji BRs s 6-0x0- strukturou B kruhu nad témi s 7-oxalaktonovym uspofadanim.

Ve vzorcich ol$e lepkavé, topolu ¢erného a btizy bélokoré se z dlivodu silného matri¢niho
efektu nepodafilo BRs spravné kvantifikovat. Pro pfipadné publikovani vysledkti bude potieba

pokus opakovat a upravit navazky rostlinného materidlu, piipadn¢ modifikovat postup cisténi.

4.2. Stanoveni hladin savc¢ich steroidnich hormoni v rostlinném

materialu
V této diplomové praci byly pomoci MS analyzy také studovany tyto steroidni hormony:
progesteron, pregnenolon, pregnandion, testosteron, androstendion, DHEA, estron, 17p-estradiol.
V listovych pupenech rostlin se nakonec podafilo kvantifikovat pouze progesteron,

androstenedion, pregnenolon a testosteron.

U vsech vzorki bez ohledu na ¢eled’ se vyskytovalo nejvice pregnenolonu, kromé ¢erného
rybizu. Nejvice pregnenolonu bylo naméfeno u topolu ¢erného 5628,69 pmol/g (Obr. 10) a biizy
belokoré 4644,96 pmol/g (Obr. 9). Naopak nejméné pregnenolonu bylo stanoveno u lipy srdcité
5,56 pmol/g (Obr. 11). U ¢erného rybizu bylo stanoveno nejvice progesteronu 737,05 pmol/g
(Obr. 11). Také u jetabu arénie a topolu cerného bylo stanoveno vétsi mnozstvi progesteronu, u
jetabu aronie 129,84 pmol/g (Obr. 8) a u topolu ¢erného 335,29 pmol/g (Obr. 10). Testosteron a
androstenedion se vyskytoval v rostlinich ve velmi malych koncentracich. Nejvice
androstenedionu bylo stanoveno u ostruziniku maliniku 31,4 pmol/g (Obr. 8) a nejvice

testosteronu bylo stanoveno u lisky obecné 13,89 pmol/g (Obr. 9).

Pievahu pregnenolonu lze vysvétlit tim, Ze tato latka je prekurzorem pro biosyntézu vSech

ostatnich steroidnich hormont.
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Obr. 11: Obsah savéich steroidnich hormont v pupenech rostlin z ¢eledi olivovnikovité, slézovité,
meruzalkovité a jinanovité (PRG — progesteron, ANDR — androstenedion, PREG — pregnenolon, TEST —
testosteron); chybové usecky odpovidaji SD, n=5.



5. Diskuze

Cilem této prace bylo stanovit mnozstvi brassinosteroidi a sav¢ich steroidnich latek pomoci
UHPLC-MS/MS metody vV listovych pupenech rostlin, které jsou vyuzivany v gemmoterapii.
Pokud je znamo, obsah steroidnich latek v tomto typu rostlinného materidlu dosud nebyl
systematicky studovan a je mozné, Ze praveé koncentrace steroidnich latek ovliviiuji 1écebné

ucinky téchto rostlin.

Pfitomnost steroidnich hormonti v rostlinach byla popsana jiz v 60. letech 20. stoleti
Gawienowskim a Gibbsem. Piitomnost progesteronu pozd¢ji zaznamenali i Simons a Grinwich,
ktefi zkoumali steroidni hormony v fad¢ rostlinnych druhti. VSimli si, ze hladiny progesteronu se
meéni za urcitych fyziologickych procest. Naptiklad koncentrace progesteronu v listech Prunus
virginiana L. (Seled rtizovité) byla stanovena na 13 ng g* suché hmotnosti, v poupatech se
koncentrace zvysila na 58 ng (pfiblizné 184 pmol/g) a v kvétech opét klesla na 7 ng (Janeczko,
2012). Tyto hodnoty lIze srovnat s nami naméfenymi hodnotami ve stejné ¢eledi (viz obr. 8). Lino
et al. (2007) identifikovali a kvantifikovali progesteron u sedmi dvoudéloznych a dvou
jednodé€loznych rostlin. Poprvé zaznamenali pfitomnost progesteronu u Arabidopsis thaliana L.
Steroid byl nalezen ve vyhonech a kvétenstvich v koncentracich 160 a 400 ng/kg™ erstvé
hmotnosti. Simersky et al. (2009) diky pfesnéjsi metodé detekovali pfitomnost progesteronu
naptiklad u Nicotiana tabaccum L. (55,46 pmol/g?) a Inula helenium L. (2,10 pmol/g?) (Lino et
al, 2007). Naopak androgeny tzn. testosteron a androstendion se v rostlinach vyskytuji v mensich
koncentracich. Simersky et al. (2009) detekovali androstendion v Nicotiana Tabaccum L.
Vv koncentraci 7,7 pmol/g, také zjistili, ze extrakty z Inula helenium L. obsahuji 11 pmol/g
androstendionu. V této praci byl progesteron detekovan v koncentraci 737,05 pmol/g u ¢erného
rybizu Ribes nigrum. Dale bylo velké mnozstvi progesteronu stanoveno u jefabu arénie Aronia
melanocarpa 129,84 pmol/g a u topolu ¢erného Populus nigra 335,29 pmol/g. U vétSiny vzorku
se vyskytovalo nejvice pregnenolonu. U topolu cerného Populus nigra byla naméfena
koncentrace pregnenolonu 5628,69 pmol/g a u biizy bélokoré Betula pendula 4644,96 pmol/g.
Vysoké mnozstvi pregnenolonu si mizeme vysvétlit tim, ze se z pregnenolonu a cholesterolu
syntetizuji vSechny ostatni steroidni hormony (Obr. 4). Naopak nizké mnozstvi testosteronu a
androstenedionu, které bylo naméfeno u vSech vzorki,, mizeme zdivodnit tim, Ze jsou tyto
steroidni hormony syntetizovany az jako dalsi produkty v syntéze steroidnich hormont (Obr. 4).
Nejvice androstendionu bylo naméfeno u ostruziniku maliniku Rubus ideaus 31,4 pmol/g a

nejvice testosteronu bylo stanoveno u lisky obecné Corilus avellana 13,89 pmol/g.

Brassinosteroidy jsou Siroce rozs§ifeny v rostlinach, jejich pritomnost byla potvrzena u fas,
mechti a cévnatych rostlin. V této praci jsou vysledky brassinosteroidii velice riznorodé. U

vétSiny vysledku bylo ziejmé, Ze pievazuji struktury 6-0Xxo- (derivaty castasteronu) nad 7-

42



oxolaktonovou (derivaty brassinolidu). U &eledi ruZovité se vyskytovalo nejvice 28-
norcastasteronu a to v koncentraci od 116,495 do 195,096 pmol/g suché hmoty. Typhasterol se
vyskytoval nejvice u jefabu arénie Aronia melanocarpa 116,119 pmol/g a ptaciho jefabu Sorbus
aucuparia 137,485 pmol/g. U ¢eledi mydelnikovité bylo stanoveno nejvice 28-homocastasteronu
u javoru babyka Acer campestre 181,729 pmol/g. Nejvice Castasteronu bylo naméfeno u jirovce
mad’alu Sorbus aucuparia 100,809 pmol/g. Ikekawa et al (1984) uvadi mnoZstvi castasteronu
v Brassica campestris 1600 pg/kg. Nejmensi koncentrace byla naméfena u 28-norbrassinolidu, u
javoru babyka Acer campestre dokonce pod hranici detekce. Pod hranici detekce byl 28-
norbrassinolid zméfen i u vrby bilé Salix alba. U ¢erného rybizu Ribes nigrum bylo stanoveno
nejvEétsi mnozstvi, ze vSech namétenych vysledkt, 28-homocastasteronu 345,736 pmol/g.
Ikekawa et al (1984) uvadi koncentraci 28-homocastasteronu u Brassica campestris 130 ng/kg.
U Hydrodiction reticulatum byla naméfena koncentrace 28-homocastasteronu pouhych 4 pg/kg
(Yokota et al, 1987). Ikeda et al (1983) uvadi mnozstvi brassinolidu u Castanea crenata 4-12
ug/kg, u Fagopyrum esculentum byl brassinolid stanoven 5 pg/kg (Takatsuto et al, 1990). V mych
vysledcich se brassinolid nachazel v koncentracich 1-23 pmol/g suché hmoty. Malé koncentrace
28-norbrassinolidu a brassinolidu a naopak vysoké koncentrace 28-norcastasteronu, 28-
homocastasteronu a castasteronu si mizeme vysvétlit tim, Ze v biosyntéze brassinosteroidu je
castasteron u vétsiny rostlin koncova slouc¢enina BRs, jen u malo rostlin pokracuje biosyntéza na

koncovy produkt brassinolid (viz obr. 2) (Hayat & Ahmad, 2011).

Na zakladé ziskanych vysledkl lze usoudit, ze steroidni latky se v mladych rostoucich
rostlinnych tkanich vyskytuji v pomémé vysokych koncentracich v zavislosti na jednotlivych

¢eledich.
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6. Zavér
V ramci této diplomové prace byly studovany sav¢i steroidni hormony a brassinosteroidy
Vv listovych pupenech rostlin. Bylo zji$téno, Ze se v rostlinnych pupenech vyskytuji sav¢i steroidni

hormony i brassinosteroidy v pomérné velkém mnoZzstvi.

Nejvyssi koncentrace byla detekovana u progesteronu v koncentraci 737,05 pmol/g u éerného
rybizu Ribes nigrum. Cerny rybiz v kombinaci ostruziniku maliniku pomaha 1é¢it vaje¢nikové
cysty, ostruzinik malinich ptisobi také proti menstruacnim porucham a tlumi posevni zanéty. Dale
bylo velké mnoZstvi progesteronu stanoveno u jetabu aronie Aronia melanocarpa 129,84 pmol/g,
ten pomaha snizovat krevni tlak, zlepSuje pevnost a pruznost cév a harmonizuje ¢innost §titné
zlazy. Vysoké mnozstvi progesteronu bylo také stanoveno i u topolu ¢erného Populus nigra
335,29 pmol/g. U topolu ¢erného Populus nigra bylo naméfena nejvys$Si koncentrace
uc¢inky, a také ma uéinek na produkci melaninu. Koncentrace pregnenolonu u biizy bélokoré
Betula pendula je 4644,96 pmol/g, biiza bélokora stimuluje jaterni funkce, ¢innost slinivky a

uziva se také pro svou Cistici schopnost.

U brassinosteroidt bylo stanoveno nejvétsi mnozstvi 28-homocastasteronu 345,736 pmol/g
u &erného rybizu Ribes nigrum, jako u savéich steroidnich hormonti. Cerny rybiz se také oznaduje
jako antialergikum vhodny pfi senné rymeé nebo astmatu. V kombinaci s Sipkovou rtzi a kalinou
slouzi také pfi 1€cbé prostaty starSich muzi. Dale lze pouzit pfi snizené funkci nadledvinek nebo
pii tézkych formach zanétu. Nejvice Castasteronu bylo naméfeno u jirovce mad’ala Sorbus
aucuparia 100,809 pmol/g, jirovec mad’al ma blahodarné ptisobeni na cévy a kapilary a celkové
na krevni ob&h v koncetinach. Nejvyssi mnozstvi 28-norcastasteronu bylo stanovenu u ostruziny
ktrovité Rubus fruticosus 195,096 pmol/g, ostruzinik ptisobi antiskleroticky a antidegenerativné a

pomaha 1¢Cit dnu a revmatismus.

Cilem této prace bylo napsat literarni resersi, kterd popisuje lécebnou metodu gemmoterapie
a problematiku vyskytu steroidnich latek v rostlinach. V experimentalni ¢asti byla provedena
kvantifikace hormonti z rostlinného materialu pomoci UHPLC-MS/MS metody. Vsechny cile

této prace byly splnény.
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8. PFilohy

Ptiloha ¢. 1: Souhrné vysledky kvantifikace zivocisnych steroidnich hormond v pupenech
studovanych rostlin

Tabulka S 1: Kvantifikace steroidnich hormoni systtmem UHPLC-MS/MS

Progesteron Androstenedion Pregnenolon Testosteron
mg (DW) [pmol/g  pramér+SD pmol/g  primér+SD pmol/g  primér+SD pmol/g  prdmértSD

Jefab aronie 5.25 112.027| 129.844 + 16.5624| 1.45543| 1.67935 + 0.29565| 1163.58| 1348.91 120.795| 1.86057| 1.52011 + 0.31645
Jefab aronie 6.5 141.635|RSD% 12.7557| 2.24046|RSD% 17.605| 1448.51|RSD% 8.95502( 1.90185(RSD% 20.8175
Jefdb aronie 5.37 130.22 1.71136 1474.2 1.44432

Jeféb aronie 5.02| 111.466 1.45677 1251.01 1.30733

Jefab aronie 5.1 153.869 1.53275 1407.27 1.08647

Jasan ztepily 5.56| 0.67307| 0.71899 + 0.08601| 1.39622| 1.84546 + 0.51543| 50.8678| 48.4546 + 5.59426| 0.02113| 0.06364 * 0.02229
Jasan ztepily 5| 0.67405|RSD% 11.9626 RSD% 27.9298( 47.7262|RSD% 11.5454] 0.06571|RSD% 35.0301
Jasan ztepily 5.32| 0.66114 1.5988 56.6998 0.08391

Jasan ztepily 5.38 1.66524 39.4375 0.07918

Jasan ztepily 6.68| 0.8677 2.72156 47.5415 0.06826

Ostruzinik kfovity 5.25 3.57976 + 0.85423 24.271| 25.1428 4.49399( 258.277| 234.034 * 13.9522| 5.08876| 4.82424 + 0.18168
Ostruzinik ki'ovity 6.55| 4.4266|RSD% 23.8628| 27.0363|RSD% 17.8739| 229.459|RSD% 5.96161| 4.61405|RSD% 3.76599
Ostruzinik ki'ovity 5.14| 2.5088 32.2451 239.317 4.85875

Ostruzinik kfovity 5.6] 4.40933 23.6486 217.991 4.62857

Ostruzinik krovity 5.83| 2.97431 18.5127 225.126 4.93105

Liska obecna 6.42 5.622( 5.42638 + 0.51279| 0.79922| 0.59583 + 0.14644| 587.002| 556.505 + 23| 14.0111| 13.8964 + 0.44476
Liska obecna 5.4 5.51338|RSD% 9.45( 0.45405(RSD% 24.5769| 575.145|RSD% 4.13293| 13.5996|RSD% 3.20056
Liska obecna 5.34| 5.38282 0.45918 529.048 13.2757

Liska obecna 5.08| 4.51993 0.67087 559.424 13.9976

Liska obecna 5.57| 6.09376 531.907 14.598

Ol3e lepkava 6.3| 14.7137| 17.9355 + 1.92732 0.10296 * 0.02681| 157.155| 269.483 + 83.4052| 4.96857| 6.33282 + 1.10979
Ol3e lepkava 5.67| 17.0653|RSD% 10.7458 RSD% 26.0404( 220.24|RSD% 30.9501| 5.66667|RSD% 17.5244
Ol3e lepkava 5.75| 19.0712 0.10522 240.442 5.92

Ol3e lepkava 5.72| 18.4714 0.13462 345.68 6.96364

Ol3e lepkava 6.19] 20.3559 0.06906 383.897 8.14523

Topol ¢erny 6.09| 256.118| 335.296 * 46.8276| 9.31067| 9.77441 * 0.88962( 4076.74| 5628.69 * 943.649| 2.96962| 2.29834 * 0.76609
Topol ¢erny 6.23| 366.626|RSD% 13.966| 9.46132|RSD% 9.10155| 6043.72|RSD% 16.765| 1.9496|RSD% 33.3322
Topol ¢erny 5.47 8.9936 6377.83 2.1064

Topol ¢erny 5.33| 345.515 11.5075 6608.45 1.15674

Topol ¢erny 5.78| 372.927 9.59896 5036.72 3.30934

Ptadi jefab 5.95| 31.5463| 29.0178 * 2.53881| 1.44353| 1.24133 * 0.22767| 678.074 635.7 + 86.5803| 0.53697| 0.51077 + 0.04024
Ptaci jefab 5.83| 28.4834|RSD% 8.74913| 1.11475|RSD% 18.341| 569.066|RSD% 13.6197| 0.54924|RSD% 7.87917
Ptaci jefab 5.08| 24.4083 0.93189 547.353 0.52815

Ptadi jefab 5.96| 30.9893 1.47517 784.469 0.50336

Ptadi jefab 6.48| 29.6619 599.539 0.43611

Vrba bila 6.46| 6.06598| 5.57453 + 1.16931| 4.10805| 4.86989 * 0.60768| 1269.49| 1167.18 + 128.057 0.95697| 0.80319 + 0.15376
Vrba bila 6.05[ 4.00566|RSD% 20.9759| 4.44149|RSD% 12.4782| 1339.34|RSD% 10.9714] 0.92661|RSD% 19.1442
Vrba bila 5.39| 4.39225 1008.7 0.54174

Vrba bila 5.48| 7.00661 5.51405 1180.07 0.72162

Vrba bild 5.32| 6.40211 5.41598 1038.32 0.86898

Javor babyka 6.15| 3.65061| 5.53935 + 1.18712 0.22787 + 0.02077| 302.42| 300.326 + 20.5701 0.22| 0.15787 0.0406
Javor babyka 6.74| 5.17022|RSD% 21.4307| 0.22982|RSD% 9.11532| 332.007|RSD% 6.84926| 0.18516|RSD% 25.7159
Javor babyka 5.35| 6.48229 0.2548 310.139 0.108

Javor babyka 5.35| 5.30547 0.23047 272.998 0.12455

Javor babyka 5.56| 7.08817 0.1964 284.064 0.15162

Ostruzinik malinik 5.9] 13.8682| 11.2234 1.95104] 33.7931| 31.3999 * 2.9024| 455.977| 522.305 * 82.2876| 0.58331| 0.45481 * 0.11711
Ostruzinik malinik 5.27| 8.67785|RSD% 17.3836( 33.2662|RSD% 9.24335| 506.775|RSD% 15.7547( 0.26205|RSD% 25.7482
Ostruzinik malinik 6.42| 12.5742 30.3134 466.29 0.42287

Ostruzinik malinik 6.4] 9.34035 26.16 500.211 0.57094

Ostruzinik malinik 6.76] 11.6565 33.4669 682.273 0.43491

Cerny rybiz 5.73 737.049 + " 124.821| 0.85584 1.05024 + 7 0.24837 100.057[ 80.7016 * 15.9772| 1.96614[ 1.58749 + 7 0.35822
Cerny rybiz 5.29| 543.896|RSD% 16.9352 RSD% 23.6487| 51.7352|RSD% 19.7978 1.3138|RSD% 22.5652
Cerny rybiz 5.74| 874.189 1.00261 86.6397 1.15455

Cerny rybiz 5.53| 716.905 0.87342 79.3239

Cerny rybiz 5.82| 813.206 1.46907 85.7523 1.91546

Jirovec madal 6.61| 8.50911| 8.0823 + " 0.61726| 2.68185[ 2.25913 + 7 0.43204 62.3215 + 5.46612| 0.44144| 0.46836 * 7 0.09478
Jirovec madal 5.74| 7.51189|RSD% 7.63722| 1.54856|RSD% 19.1242| 58.5488|RSD% 8.77084| 0.54002|RSD% 20.2375
Jirovec madal 5.9 7.68258 63.0841 0.6125

Jirovec madal 5.51| 7.61565 2.29909 70.9036 0.35892

Jirovec madal 5| 9.09225 2.507 56.7496 0.38893

Lipa srdcitd 6.04| 1.07007( 1.70426 + 7 0.33979| 2.20695[ 2.10154 7 0.16973| 6.88493[ 5.56118 + 7 1.22393| 4.37964[ 4.22361 7 0.55327
Lipa srd¢ita 5.05 1.75629|RSD% 19.9378( 2.27505|RSD% 8.07659| 3.88376|RSD% 22.0085| 3.89446|RSD% 13.0995
Lipa srdcita 5.18| 1.73731 2.22085 4.91236 3.72799

Lipa srdcitd 5.23| 1.87749 1.83423 6.56367 5.23939

Lipa srdcitd 5.38| 2.08016 1.97063 3.87658

Bfiza bélokord 5.49| 57.5139| 70.6726 * " 6.73141| 27.7217[ 27.368 + 7 5.43694| 3879.41[ 4644.96 + 608.18| 9.80747 8.271 £ 7 1.31966
Bfiza bélokord 5.39| 71.8004|RSD% 9.52477| 32.7128|RSD% 19.8661| 4995.33|RSD% 13.0933( 9.87254|RSD% 15.9553
Bfiza bélokord 5.88| 73.0829 33.9634 5151.85 7.39405

Bfiza bélokord 6.05| 75.3316 21.3592 5262.23 6.66264

Bfiza bélokord 5.93| 75.6344 21.0828 3936 7.61828

Jinan dvoulalo¢ny 5.5 7.82695| 6.68725 + " 0.65357| 1.46473[ 1.09431 + 7 0.24753| 286.318 260.259 + " 41.3565| 5.62391[ 4.08403 + 7 0.84177
Jinan dvoulalo¢ny 5.23| 6.60253|RSD% 9.77333| 1.11582|RSD% 22.62| 206.729|RSD% 15.8905 3.463|RSD% 20.6114
Jinan dvoulaloény 6.1| 6.4084 0.7696 311.359 4.1132

Jinan dvoulaloény 5.58| 6.77388 0.88607 215911 3.20027

Jinan dvoulalo¢ny 5.69| 5.82447 1.23533 280.979 4.01977
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Ptiloha ¢. 2: Souhrnné vysledky kvantifikace brassinosteroidd v pupenech studovanych rostlin

Tabulka S 2: Kvantifikace BRs systémem UHPLC-MS/MS

Brassinolide 28-norbrassinolide Castasterone 28-homocastasterone 28-norcastasterone Typhasterol

mg (DW) |pmol/g DW pmol/g D averageSD pmol/g DW pmol/g DW pmol/g DW average+SD pmol/g DW average+SD
jefab aronie 6.97(4.9460 7.8143 £ 26973 [0.1832 0.1968 + 0.0538 [35.5346 43.8996  * 81144 [117.2316 1052462 +  9.8409 109.6421 [1164946 * 66729 1295961 [116.1189 + 7.3454
jefab aronie 6.42|111.0161 |RSD% 34.5180 |0.2226 RSD% 27.3462 [51.9971 RSD% 18.4841 |115.4123 |RSD% 9.3503 107.4895 |RSD% 5.7281 111.0424 (RSD% 6.3258
jefab aronie 6.39(9.9461 0.2637 36.6996 102.8030 119.9979 118.2583
jefab aronie 5.6) 0.1177 55.1817 99.6959 124.4042 109.7885
jefab aronie 5.63|5.3488 40.0848 91.0885 120.9392 111.9091
jasan ztepily 58623104 [3.9334 + 12351 0021 + 00058 |7.0687 107109 + 28663 |S0.9061 [47.6215 + 7.6848 [0.9521  [11889  + 02962 [415393 [37.1613 + 43780
jasan ztepily 5.18 31.4002 26.1681 26.7604 [44.3737 161373 1.0080 24.9137 11.7812
jasan ztepily 555 10.9913 52,0858
jasan ztepil 5.34/4.1859 0.0163 34.3281
jasan ztepily 5.28|5.3039 0.0278 14.0728 56.4136 1.6065 32.7832
ostruzina kfovita 6.57|5.6917 4.5074  + 07933 [0.3487 02782 + 00705 18.3492 35405 [133.9426 [99.0082 + 21.2455 |190.6351 [195.0963 + 19.0605 |[37.5043 [39.4908 * 5.2304
ostruzina kfovitd 6.29 17.5993 |0.2078 253220 |15.9980 19.2951 21.4583  190.9099 97698  |37.0734 13.2446
ostruzina kiovitd 5.86/4.0242 23.3532 76.5287 178.6654 45.4182
ostruzina kiovitd 5.88/4.7205 15.6963 93.8230 183.1952 45.4632
ostruina kFovitd 5.57/3.5933 91.7384 232.0757 31.9947
liska obecna 5.59[1.0878  [1.0400 +  0.0340 0.0105 + 00019 [15.6085 |[17.4072 + 24923 |7.7993  [114501 + 3.8975 |[3.7756  [3.9977  + 15042 [19.9276 [186718 + 3.1458
liska obecna 5.11] 3.2678 17.9602 (20.9316 143179 [15.5470 34.0393 39.8789 |22.0797 16.8478
liska obecna 6.45 0.0124 16.8146 19.0111
liska obecna 6.26/1.0210 0.0086 15.6814 8.8455 2.1657 12.7309
liska obecna 6.07/1.0113 8.2440 6.0518 19.6096
ptacijefab 5.92[201239 [17.5682 + 26661 |0.3140 02402 + 00704 |29.4646 |22.7466 +  4.2360 |42.3709 [51.7010 + 8.2376 |1814651 [157.3728 + 213065 |185.0222 [137.4846 + 29.1219
ptaéijefab 6.78/13.0918 151757 |0.2435 29.3114 18.6228 [60.2059 159331 [163.4111 13.5389 [125.8101 21.1819
ptaéijefab 6.75 22.8421 62.7890 128.4587 114.0587
ptaéijefab 6.69|18.6239 0.1262 20.6484 45.1037 136.5633 106.5862
ptaéijefab 5.11/18.4332 0.2771 18.0314 48.0354 176.9655 155.9457
vrba bil 6.56 16898 +  0.1981 <LoD 379220 + 66930 |18.6473 [226534 + 39311 32378+ 10301 [80.0976 [89.8453 + 7.9183
vrba bild 5.01/1.3698 11.7235 32.1241 17.6494 [26.3371 17.3534 (2.9518 31.8150 8.8133
vrba bil 5.45/1.9100 36.9364 26.8237 1.8344 86.0544
vrba bild 6.93|1.7163 49.1109 18.8056 3.4634 91.6262
vrba bild 5.35/1.7631 33.5167 4.7014 101.6029
javor babyka 573[49329 [5.2007 + 07383 <LoD 635804 (621341 + 105121 1716408 1817291 + 23.0404 [5.7299  [5.9407  + 12230 [47.6640 [55.4149 + 4.9876
javor babyka 5.65) 14.1907 51.5095 16.9184 |215.0706 12.6785 |(8.2788 205876 |58.1721 9.0004
javor babyka 5.75/6.2111 54.7876 160.8847 4.7512
javor babyka 5.31 158.1250 5.7097 61.0227
javor babyka 6.04/4.4640 78.6590 202.9243 5.2339 54.8009
ostruzinik malinik 5.81(6.5087 4.4006  * 14991  [0.6962 0.8318 + 01141 20.7685  * 9431 [17.0289 (268253 + 5.3381 |84.3572 117.7276 + 19.6050 |50.8011 [46.0216 + 5.0625
ostruzinik malinik 5.59 34.0648 |1.0077 13.7177 |22.2078 9.3562  |26.5932 19.8994 (143.9089 16.6528 (46.1362 11.0002
ostruzinik malinik 6.2(3.4222 0.9173 20.3577 29.3448 120.5644 49.4823
ostruzinik malinik 5.91(2.6214 0.7521 22.7376 28.1393 112.6507 47.2481
ostruzinik malinik 5.32/5.0501 0.7857 17.7710 33.0203 127.1570 36.4401
cerny rybiz 5.79 233670 + 28369  0.1632 01101 + 00376 85.1821  + 50575 [325.5254 [345.7358 + 36.6489 |17.6624 (253745 + 45693 (812243 (842124 + 6.7045
cerny rybiz 6.62(25.2049 12.1406 |0.0829 34.1551 |75.2443 17.6768 |364.1183 10.6003 [25.2046 18.0073 [75.1415 7.9614
cerny rybiz 6.52(19.3596 94.8734 286.2991 31.8605 81.1248
Cerny rybiz 5.77|25.5365 104.2025 359.6357 25.1124 93.9417
cCerny rybiz 6.26 0.0840 66.4082 393.1003 27.0327 89.6296
jirovec madal 6.26 5.9426 + 11534 |0.4791 0.5500 + 0.0534 [86.9440 100.8086 12,1522 [98.5511  [97.0311 + 11.0723 |[32.6336 [33.0255 + 15316 |53.0980 [51.4572 + 22932
jirovec madal 6.15(5.8543 19.4090 |0.5449 9.7142 12.0547 11.4111 4.6377  |52.5254 4.4566
jirovec madal 5.59(7.3973 0.6297 109.9582 78.6852 35.0663 54.0547
jirovec madal 6.06(4.5762 0.5465 90.8445 103.2145 49.7078
jirovec madal 5.94 115.4878 107.6736 31.3765 47.8999
lipa srdcita 5.28(4.6261 39276  + 1.4316 0.0679 £+ 0.0054 126913 12945  |6.7449 7.6855 S 15032  (4.5454 5.8180 + 09094 |66.4086 |65.6257 +  8.5342
lipa srdcita 5.36(1.9328 36.4483 |0.0618 7.9637 11.7693 10.2002 19.5589 [6.6150 15,6311 13.0043
lipa srdcita 5.83 11.7826 5.9296 79.2330
lipa srdcita 5.46 0.0749 145221 9.8808 6.2937 57.4265
lipa srdcita 5.885.2241 0.0670 8.1868 59.4346
jinan dvoulalotny 5.77(6.1188 52293 1.8869  |0.0856 0.1206 + 0.0334 [20.5568 27.0440  * 3.7900 75.8776 £ 5.0599 17.1633 16.0179 + 33531 (853542 [63.6935 & 12.2248
jinan dvoulalotny 5.64(7.6457 36.0829 27.7327 |28.2932 14.0142 |69.4358 6.6685 14,0751 20.9338 |66.0480 19.1932
jinan dvoulalotny 6.03 29.4483 73.7350 11.8614 52.2717
jinan dvoulalotny 5.35(2.5403 0.1656 29.8779 77.0490 15.2094 51.7954
jinan dvoulaloény 5.37|4.6124 0.1104 83.2905 21.7800 62.9984
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Ptiloha ¢. 3: Fotografie vybranych druhti rostlin
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Obrazek S 1: Fotodokumentace vybranych pupent testovanych rostlin (a-bfiza bélokora, b-Cerny rybiz, c-javor babyka, d-jefab arénie, e-ptaci jefab, f-jinan
dvoulalo¢ny, g-jirovec madal, h-olSe lepkava, ch-topol ¢erny, i-vrba bila)



